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DESCRIPCION
Construcciones multiméricas.
Campo de la invencion

La invencién se refiere a proteinas construidas de forma recombinante utiles para tratar la neovascularizacion
patolégica, por ejemplo, asma, artritis, cancer, y degeneracion macular.

Antecedentes de la invenciéon

La neovascularizacién patolégica es un componente clave de enfermedades como degeneracion macular
relacionada con la edad (AMD) himeda, retinopatia diabética proliferativa, artritis reumatoide, osteoartritis, y asma.
También desempafa un papel importante en el crecimiento y propagacion de tumores. La neovascularizacion esta
regulada por un delicado equilibrio de factores pro- y anti-angiogénicos.

Se sabe que el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es necesario para la neovascularizacion. Se ha
demostrado que la inhibicion de la actividad VEGF inhibe la neovascularizacion en modelos animales de AMD,
artritis y en diversos modelos de tumor. Los métodos usados para inhibir la actividad VEGF incluyen anticuerpos,
proteinas de fusién receptoras, péptidos y pequeiias moléculas.

Se ha demostrado que las proteinas VEGF-R1 (Flt-1) y VEGF-R2 (KDR) se unen a VEGF con elevada afinidad.
Tanto FIt-1 como KDR tienen siete dominios tipo Ig en su region extracelular. Se ha demostrado que el domino 2 es
esencial para la unién a VEGF. Fusiones de cada uno de los receptores solubles de longitud completa (dominios 1-
7) y los dominios 1-3 con Fc de IgG se unen a VEGF de forma eficaz. Las fusiones de Fc de IgG con el dominio tipo
Ig 2 solo, sin embargo, eran incapaces de unirse a VEGF, ya que eran una combinacién de dominio tipo Ig 1y 2.
Davis-Smyth, 1996. Por lo tanto, los dominios tipo Ig 1 y 3 parecen ser necesarios junto con el dominio 2 para la
union eficaz a VEGF.

Holash et al. (Proceedings of the National Academy of Science, vol. 99(17): 11393-11398 (2002)) describe
polipéptidos de fusion adicionales que comprenden partes del receptor de VEGF-R1 fusionadas a la parte Fc de la
cadena pesada de IgG1.

WO 00/75319 describe polipéptidos que son receptores Flt1 quiméricos modificados y se dice que tienen un perfil
farmacocinético mejorado.

WO 97/44453 describe proteinas que son receptores quiméricos de VEGF y se dice que se unen a VEGF y que
antagonizan su actividad angiogénica y proliferativa de las células endoteliales.

Olafsen et al. (Protein Engineering, Pesign & Selection, v. 17(4), p. 315-323 (2004)) describe la caracterizacion de
fragmentos de anticuerpos anti-p185™~" (scFv-Cu3)2 construidos por ingenieria genética.

Hu et al. (Cancer Research, v. 56(13), p. 3055-3061 (1996)) describe un fragmento de anticuerpo anti-antigeno
carcinoembrionario (scFv-Cn3) construido por ingenieria genética y se dice que presenta focalizacion rapida y
precisa de xenoinjertos.

Breve sumario de la invencion

De acuerdo con un aspecto de la presente descripcion, se proporciona una proteina de fusion. La proteina de fusion
tiene la formula X-Y-Z. X comprende un polipéptido seleccionado entre el grupo compuesto por un receptor
extracelular, una regioén variable de anticuerpo, una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento. Y consta
esencialmente de un polipéptido de 5-25 restos aminoacidicos. Z es una region CH3 de una molécula de cadena
pesada de IgG.

Otro aspecto de la presente descripcion es un polipéptido de férmula X-Y-Z. X comprende un polipéptido
seleccionado entre el grupo compuesto por un receptor extracelular, una regiéon variable de anticuerpo, una
citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento. Y consta esencialmente de un resto enlazador que
proporciona la separacion espacial de 5-25 restos aminoacidicos. Z es una regiéon CH3 de una molécula de cadena
pesada de IgG.

Otro aspecto mas de la presente descripcion es una proteina de fusién de férmula X-Y-Z. X comprende un
polipéptido seleccionado entre el grupo compuesto por un receptor extracelular, una region variable de anticuerpo,
una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento. Y consta esencialmente de un polipéptido de 5-25 restos
aminoacidicos. Z es una parte Fc de una molécula de anticuerpo.

La presente descripcién también proporciona una proteina de fusién de férmula X-Y-Z. X comprende un polipéptido
seleccionado entre el grupo compuesto por un receptor extracelular, una region variable de anticuerpo, una
citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento. Y consta esencialmente de un resto enlazador que
proporciona la separacion espacial de 5-25 restos aminoacidicos. Z es una parte Fc de una molécula de anticuerpo.

Otro aspecto mas de la presente descripcion es un método para multimerizar un polipéptido X. Un polipéptido X se
une a un polipéptido Z mediante un polipéptido Y para formar el polipéptido XYZ. X comprende un polipéptido
seleccionado entre el grupo compuesto por un receptor extracelular, una regiéon variable de anticuerpo, una
citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento. Y consta esencialmente de un polipéptido de 5-25 restos
aminoacidicos. Z es una region CH3 de una molécula de cadena pesada de IgG. El polipéptido XYZ que se forma se
multimeriza.
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Otro aspecto mas de la presente descripcidon proporciona un método para multimerizar un polipéptido X. El
polipéptido X se une a un polipéptido Z mediante un resto Y para formar el polimero XYZ. X comprende un
polipéptido seleccionado entre el grupo compuesto por un receptor extracelular, una regién variable de anticuerpo,
una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento. Y consta esencialmente de un resto enlazador que
proporciona la separacion espacial de 5-25 restos aminoacidicos. Z es una regiéon CH3 de una molécula de cadena
pesada de IgG. El polipéptido XYZ que asi se forma se multimeriza.

En un aspecto de la presente descripcidon se proporciona un acido nucleico. La molécula de acido nucleico codifica
una proteina de fusion que comprende un dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 (FIt-1); un enlazador; y un dominio de
multimerizacién. La proteina de fusidn comprende una secuencia seleccionada entre el grupo compuesto por las
SEC ID N° 2, 8, 21, 23, y 25.

En otro aspecto de la presente descripciéon se proporciona una proteina de fusién. La proteina de fusién comprende
un dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 (Flt-1), un enlazador, y un dominio de multimerizacion. La proteina de fusion
comprende una secuencia seleccionada entre el grupo compuesto por las SEC ID N° 2, 8, 21, 23, y 25.

En otro aspecto de la presente descripcion se proporciona un método in vitro. Se suministra una molécula de acido
nucleico a una célula de mamifero aislada. La molécula de acido nucleico codifica una proteina de fusién que
comprende un dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 (FIt-1); un enlazador; y un dominio de multimerizacién. La proteina de
fusion comprende una secuencia seleccionada entre el grupo compuesto por las SEC ID N° 2, 8, 21, 23, y 25. La
exr?resién de la proteina de fusion esta controlada por un promotor. Se forma una célula que expresa una proteina
de fusion.

Otro aspecto mas de la presente descripcion es un método para suministrar una proteina de fusion a un mamifero.
Se suministra una célula de mamifero que expresa la proteina de fusién a un mamifero. La célula expresa y secreta
la proteina de fusion suministrando de este modo la proteina de fusiéon al mamifero. La proteina de fusion
comprende un dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 (Flt-1), un enlazador, y un dominio de multimerizacién. La proteina de
fusion comprende una secuencia seleccionada entre el grupo compuesto por las SEC ID N° 2, 8, 21, 23, y 25.

Otro aspecto de la presente descripcién es un método para suministrar una proteina de fusién a un mamifero. Se
suministra una proteina de fusion que comprende un dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 (Flt-1), un enlazador, y un
dominio de multimerizacién a un mamifero. La proteina de fusién comprende una secuencia seleccionada entre el
grupo compuesto por las SEC ID N° 2, 8, 21, 23, y 25. Como alternativa, puede suministrarse una construccion de
acido nucleico que codifica dicha proteina de fusién al mamifero, por lo cual el mamifero expresa la proteina de
fusion.

Estos y otros aspectos de la presente descripcidn que se describiran en mas detalle a continuacién proporcionan a
la técnica métodos y agentes para tratar enfermedades relacionadas con la proliferacion e inflamacion vascular. Los
agentes pueden proporcionar estabilidad y biodisponibilidad aumentadas con relacion a las formas naturales de las
proteinas.

Ahora una parte de la descripcidon que esta contenida en este documento proporciona los aspectos y realizaciones
de la presente invencion. Mas particularmente, un primer aspecto de la presente invencion proporciona una proteina
de fusion de férmula X-Y-Z, en la que: X comprende el dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 pero carece de los dominios
tipo Ig 1y 3 de VEGF-R1, estando dicho dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 unido covalentemente al resto Z mediante el
resto Y; Y consta de un polipéptido de 5-25 restos aminoacidicos; y Z es una regiéon CH3 de una molécula de
cadena pesada de IgG o una parte Fc de una molécula de anticuerpo.

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona una composicion que comprende esta proteina de
fusion de la invencion, comprendiendo dicha composicion adicionalmente uno o mas excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto adicional, la presente invencidon proporciona un método para multimerizar un polipéptido X,
comprendiendo el método: unir un polipéptido X a un polipéptido Z mediante un polipéptido Y para formar un
polipéptido XYZ, en el que: X comprende el dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 pero carece de los dominios tipolg 1y 3
de VEGF-R1, estando dicho dominio tipo Ig 2 de VEGF-R1 unido covalentemente al polipéptido Z mediante el
polipéptido Y; Y consta de un polipéptido de 5-25 restos aminoacidicos; y Z es una region CH3 de una molécula de
cadena pesada de IgG o una parte Fc de una molécula de anticuerpo; por lo cual el polipéptido XYZ multimeriza.

En aspectos adicionales mas, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico que codifica la
proteina de fusion de la presente invencién, un vector que comprende dicha molécula de acido nucleico, una célula
de mamifero que comprende la molécula de acido nucleico o el vector, y un método in Vitro que comprende
suministrar la molécula de acido nucleico o el vector a una célula de mamifero aislada para formar una célula que
exprese la proteina de fusién.

En mas aspectos adicionales, la presente invencion proporciona la proteina de fusién, el acido nucleico, el vector o
la célula de mamifero de la presente invencion, para su uso en el tratamiento de un mamifero. En una realizacion, el
mamifero tiene degeneracion macular relacionada con la edad humeda o retinopatia diabética proliferativa. En otra
realizacion, el mamifero tiene cancer. En otra realizacion, el mamifero tiene artritis reumatoide. En otra realizacion, el
mamifero tiene asma. En otra realizacion, el mamifero tiene osteoporosis.

Se exponen aspectos y realizaciones adicionales de la presente invencioén en las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1. Region flexible del enlazador 9-Gly en la construccion D2-9Gly-Fc. La flexibilidad relativa predicha por el
método de Karpus y Schultz (1985) muestra al enlazador de 9 unidades de poliglicina (9-Gly) (aminoacidos 94 a
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103) en la proteina D2-9Gly-Fc como una regién con mayor flexibilidad que el promedio (>1) en comparacién con la
construccion D2-Fc que no contiene el enlazador 9-Gly. Ambas proteinas de fusién contienen secuencias de
aminoacidos idénticas encerradas en los recuadros: sp - péptido sefial (aminoacidos -24 a -1), dominio 2 de Flt-1
(aminoacidos 1 a 93) y los restos de IgG1-Fc (244 aminoacidos). La flecha representa el sitio de escision por la
peptidasa sefial predicha usando el programa SignalP V2.0 (Nielsen et al., 1997).

Fig. 2. Actividad biologica de D2-9Gly-Fc frente a D2-Fc. Se cultivaron células 293 en el medio de privacién (M199 +
FCS al 5%) y se transfectaron con plasmidos que contenian los casetes de expresién D2-9Gly-Fc y D2-Fc bajo el
control de promotor CMV. Se recogio el medio condicionado (CM) 72 h después. Se sembraron HUVEC en placas
de 96 pocillos (2E3 células/pocillo) en medio de privacién + VEGF (10 ng/ml) y se afiadieron 50 ul de CM mas VEGF
(10 ng/ml) 24 h después. Los controles (+/- VEGF) se incubaron con CM a partir de la transfeccion de plasmido
pEGFP de control (Clontech; pEGFP lleva una variante cambiada a rojo de la proteina fluorescente verde de tipo
silvestre (GFP) que se ha optimizado para una fluorescencia mas brillante y mayor expresion en células de
mamifero). El control positivo se traté con 50 ng de proteina recombinante Flt-1-I9G (R&D Syst%ms). Las HUVEC se
ensayaron para la proliferacion 3 dias después del tratamiento usando el reactivo CellTiter 96~ AQueous (Promega).
Los datos representan las medias de los valores promedio de la OD490 de dos experimentos cada uno ensayado
por triplicado.

Fig. 3. Andlisis de transferencia de Western de D2-9Gly-Fc y D2-Fc. Parece que el tamafio de las proteinas tanto
D2-9Gly-Fc como D2-Fc es el doble de grande cuando migra en gel no reductor en comparacion con la migracion en
gel reductor. Las proteinas se cargaron a partir del medio condicionado después de que las transfecciones en
células 293 de plasmidos que expresan D2-9Gly-Fc y D2-Fc se separaran por electroforesis en SDS y se
transfirieran a una membrana de PVDF. La transferencia se sondeé con anticuerpos de cabra anti-Fc de 1gG1
humana y de conejo anti-lgG de cabra-HRP.

Fig. 4. Proteinas hibridas sFlt-1 que contienen el enlazador 9Gly y VEGF Ex3. Comparacion de estructura de D2-
9GIly-Ex3/CH3 con proteinas construidas previamente. Las tres proteinas contienen idéntica secuencia de
aminoacidos del dominio 2 de FIt-1, que consta de 24 aminoacidos del péptido sefial de Flt-1 y 93 aminoacidos del
dominio 2 de FIt-1. D2-9Gly-Ex3/CH3 contiene 9 aminoacidos del enlazador 9Gly, 14 aminoacidos de VEGF Ex3 y
120 aminoacidos de la region CH3 de Fc de cadena pesada de IgG1 humana.

Fig. 5. Actividad biolégica de D2-9Gly-Ex3/CH3 frente a D2-9Gly-Fc. La proteina D2-9Gly-Ex3/CH3, en la que el
dominio 2 esta conectado a la regiéon CH3 a través del enlazador 9Gly y VEGF Ex3, también inhibe de forma eficaz
la proliferacion de HUVEC dependiente de VEGA en comparacioén con las proteinas de control D2-9Gly-Fc y D2-Fc.
Se usaron 50 ng de Flt-1-IgG recombinante (R&D Systems) como control.

Fig. 6. Ensayo de proliferacién de HUVEC que compara la actividad proteica de D2-(GlysSer)s-Fc con D2-9Gly-Fc y
D2-9Gly-Ex3/CH3.

Fig. 7. Transferencia de Western. Se separaron las proteinas (no reducidas y reducidas) del medio condicionado de
células 293 transfectadas (15 ul de CM) con plasmidos que expresaban proteinas (1): D2-9Gly-Fc; (2): D2-(G4S)s-Fc
y (3): EGFP por electroforesis en SDS y se transfirieron a una membrana de PVDF. La transferencia se sondeé con
anticuerpos de cabra anti-Fc de IgG1 humana y de conejo anti-IgG de cabra-HRP.

Fig. 8. Combinaciones con/sin enlazador 9Gly o VEGF Ex3. Comparacion de estructura de tres nuevas proteinas
con o sin enlazador 9Gly y/o VEGF Ex3, D2-9Gly-CH3, D2-CH3 y D2-Ex3/CH3.

Fig. 9. Ensayo de proliferacion de HUVEC con las construcciones Flt-1(D2) con combinaciones 9Gly, Ex3 y CH3. Se
comparo el medio condicionado de células 293 (5 pul) que contenian las proteinas D2-Ex3/CH3, D2-9Gly-CH3 y D2-
CH3 con D2-9Gly-Fc y D2-9Gly-Ex3/CH3.

Fig. 10. Transferencia de Western. Se transfectaron células 293 con plasmidos que expresaban: (1) D2-9Gly-Fc; (2)
D2-9Gly-CH3 (52/26 kDa); y (3) D2-CH3 (50/25 kDa). Las proteinas del medio condicionado de células 293 (15 ul de
CM no reducido y/o reducido) se separaron por electroforesis en SDS y se transfirieron a una membrana de PVDF.
La transferencia se sondeé con conjugado anti-VEGF-R1 humano HRP (R&D Systems).

Fig. 11. Ensayo de unién de VEGF "in vitro". Se diluyeron en serie los medios condicionados de células 293 que
contenian concentraciones conocidas tanto de D2-9Gly-Fc como de los receptores solubles de control Flt-1 D(1-3)
(que varian en las concentraciones de 0,29 - 150 pM) y se mezclaron con VEGF 10 pM. Después se midi6 la
cantidad de VEGF no unido por ELISA. D2-9Gly-Fc se une a VEGF con mayor afinidad que todas las demas
construcciones. "n" representa la cantidad de experimentos independientes (ensayo de transfeccién y unién).

Fig. 12. La cinética de unidén de las construcciones solubles de Flt-1 se midié por resonancia de plasmén superficial
con un instrumento BlAcore. Las construcciones sFlt-1 se inmovilizaron sobre un chip detector, y se inyectd
VEGF165 a concentraciones que variaban de 0,2 a 15 nM. Los sensogramas se evaluaron usando el programa BIA
Evaluation, se determinaron las constantes de velocidad Ka y Kd y se calculé la constante de disociaciéon (KD) a
partir de la proporcion Kd/Ka = KD. Un menor valor de KD significa mejor afinidad.

Fig. 13A-13C. La Fig. 13A muestra los niveles de expresion de las construcciones de Flt-1 que tenian diversos
enlazadores. La Fig. 13B muestra la dimerizacion o multimerizacion de construcciones de Flt-1 que tenian diversos
enlazadores y un resto CH3 de Fc de IgG1. La diferencia entre las condiciones no reducidas y reducidas indica que
las proteinas habian multimerizado. La Fig. 13C muestra la bioactividad inhibidora de las construcciones de Flt-1
indicadas presentes en medio condicionado en un ensayo de proliferacion de HUVEC en presencia de VEGF. Cada
una de las construcciones mostré actividad inhibidora que se acerca a los niveles de proliferaciéon de las HUVEC en
ausencia de VEGF.

Fig. 14. Usando un modelo murino de retinopatia inducida por oxigeno (OIR) de neovascularizacion retiniana (NV),
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se administré una de las construcciones de Flt-1 a los ojos del raton y se determiné la neovascularizacion. Los
ratones se expusieron a condiciones hiperoxicas. La cantidad de acontecimientos neovasculares se determiné en los
ojos tratados en comparacion con los acontecimientos en los ojos no tratados de los mismos animales. El animal se
considerd un "respondedor” si habia una reduccién de mas del 50% en los acontecimientos neovasculares.

Descripcion detallada de la invencién

Es un descubrimiento de la presente invencion que el dominio tipo Ig 2 Flt-1 sin los dominios 1 y 3 es capaz de
unirse de forma eficaz a VEGF y de inhibir la proliferacion de las células endoteliales dependiente de VEGF. El
dominio 2 puede unirse covalentemente a un dominio de multimerizacion mediante un enlazador. Los enlazadores
son tipicamente cadenas polipeptidicas. La longitud de la cadena puede ser de 6, 7, 9, 11, 13, 15 0 mas restos
aminoacidicos, pero tipicamente esta entre 5 y 25 restos. Dependiendo de la longitud y la composicion de la cadena
lateral, un enlazador puede tener, aunque no lo necesita, una flexibilidad mayor de la promedio. La flexibilidad puede
calcularse usando algoritmos conocidos en la técnica. Los dominios de multimerizacion son aquellas partes de las
proteinas multiméricas que promueven la asociacion de subunidades para forma, por ejemplo, dimeros, trimeros,
tetrameros, etc. Las proteinas recombinantes adecuadas para la unién eficaz a VEGF y/o la inhibicién de la
proliferacion de células endoteliales dependiente de VEGF se seleccionan entre el grupo compuesto por las SEC ID
N° 2, 8, 21, 23, y 25.

Ademas, se ha descubierto que los dominios de multimerizaciéon y los enlazadores pueden usarse con una
diversidad de proteinas diferentes o partes de proteinas para inducir la multimerizacion. Dichas proteinas pueden ser
aquellas que se unen a un ligando o receptor solamente cuando se multimerizan, o pueden ser aquellas cuya
afinidad de unién se potencia cuando se multimerizan. Las proteinas para la multimerizacion adecuadas incluyen
receptores extracelulares (que incluyen partes de los mismos), regiones variables de anticuerpos, citoquinas,
quimioquinas, y factores de crecimiento. Las proteinas adecuadas incluyen receptores tirosina quinasa y receptores
serina-treonina quinasa. Los ejemplos especificos de receptores extracelulares incluyen el receptor de EGF,
receptores acoplados a proteina G, el receptor de FGF, receptores Fc, receptores de células T, etc. Los ejemplos de
regiones variables de anticuerpos incluyen Fab, F(ab')2, y ScFv. Los ejemplos de citoquinas incluyen GM-CSF, IL-
1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, IL-21, IL-23, IFN-a, IFN-B, IFN-y, MIP-1a, MIP-18,
TGF-B, TNFa, y TNFB. Los ejemplos de quimioquinas incluyen BCA-1/BLC, BRAK, quimioquina CC-2, CTACK,
CXCL-16, ELC, ENA, ENA-70, ENA-74, ENA-78, eotaxina, exodus-2, fractalquina, GCP-2, GRO, GRO alfa (MGSA),
GRO-beta, GRO-gamma, HCC-1, HCC-4, 1-309, IP-10, I-TAC, LAG-1, LD78-beta, LEC/NCC-4, LL-37, linfotactina,
MCP, MCAF (MCP-1), MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC, MDC, MDC-2, MDC-4, MEC/CCL28, MIG, MIP, MTP-1 alfa,
MIP-1 beta, MIP-1 delta, MIP-3/MPIF-1, MIP-3 alfa, MIP-3 beta, MIP-4 (PARC), MIP-5, NAP-2, PARC, PF-4,
RANTES, RANTES-2, SDF-1 alfa, SDF-1 beta, TARC, y TECK. Los ejemplos de factores de crecimiento incluyen
anfirregulina humana, proteinas de angiogénesis humanas, ACE humana, angiogenina humana, angiopoyetina
humana, angiostatina humana, betacelulina humana, BMP humana, BMP-13 humana/CDMP-2, BMP-14
humana/CDMP-1, BMP-2 humana, BMP-3 humana, BMP-4 humana, BMP-5 humana, BMP-6 humana, BMP-7
humana, BMP-8 humana, BMP-9 humana, factores estimuladores de colonias humanos, ligando flt3 humano, G-CSF
humano, GM-CSF humano, M-CSF humano, factor de crecimiento de tejido conectivo humano, cripto-1 humano,
cryptic humano, ECGF humano, EGF humano, EG-VEGF humano, eritropoyetina humana, fetuina humana, FGF
humano, FGF-1 humano, FGF-10 humano, FGF-16 humano, FGF-17 humano, FGF-18 humano, FGF-19 humano,
FGF-2 humano, FGF-20 humano, FGF-3 humano, FGF-4 humano, FGF-5 humano, FGF-6 humano, FGF-7
humano/KGF, FGF-8 humano, FGF-9 humano, FGF-acido humano, FGF-basico humano, GDF-11 humano, GDF-15
humano, factor liberador de la hormona del crecimiento humano, HB-EGF humano, heregulina humana, HGF
humano, IGF humano, IGF-I humano, IGF-Il humano, inhibina humana, KGF humano, LCGF humano, LIF humano,
factores miscelaneos de crecimiento humanos, MSP humana, miostatina humana, propéptido de miostatina humano,
factor de crecimiento nervioso humano, oncostatina M humana, PD-ECGF humano, PDGF humano, PDGF humano
(homodimero AA), PDGF humano (heterodimero AB), PDGF humano (homodimero BB), PDGF humano
(homodimero CC), PIGF humano, PIGF humano, PIGF-1 humano, PIGF-2 humano, SCF humano, SMDF humano,
factores de crecimiento de células madre humanas, SCGF-alfa humano, SCGF-beta humano, trombopoyetina
humana, factor de crecimiento transformante humano, TGF-alfa humano, TGF-beta humano, y VEGF humano.

La proteina receptora Flt-1 tiene una parte extracelular que comprende siete dominios tipo Ig. Estos estan
localizados en los restos con los numeros 32...123, 151...214, 230...327, 335...421, 428...553, 556...654, y 661...747
del numero de acceso a Genbank P17948, véase también la SEC ID N° 15. Los restos con los numeros 1-26
comprenden una secuencia sefial. La proteina Flt-1 esta codificada por la secuencia de ADN mostrada en el nimero
de acceso a Genbank NM_002019 (SEC ID N° 14).

Los dominios de multimerizacién que pueden usarse de acuerdo con la presente descripcidon son conocidos en la
técnica. Pueden usarse las secuencias de la parte Fc de la cadena pesada de 1IgG1 o 1IgG2 gamma, por ejemplo,
CH3 solo (aminoacidos 371-477) o los dominios tanto CH2 como CH3 (aminoacidos 247-477). La parte Fc de las
moléculas Ig es la que se obtiene por escision de moléculas de anticuerpo completo con la enzima papaina. Pueden
usarse otros medios para obtener estas partes. Para la secuencia proteica de la cadena pesada de IgG1 gamma,
véase el numero de acceso a Genbank Y14737 y la SEC ID N° 10. Pueden usarse otras regiones Fc, por ejemplo,
de otros tipos de IgG y de anticuerpos IgA, IgM, IgD, o IgE. También puede usarse la regidon de multimerizacion de
VEGF. Se muestra una secuencia de ADN que codifica VEGF en el nimero de acceso a Genbank NM_003376 y la
SEC ID N° 11. Se muestra una secuencia de aminoacidos de VEGF en el numero de acceso a Genbank CAC19513
y la SEC ID N° 12. La regién de multimerizacion de VEGF (SEC ID N° 13), codificada por el exén 3 de VEGF (VEGF
Ex3), esta en aproximadamente los restos aminoacidicos 75-88 de la proteina VEGF (SEC ID N° 12). Los dominios
de multimerizacion causaran que al menos el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95%
de las proteinas de fusidn monoméricas miren sobre un gel de poliacrilamida no desnaturalizante a una velocidad
apropiada para un multimero. La glicosilacion puede afectar a la migracién de una proteina en un gel. Aunque aqui
se muestran secuencias particulares, también pueden usarse variantes tales como variantes alélicas. Tipicamente
dichas variantes tendran al menos un 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, o0 99% de identidad con la secuencia descrita.
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La multimerizacién puede ensayarse, por ejemplo, usando geles reductores y no reductores, como se demuestra en
este documento. La multimerizacién también puede ensayarse por deteccion de afinidad de unién aumentada de
una proteina por su ligando/receptor. Pueden usarse ensayos de resonancia de plasmon superficial BiaCore™ a
este respecto. Estos ensayos detectan cambios en la masa midiendo los cambios en el indice de refraccién en una
capa acuosa cercana a la superficie de un chip detector. Cualquier método conocido en la técnica puede usarse
para detectar la multimerizacion.

Los restos enlazadores de acuerdo con la presente descripcion pueden estar compuestos por, por ejemplo, 5-100
restos aminoacidicos, 5-75 restos aminoacidicos, 5-50 restos aminoacidicos, 5-25 restos aminoacidicos, 5-20 restos
aminoacidicos, 5-15 restos aminoacidicos, 5-10 restos aminoacidicos, o 5-9 restos aminoacidicos. Los ejemplos de
enlazadores utiles incluyen: glys (SEC ID N° 27), glug (SEC ID N° 28), serg (SEC ID N° 29), glyscysprozcys (SEC ID
N° 30), (glysser)s (SEC ID N° 31), SerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEC ID N° 32),
ProSerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEC ID N° 13), GlyAspLeulleTyrArgAsnGinLys (SEC ID N° 26),
y GlysProSerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEC ID N° 34). Otros enlazadores polipeptidicos que
pueden usarse incluyen una poliglicina de diferentes longitudes, incluyendo de 5, 7, o 30 restos. Ademas, pueden
usarse otras partes de Flt-1 como enlazador, por ejemplo, el dominio 3 de Flt-1. Véase la SEC ID N° 15. Los restos
enlazadores también pueden crearse a partir de otros polimeros, tales como polietilenglicol. Dichos enlazadores
pueden tener de 10 a 1000, 10-500, 10-250, 10-100, o 10-50 unidades monoméricas de etilenglicol. Los polimeros
adecuados deben ser de un tamanio similar al tamafio ocupado por el intervalo apropiado de restos aminoacidicos.
Un polimero de tamafio ajustado tipico proporcionaria un espaciado de aproximadamente 10-25 angstrom.

A pesar de la generalidad de la descripcidn anterior, sin embargo, la presente invencion se refiere a una proteina de
fusién de féormula X-Y-Z, en la que: X comprende una porcion del receptor del VEGF, Y es un resto enlazador y Z es
un dominio de multimerizacion, en donde el resto enlazador Y es un polipéptido de 5-50 restos aminoacidicos que
tiene una flexibilidad por encima de la media como se determina por el método de prediccion de la flexibilidad de
Karpus & Schultz, 1985, Naturwiss, 72: 212-213, y en donde dicha proteina de fusion se une a VEGF cuando se
multimeriza.

Las proteinas de fusion de acuerdo con la presente descripcion, incluyendo las proteinas de fusion de la presente
invencioén, pueden crearse por cualquier medio conocido en la técnica. Aunque dichas proteinas pueden crearse de
forma sintética, o uniendo partes que estan hechas, también puede usarse la producciéon recombinante. Puede
producirse una secuencia génica fusionada usando las herramientas convencionales de ADN recombinante. La
secuencia génica fusionada puede insertarse en un vector, por ejemplo, un vector viral o plasmidico, para replicar la
secuencia génica fusionada. Puede introducirse una secuencia promotora que es funcional en la célula receptora
final cadena arriba de la secuencia génica promotora. Los promotores usados pueden ser constitutivos, inducibles o
reprimibles. Se conocen bien en la técnica ejemplos de cada tipo. El vector puede introducirse en una célula
hospedadora o mamifero por cualquier medio conocido en la técnica. Los vectores adecuados que pueden usarse
incluyen adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus, lentivirus, y plasmidos. Si el vector esta en un vector viral y €l
vector se ha empaquetado, entonces pueden usarse los viriones para infectar células. Si se usa ADN desnudo,
entonces pueden usarse los procedimientos de transfeccién o transformacién que sean apropiados para las células
hospedadoras particulares. Pueden usarse formulaciones de ADN desnudo utilizando polimeros, liposomas, o
nanoesferas para el suministro de genes de fusion. Las células que pueden transformarse o transfectarse con
construcciones recombinantes de acuerdo con la invencion pueden ser cualesquiera que sean convenientes para el
especialista. Los tipos celulares ejemplares que pueden usarse incluyen bacterias, levaduras, células de insecto, y
de mamifero. Entre las células de mamifero, pueden elegirse celulas de mucho tipos tisulares, segun sea
conveniente. Las células ejemplares que pueden usarse son fibroblastos, hepatocitos, celulas endoteliales, células
madres, células hematopoyéticas, células epiteliales, miocitos, células neuronales, y queratinocitos. Estas células
pueden usarse para producir proteinas in vitro, o pueden suministrarse a mamiferos incluyendo seres humanos para
producir las proteinas codificadas in vivo. Este medio de suministro es una alternativa al suministro de acido nucleico
a un mamifero, al suministro de un vector viral a un mamifero, y al suministro de la proteina de fusién a un mamifero.

Las composiciones de proteina o acidos nucleicos pueden estar en vehiculos, tales como tampones, vehiculos
acuosos o lipofilos, vehiculos estériles o no estériles, pirogénicos o no pirogénicos. Los vehiculos no pirogénicos son
utiles para formulaciones inyectables. Las formulaciones pueden ser liquidas o sélidas, por ejemplo, liofilizadas. Las
formulaciones también pueden administrarse en forma de aerosoles. Las composiciones pueden contener una o
mas proteinas de fusion o uno o mas acidos nucleicos, o tanto proteinas de fusion como acidos nucleicos. Las
proteinas de fusion y/o los acidos nucleicos en una composicion pueden ser homogéneos, en cuyo caso se formaran
proteinas homomultiméricas, o pueden ser heterogéneos en la composicidon, en cuyo caso se formaran proteinas
heteromultiméricas. En el caso de heteromultimeros, tipicamente el resto X variara entre proteinas de fusién, pero el
resto Z sera igual entre las proteinas de fusion.

Pueden proporcionarse proteinas de fusiéon a una célula u hospedador mamifero por cualquier medio conocido en la
técnica. Puede suministrarse la proteina a la célula u hospedador. Puede administrarse el acido nucleico a la célula
u hospedador. Pueden administrarse las células transformadas o transfectadas a la célula u hospedador. En el
ultimo caso, se desean células del mismo fondo genético para reducir el rechazo de transplante.

Las células adecuadas para el suministro a animales hospedadores mamiferos incluyen cualquier tipo celular de
mamifero de cualquier 6rgano, tumor, o linea celular. Por ejemplo, pueden usarse celulas humanas, murinas, de
cabra, ovinas, bovinas, de perro, de gato, y porcinas. Los tipos celulares adecuados para su uso incluyen, sin
limitacion, fibroblastos, hepatocitos, células endoteliales, queratinocitos, células hematopoyéticas, células epiteliales,
miocitos, células neuronales, y células madre.

Los medios de suministro de proteinas de fusion o acidos nucleicos que codifican proteinas de fusion incluyen el
suministro de células que expresan las proteinas de fusion, el suministro de las proteinas de fusion, y el suministro
de acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusién. Las proteinas de fusion, células, o acidos nucleicos
pueden suministrarse directamente al érgano o tumor deseado, por ejemplo, por inyeccién, cateterismo, o
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endoscopia. También pueden suministrarse por via intravenosa, intrabronquial, intratumoral, intratecal,
intramuscular, intraocular, tépica, subcutanea, transdérmica o per os. Los pacientes que pueden tratarse de forma
eficaz incluyen aquellos con degeneracion macular relacionada con la edad humeda, retinopatia diabética
proliferativa, artritis reumatoide, osteoartritis, uveitis, asma, y cancer. Los tratamientos mejoraran los sintomas y/o
los marcadores de la enfermedad y/o la gravedad de la enfermedad.

Los acidos nucleicos pueden suministrarse a mamiferos, y en particular, a seres humanos, en cualquier vector
deseado. Estos incluyen vectores virales o no virales, incluyendo vectores adenovirales, vectores virales adeno-
asociados, vectores retrovirales, vectores lentivirales, y vectores plasmidicos. Los tipos ejemplares de virus incluyen
VHS (virus del herpes simple), adenovirus, AAV (virus adeno-asociado), VIH (virus de la inmunodeficiencia humana),
VIB (virus de la inmunodeficiencia bovina), y VLM (virus de la leucemia murina). Los acidos nucleicos pueden
administrarse en cualquier formato deseado que proporcione niveles de suministro suficientemente eficaces,
incluyendo en particulas virales, en liposomas, en nanopatrticulas, y en complejo con polimeros.

Pueden usarse combinaciones de tratamientos con proteina y acido nucleico. Por ejemplo, puede administrarse una
proteina de fusion de acuerdo con la presente descripcion, por ejemplo, una proteina de fusion de acuerdo con la
presente invencidon a un paciente. Si se observa una respuesta favorable, entonces puede administrarse una
molécula de acido nucleico que codifique la proteina de fusion para un efecto a largo plazo. Como alternativa, la
proteina y el acido nucleico pueden administrarse de forma simultanea o aproximadamente simultanea. En otra
alternativa, puede administrarse un anticuerpo o proteina de fusion para un ligando seguido de o de forma
concomitante con un anticuerpo o compariero de fusién para un receptor. Otra opcién emplea una combinacion de
acidos nucleicos en la que uno codifica un anticuerpo y otros codifica una proteina de fusion. Algunos anticuerpos
que pueden emplearse en combinacién con las construcciones de Flt-1 de la presente descripcién, por ejemplo, en
combinacién con las construcciones Flt-1 de la presente invencion (sea en forma de proteina o de acido nucleico)
son bevacizumab y ranibizumab, ambos dirigidos contra VEGF. Estos son particularmente Utiles para tratar el cancer
y la degeneracién macular, respectivamente.

La practica de la presente descripcion, incluyendo la practica de la presente invencién emplea, salvo que se indique
de otro modo, técnicas convencionales de biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia,
biologia celular, bioquimica e inmunologia, que pertenecen a las habilidades de la técnica. Dichas técnicas se
explican completamente en la bibliografia, tal como, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion
(Sambrook et al., 1989); Current Protocols In Molecular Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); Oligonucleotide
Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Animal Cell Culture (R.l. Freshney, ed., 1987); Methods In Enzymology (Academic
Press, Inc.); Handbook Of Experimental Immunology (D.M. Wei & C.C. Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors For
Mammalian Cells (J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction (Mullis et al., eds.,
1994); Current Protocols In Immunology (J.E. Coligan et al, eds., 1991); Antibodies: A Laboratory Manual (E. Harlow
z(a1né19D).) Lane eds. (1988)); y PCR 2: A Practical Approach (M.J. MacPherson, B.D. Hames and G.R. Taylor eds.
5)).

Un vehiculo de suministro de genes es cualquier molécula que puede transportar polinucleétidos insertados al
interior de una célula hospedadora. Ejemplos de vehiculos de suministro de genes son liposomas, polimeros
biocompatibles, incluyendo polimeros naturales y polimeros sintéticos; lipoproteinas; polipéptidos; polisacaridos;
lipopolisacaridos; envueltas virales artificiales; particulas metalicas; y bacterias, virus, tales como baculovirus,
adenovirus y retrovirus, vectores bacteriéfagos, cosmidos, plasmidicos, fungicos y otros vehiculos de recombinacion
tipicamente usados en la técnica que se han descrito para la expresion en una diversidad de hospedadores
eucariotas y procariotas, y pueden usarse para terapia génica asi como para la simple expresion de proteinas.

Suministro de genes, transferencia génica, y similares, como se usan en este documento, son términos que se
refieren a la introduccion de un polinucleétido exdgeno (a veces mencionado como "transgén") en una célula
hospedadora, independientemente del método usado para la introduccién. Dichos métodos incluyen una diversidad
de técnicas bien conocidas tales como ftransferencia génica mediada por vector (por, por ejemplo,
infeccion/transfeccion virica, o diversos complejos de suministro de genes basados en proteinas o basados en
lipidos diferentes) asi como técnicas que facilitan el suministro de polinucledtidos "desnudos" (tal como
electroporacion, suministro por "pistola génica" y diversas técnicas diferentes usadas para la introduccion de
polinucledtidos). El polinucleétido introducido puede mantenerse de forma estable o transitoria en la célula
hospedadora. El mantenimiento estable tipicamente requiere que el polinucleétido introducido contenga un origen de
replicacién compatible con la célula hospedadora o se integre en un replicon de la célula hospedadora tal como un
replicén extracromosémico (por ejemplo, un plasmido) o un cromosoma nuclear o mitocondrial. Se sabe que varios
vectores son capaces de mediar la transferencia de genes a células de mamifero, que se conocen en la técnica y se
describen en este documento.

El polinucledtido exdgeno se inserta en un vector tal como adenovirus, adenovirus parcialmente eliminado,
adenovirus completamente eliminado, virus adeno-asociado (AAV), retrovirus, lentivirus, plasmido desnudo,
complejo plasmido/liposoma, etc. para el suministro al hospedador mediante via intravenosa, intramuscular, a través
de la porta u otra via de administracion. Los vectores de expresion que pueden usarse en los métodos y
composiciones de la presente descripcion, por ejemplo, en las composiciones de la presente invencion incluyen, por
ejemplo, vectores virales. Uno de los métodos mas frecuentemente usados de administracion de terapia génica,
tanto in vivo como ex vivo, es el uso de vectores virales para el suministro del gen. Se conocen muchas especies de
virus, y muchas se han estudiado para propdsitos de terapia génica. Los vectores virales mas habitualmente usados
incluyen aquellos derivados de adenovirus, virus adeno-asociados (AAV) y retrovirus, incluyendo lentivirus, tales
como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

El adenovirus es un virus de ADN nuclear, sin envuelta con a genoma de aproximadamente 36 kb, que se ha
caracterizado bien a través de estudios en genética clasica y biologia molecular (Hurwitz, M.S., Adenoviruses
Virology, 32 edicion, Fields et al., eds., Raven Press, Nueva York, 1996; Hitt, M.M. et al., Adenovirus Vectors, The
Development of Human Gene Therapy, Friedman, T. ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York 1999).
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Los genes virales se clasifican en unidades transcripcionales tempranas (denominadas E1-E4) y tardias
(denominadas L1-L5), que se refieren a la generacién de dos clases temporales de proteinas virales. La
demarcacion de estos acontecimientos es la replicacion de ADN viral. Los adenovirus humanos se dividen en
numerosos serotipos (aproximadamente 47, numerados en consecuencia y clasificados en 6 grupos: A, B, C, D, Ey
F), en base a propiedades que incluyen hemaglutinacién de gldbulos rojos, oncogenicidad, composiciones y
homologias de ADN y aminoacidos proteicos, y relaciones antigénicas.

Los vectores adenovirales recombinantes tienen varias ventajas para su uso como vehiculos de suministro de
genes, incluyendo el tropismo por células tanto en division como no en division, potencial patogénico minimo,
capacidad de replicarse a un elevado titulo para la preparaciéon de reservas de vector, y el potencial de portar
grandes insertos (Berkner, K.L., Curr. Top. Micro. Immunol. 158:39-66, 1992; Jolly, D., Cancer Gene Therapy 1:51-
64 1994). Se han disefiado vectores adenovirales con deleciones de diversas secuencias génicas adenovirales,
tales como vectores pseudoadenovirales (PAV) y adenovirales parcialmente eliminados (llamados "DeAd"), para
aprovechar las caracteristicas deseables de los adenovirus que los convierten en un vehiculo adecuado para el
suministro de acidos nucleicos a células receptoras.

En particular, los vectores pseudoadenovirales (PAV), también conocidos como 'adenovirus gutless' o mini-vectores
adenovirales, son vectores adenovirales derivados del genoma de un adenovirus que contiene las secuencias
nucleotidicas de accién cis minimas necesarias para la replicacién y empaquetado del genoma del vector y que
pueden contener uno o0 mas transgenes (Véase, la patente de Estados Unidos N° 5.882.877 que cubre los vectores
pseudoadenovirales (PAV) y métodos para producir PAV). Los PAV se han disefiado para aprovechar las
caracteristicas deseables de los adenovirus que los convierten en un vehiculo adecuado para el suministro de
genes. Aunque los vectores adenovirales generalmente pueden portar insertos de hasta 8 kb de tamafio por la
delecién de regiones que son prescindibles para el crecimiento viral, la capacidad de carga maxima puede
conseguirse con el uso de vectores adenovirales que contienen deleciones de la mayoria de las secuencias
codificantes virales, incluyendo PAV. Véase, la patente de Estados Unidos N° 5.882.877 de Gregory et al.; Kochanek
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:5731-5736, 1996; Parks et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:13565-13570,
1996; Lieber et al., J. Virol. 70:8944-8960, 1996; Fisher et al., Virology 217:11-22, 1996; la patente de Estados
Unidos N° 5.670.488; la publicacion PCT N° W096/33280, publicada el 24 de octubre de 1996; la publicacion PCT
N° W096/40955, publicada el 19 de diciembre de 1996; la publicacion PCT N° WO97/25446, publicada el 19 de julio
de 1997; la publicaciéon PCT N° WQ095/29993, publicada el 9 de noviembre de 1995; la publicaciéon PCT N°
WQO97/00326, publicada el 3 de enero de 1997; Morral et al., Hum. Gene Ther. 10:2709-2716,1998. Dichos PAV, que
pueden alojar hasta aproximadamente 36 kb de acidos nucleico foraneo, son ventajosos porque la capacidad de
carga del vector esta optimizada, mientras que se reduce el potencia de respuestas inmunes del hospedador contra
el vector o la generacién de virus competentes para la replicacion. Los vectores PAV contienen las secuencias de
nucledtidos de la repeticion terminal invertida (ITR) 5' y la ITR 3' que contienen el origen de replicacién, y la
secuencia de nucledtidos de accién cis necesaria para el empaquetado del genoma del PAV, y pueden alojar uno o
mas transgenes con elementos reguladores apropiados, por ejemplo, promotor, potenciadores, etc.

Otros, los vectores adenovirales parcialmente eliminados proporcionan un vector adenoviral parcialmente eliminado
(Ilamado "DeAd") en el que la mayoria de los genes tempranos adenovirales necesarios para la replicaciéon del virus
se eliminan del vector y se colocan dentro del cromosoma de una célula productora bajo el control de un promotor
condicional. Los genes adenovirales que se pueden eliminar que se pueden colocar en la célula productora pueden
incluir E1A/E1B, E2, E4 (solamente ORF6 y ORF6/7 tienen que colocarse en la célula), pIX y plVa2. También puede
eliminarse E3 del vector, pero como no es necesario para la produccion del vector, puede omitirse de la célula
productora. Los genes tardios adenovirales, normalmente bajo el control del promotor tardio principal (MLP), estan
presentes en el vector, pero el MLP puede remplazarse por un promotor condicional.

Los promotores condicionales adecuados para su uso en vectores DeAd y lineas celulares productoras incluyen
aquellos con las siguientes caracteristicas: baja expresion basal en estado no inducido, de modo que no se
expresen genes adenovirales citotoxicos o citostaticos a niveles dafiinos para la célula; y expresion de elevado nivel
en estado inducido, de modo que se produzcan suficientes cantidades de proteinas virales para soportar la
replicacién y ensamblaje del vector. Los promotores condicionales preferidos adecuados para su uso en vectores
DeAd y lineas celulares productoras incluyen el sistema de control génico del dimerizador, basado en los agentes
inmunosupresores FK506 y rapamicina, el sistema de control génico de la ecdisona y el sistema de control génico de
la tetraciclina. También puede ser util en la presente descripcion, incluyendo la presente invencion, la tecnologia
GeneSwitch™ (Valentis, Inc., Woodlands, TX) descrita en Abruzzese et al., Hum. Gene Ther. 1999 10:1499-507. EI
sistema de expresion adenoviral parcialmente eliminado se describe adicionalmente en el documento W099/57296.

El virus adeno-asociado (AAV) es un parvovirus ADN humano de cadena sencilla cuyo genoma tiene un tamafo de
4,6 kb. El genoma del AAV contiene dos genes principales: el gen rep, que codifica las proteinas rep (Rep 78, Rep
68, Rep 52, y Rep 40) y que estan implicadas en la replicacion, rescate, transcripcion e integracion de AAV; y el gen
cap que codifica las proteinas cap que forman la particula viral AAV. ElI AAV obtiene su de su dependencia en un
adenovirus u otro virus auxiliar (por ejemplo, herpesvirus) para suministrar los productos génicos esenciales que
permitan que el AAV experimente una infeccion productiva, es decir, se reproduzca por si mismo en la célula
hospedadora. En ausencia del virus auxiliar, el AAV se integra en forma de un provirus en el cromosoma de la célula
hospedadora, hasta que se ve rescatado por superinfeccion de la célula hospedadora con un virus auxiliar,
habitualmente un adenovirus (Muzyczka, Curr. Top. Micor. Immunol. 158:97-127, 1992).

El interés en AAV como vector de transferencia génica esta provocado por varias caracteristicas de su biologia. En
ambos extremos del genoma de AAV hay una secuencia de nucleétidos conocida como repeticion terminal invertida
(ITR), que contiene las secuencias de nucledtidos de accidon cis necesarias para la replicacion, rescate,
empaquetado e integracion del virus. La funcion de integracion de la ITR mediada por la proteina rep en trans
permite que el genoma de AAV se integre en un cromosoma celular después de la infeccién, en ausencia de virus
auxiliar. Esta propiedad unica del virus tiene relevancia para el uso de AAV en transferencia de genes, ya que
permite la integracién de un AAV recombinante que contenga un gen de interés en el genoma celular. Por lo tanto,
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puede conseguirse la transformacion genética estable, ideal para muchos de los objetivos de la transferencia de
genes, mediante el uso de vectores rAAV. Ademas, el sitio de integracion para el AAV esta bien establecido y se ha
localizado en el cromosoma 19 del ser humano (Kotin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:2211-2215, 1990). Esta
predecibilidad del sitio de integracion reduce el peligro de acontecimientos de insercion aleatoria en el genoma
celular que pueden activar o inactivar genes del hospedador o interrumpir las secuencias codificantes,
consecuencias que pueden limitar el uso de vectores con integracion de AAV, la eliminacion de este gen en el
disefio de vectores rAAV puede provocar patrones de integraciéon alterados que se han observado con vectores
rAAV (Ponnazhagan et al., Hum Gene Ther. 8:275-284, 1997).

Hay otras ventajas al uso de AAV para la transferencia de genes. El rango de hospedador de los AAV es amplio.
Ademas, a diferencia de los retrovirus, los AAV pueden infectar células tanto quiescentes como en divisién. Ademas,
los AAV no se han asociado con enfermedad humana, obviando muchas de las preocupaciones de han surgido con
los vectores de transferencia de genes derivados de retrovirus.

Los enfoques convencionales a la generacion de vectores rAAV recombinantes ha requerido la coordinacion de una
serie de acontecimientos intracelulares: la transfeccion de la célula hospedadora con un genoma de vector rAAV que
contenga un transgén de interés flanqueado por las secuencias ITR de AAV, la transfeccion de la célula
hospedadora por un plasmido que codifique los genes para las proteinas rep y cap de AAV que son necesarias en
trans, y la infeccion de la célula transfectada con un virus auxiliar para suministrar las funciones auxiliares no AAV
necesarias en trans (Muzyczka, N., Curr. Top. Micor. Immunol. 158:97-129, 1992). Las proteinas adenovirales (u
otros virus auxiliares) activan la transcripcion del gen rep de AAV, y las proteinas rep después pueden activar la
transcripcion de los genes cap de AAV. Las proteinas cap después utilizan las secuencias ITR para empaquetar el
genoma del rAAV en una particula viral rAAV. Por lo tanto, la eficacia del empaquetado esta determinada, en parte,
por la disponibilidad de cantidades adecuadas de las proteinas estructurales, asi como la accesibilidad de cualquier
secuencia de empaquetado de accién cis necesarias en el genoma del vector rAAV.

Los vectores retrovirales son una herramienta comun para el suministro de genes (Miller, Nature (1992) 357:455-
460). La capacidad de los vectores retrovirales de suministrar una unica copia no ordenada del gen en un amplio
intervalo de células somaticas de roedores, primates y seres humanos hace a los vectores retrovirales muy
adecuados para transferir genes a una célula.

Los retrovirus son virus ARN en los que el genoma viral es ARN. Cuando se infecta una célula hospedadora con un
retrovirus, el ARN gendémico se transcribe de forma inversa en un intermedio de ADN que se integra de forma muy
eficaz en el ADN cromosdémico de las células infectadas. Este intermedio de ADN integrado se conoce como
provirus. La transcripcion del provirus y su ensamblaje en virus infecciosos sucede en presencia de un virus auxiliar
apropiado 0 en una linea celular que contenga secuencias apropiadas que posibiliten la encapsidacion sin
produccién simultanea de un virus auxiliar contaminante. No es necesario un virus auxiliar para la producciéon de
retrovirus recombinante si se proporcionan las secuencias para la encapsidaciéon por co-transfeccion con vectores
apropiados.

El genoma retroviral y el ADN pro viral tienen tres genes: el gag, el pol, y el env, que estan flanqueados por dos
secuencias de repeticion terminal larga (LTR). El gen gag codifica las proteinas estructurales internas (matriz,
capsida, y nucleocapsida); el gen pol codifica la ADN polimerasa dirigida por ARN (transcriptasa inversa) y el gen
env codifica las glucoproteinas de la envuelta viral. Las LTR 5' y 3' sirven para promover la transcripcion y la
poliadenilacion de los ARN de los viriones. La LTR contiene todas las demas secuencias de accién cis necesarias
para la replicacion viral. Los lentivirus tienen genes adicionales que incluyen vit, vpr, tat, rev, vpu, nef, y vpx (en VIH-
1, VIH-2 y/o VIS).Adyacentes a la LTR 5' hay secuencias necesarias para la transcripcion inversa del genoma (el
sitio de unién del ARNt cebador) y para la encapsidacion eficaz del ARN viral en particulas (el sitio Psi). Si las
secuencias necesarias para la encapsidacion (o empaquetado del ARN retroviral en viriones infecciosos) estan
ausentes en el genoma viral, el resultado es un defecto en cis que evita la encapsidacion del ARN gendmico. Sin
embargo, el mutante resultante aun es capaz de dirigir la sintesis de todas las proteinas del virion.

Los lentivirus son retrovirus complejos que, ademdas de los genes retrovirales comunes gag, pol y env, contienen
otros genes con funcién reguladora o estructural. La mayor complejidad posibilita que los lentivirus modulen el ciclo
vital de los mismos, como en el transcurso de la infeccién latente. Un lentivirus tipico es el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el agente etioldgico del SIDA. In vivo, el VIH puede infectar células diferenciadas
de forma terminal que raramente se dividen, tales como linfocitos y macréfagos. In vitro, el VIH puede infectar
cultivos primarios de macréfagos derivados de monocitos (MDM) asi como células HeLa-Cd4 o linfoides T detenidas
en el ciclo celular por tratamiento con afidicolina o irradiacion gamma. La infeccién de las células depende del aporte
nuclear activo de complejos de preintegracion de VIH a través de los poros nucleares de las células diana. Eso
sucede por la interaccion de multiples determinantes moleculares parcialmente redundantes en el complejo con la
maquinaria de importacion nuclear de la célula diana. Los determinantes identificados incluyen una sefial de
localizacion nuclear funcional (NLS) en la proteina de matriz gag (MA), la proteina asociada a viriones cariofila, vpr, y
un resto de fosfotirosina C-terminal en la proteina MA gag. El uso de retrovirus para terapia génica se describe, por
ejemplo, en la patente de Estados Unidos 6.013.516; y la patente de Estados Unidos 5.994.136.

Otros métodos para suministrar ADN a las células no usan virus para el suministro. Por ejemplo, pueden usarse
compuestos anfifilos catidnicos para suministrar el acido nucleico de la presente descripcion, por ejemplo, el acido
nucleico de la presente invencion. Como los compuestos disefiados para facilitar el suministro intracelular de
moléculas biolédgicamente activas deben interaccionar con entornos tanto no polares como polares (en o sobre, por
ejemplo, la membrana plasmatica, fluidos tisulares, compartimentos dentro de la célula, y la propia molécula
biolégicamente activa), dichos compuestos se disefian tipicamente para que contengan dominios tanto polares como
no polares. Los compuestos que tiene estos dos dominios pueden llamarse anfifilos, y muchos lipidos y lipidos
sintéticos que se han descrito para su uso en la facilitaciéon de dicho suministro intracelular (sean para aplicacion in
vitro o in vivo) cumplen esta definiciéon. Una clase particularmente importante de dichos anfifilos es los anfifilos
cationicos. En general, los anfifilos cationicos tienen grupos polares que son capaces de cargarse positivamente en
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o aproximadamente a pH fisiolégico, y esta propiedad se entiende que es importante en la técnica para definir como
interaccionan los anfifilos con los muchos tipos de moléculas biolégicamente activas (terapéuticas) incluyendo, por
ejemplo, polinucledtidos cargados negativamente tales como ADN.

El uso de composiciones que comprenden compuestos anfifilos catidnicos para el suministro de genes se describe,
por ejemplo, en la patente de Estados Unidos 5.049.386; el documento US 5.279.833; el documento US 5.650.096;
el documento US 5.747.471; el documento US 5.767.099; el documento US 5.910.487; el documento US 5.719.131;
el documento US 5.840.710; el documento US 5.783.565; el documento US 5.925.628; el documento US 5.912.239;
el documento US 5.942.634; el documento US 5.948.925; el documento US 6.022.874; el documento U.S.
5.994.317; el documento U.S. 5.861.397; el documento U.S. 5.952.916; el documento U.S. 5.948.767; el documento
U.S. 5.939.401; y el documento U.S. 5.935.936.

Ademas, el acido nucleico de la presente descripcién, por ejemplo, el &cido nucleico de la presente invencion puede
suministrarse usando "ADN desnudo". Los métodos para suministrar una secuencia de ADN no integrante, no
infecciosa que codifica un polipéptido o péptido deseado unida de forma funcional a un promotor, libre de asociacion
con proteinas que faciliten la transfeccion, particulas virales, formulaciones liposomales, lipidos cargados y agentes
de precipitacién de fosfato calcico se describen en la patente de Estados Unidos 5.580.859; el documento U.S.
5.963.622; el documento U.S. 5.910.488.

También se ha informado de sistemas de transferencia de genes que combinan componentes virales y no virales.
Cristiano et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11548; Wu et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:11542; Wagner et
al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6099; Yoshimura et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:2300; Curiel et al. (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8850; Kupfer et al. (1994) Human Gene Ther. 5:1437; y Gottschalk et al. (1994) Gene
Ther. 1:185. En la mayoria de los casos, se han incorporado adenovirus en los sistemas de suministro de genes
para sacar provecho de sus propiedades endosomoliticas. Las combinaciones presentadas de componentes virales
y no virales generalmente implican unién covalente del adenovirus a un complejo de suministro de genes o co-
internalizacion de adenovirus no unido con complejos de lipido catiénico:ADN.

Para el suministro de ADN y proteina al ojo, la administracion tipicamente sera local. Esto tiene la ventaja de limitar
la cantidad de ADN que tiene que administrar y de limitar los efectos secundarios sistémicos. Pueden usarse
muchos modos posibles de suministro incluyendo, aunque sin limitacién: administracién topica sobre la cérnea por
una pistola génica; inyeccion subconjuntival, inyeccién intracameral, mediante gotas oculares a la cérnea, inyeccion
al interior de la camara anterior mediante el limbo temporal, inyeccién intraestromal, aplicacién a la coérnea
combinada con pulsos eléctricos, inyeccion intracorneana, inyeccion subretiniana, inyeccion intravitreal, e inyeccién
intraocular. Como alternativa, pueden transfectarse o transducirse células ex vivo y suministrarse por implante
intraocular. Véase, Auricchio, Mol. Ther. 6: 490-494, 2002; Bennett, Nature Med. 2: 649-654, 1996; Borras,
Experimental Eye Research 76: 643-652, 2003; Chaum, Survey of Ophtalmology 47: 449-469, 2002; Campochiaro,
Expert Opinions in Biological Therapy 2: 537-544 (2002); Lai, Gene Therapy 9: 804 813, 2002; Pleyer, Progress in
Retinal and Eye Research, 22: 277-293, 2003.

Pueden ensayarse los efectos de diversos agentes terapéuticos y administraciones propuestas en modelos animales
adecuados para enfermedades particulares. Por ejemplo, la retinopatia del prematuro puede ensayarse en un
modelo de retinopatia inducida por oxigeno en ratones como se describe en Smith, Investigative Ophtalmology &
Visual Science, 35: 101-111, 1994. Puede usarse neovascularizacién coroidal inducida por laser en ratones como
modelo para neovascularizacion coroidal humana (CNV) que sucede en enfermedades tales como degeneracion
macular relacionada con la edad. Tobe, American Journal of Pathology 153: 1641-1646, 1998. Se han desarrollado
otros modelos de CNV en primates, ratas, cerdos enanos, y conejos. Se han desarrollado modelos de ratéon de
degeneracion macular relacionada con la edad en ratones genéticamente deficientes. Los ratones deficientes en la
proteina-1 quimioatrayente de monocitos o el receptor-2 de quimioquina C-C desarrollan caracteristicas de
degeneracion macular relacionada con la edad. Ambati, Nature Med. 9: 1390-1397,2003.

Aunque la invencion se ha descrito con respecto a ejemplos especificos incluyendo los modos actualmente
preferidos de realizar la invencion, los especialistas en la técnica apreciaran que existen numerosas variaciones y
permutaciones de los sistemas y técnicas descritas anteriormente que estan dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se generaron dos construcciones: la primera, D2-9Gly-Fc, que contenia un enlazador de 9 unidades de poliglicina
(9Gly) y la segundo, D2-Fc, con la misma secuencia excepto el enlazador 9Gly (Fig. 1).

Se analizaron las secuencias de aminoacidos de las proteinas D2-9Gly-Fc y D2-Fc usando el Protein Analysis
Toolbox del programa de analisis de secuencias Mac Vector 6.5.1. (IBl, New Haven, CT). El enlazador de 9 unidades
de poliglicina en la secuencia de D2-9Gly-Fc se identificd6 como una region con mayor flexibilidad promedio por el
método de prediccion de flexibilidad de Karpus y Schultz (1985) Naturwiss, 72: 212-213. No se detectd dicha region
en la secuencia de D2-Fc (Fig. 1).

Ejemplo 2

Se ensayo un dominio tipo Ig 2 Flt-1 conectado a la region Fc de IgG1 por un enlazador de 9 unidades de poliglicina
(D2-9Gly-Fc) flexible. La proteina de fusién D2-9Gly-Fc es capaz de unirse de forma eficaz a VEGF y de inhibir la
proliferacion de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) dependiente de VEGF. Véase la Fig. 2. En
contraste, cuando se une el dominio tipo Ig 2 Flt-1 directamente a la cadena pesada de IgG1 (Fc) para formar D2-Fc,
se observo una unidn solamente minima a VEGF. Véase la Fig. 2. Tanto la dimerizacion mediante el Fc de IgG1
como la insercién de un enlazador flexible parecen facilitar la union de VEGF al dominio 2 de Flt-1. Se confirmé la
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presencia de formas diméricas tanto en D2-9Gly-Fc como en D2-Fc por andlisis de transferencia de Western. Véase
la Fig. 3.

Ejemplo 3

Se administra una inyeccion intravitreal de vector AAV (de 1 x 10° a 1 x 10° particulas en un volumen de 0,0005 ml)
a ratones C57BL/6 recién nacidos (P0) o de 1 dia de edad (P1). Se induce neovascularizacién retiniana (NV) en los
ratones C57BL/6 exponiendo crias P7 y sus hembras de lactacion a hiperoxia durante 5 dias. Las crias se
devolvieron a aire ambiental en P12 y se sacrificaron en P17 (momento del pico de NV). (Smith LEH, Weslowski E,
McLellan A, Kostyk SK, D'Amato R, Sullivan y D'Amore PA. Oxygen-Induced Retinopathy in the Mouse. Invest Opth
Vis Sci. 1994; 35:101-111.) Se seccionaron de forma transversal en serie ojos completos impregnados en parafina a
intervalos de 5 micrometros. El grado de NV se determina contando la cantidad de nucleos de células endoteliales
internos a la membrana de limitacion interna en secciones tomadas cada 100 micrometros.

Se comparan cohortes de animales tratados con los vectores AAV que codifican los agentes anti-angiogénicos con
cohortes tratadas con vectores que codifican transgenes irrelevantes o con vectores que no codifican un transgén.
La cantidad promedio de nucleos de células endoteliales en cada ojo tratado se compara con el ojo similar no
tratado de cada animal.

Ejemplo 4
Generacion de D2-9Gly-Ex3/CH3

Se ha demostrado que el dominio 2 de Flt-1 es esencial para la union de VEGF+g5. Sin embargo, se demostro que el
dominio 2 de Flt-1 solo era incapaz de unirse a VEGF A. (Davis-Smyth et al., 1996.) VEGF A, cuando esta presente
en forma de dimero, se une a Flt-1 a través de restos acidos (aminoacidos 63-67 de la proteina madura) que permite
un posible mecanismo para la dimerizacion inducida por ligando del receptor (Keyt et al, 1996).

Por lo tanto, se us6 una dimerizacion del dominio 2 de Flt-1 como estrategia para restaurar la union del dominio 2 de
FIt-1 a VEGF A. Puede usarse la fusion con un fragmento de la cadena pesada de IgG para la dimerizacion de
proteinas (Davis-Smyth et al., 1996). Aqui se demuestra que los aminoacidos 75-88 (es decir,
PSCVPLMRCGGCCN; SEC ID N° 13) de VEGF A (SEC ID N° 12) aumentan la actividad biolégica de las proteinas
hibridas sFlt-1.

Inicialmente, se disefiaron tres proteinas hibridas: D2-9Gly-Fc, D2-Fc y D2-9Gly-Ex3/CH3 (Fig. 4). Las tres proteinas
hibridas contienen el mismo dominio D2 de Flt-1 que D2-9Gly-Fc. No se observé unién de VEGF con D2-Fc, que no
contiene el enlazador de 9 unidades de poliglicina (9Gly). La tercera proteina, D2-9Gly-Ex3/CH3, contiene el
enlazador de 9 unidades de poliglicina (9Gly) y el dominio de multimerizacion de VEGF (aminoacidos
PSCVPLMRCGGCCN; SEC ID N° 13; VEGF Ex3), pero también contiene la region CH3 de Fc de cadena pesada de
IgG1 humana (aminoacidos 371-477 de la SEC ID N° 10).

La proteina D2-Fc no mostré actividad inhibidora eficaz en el ensayo de proliferacion de HUVEC (Fig. 5) y por
implicacion no se unia a VEGF+g5 de forma eficaz. Sin embargo, la tercera proteina hibrida, D2-9Gly-Ex3/CH3, que
comprende el dominio 2 de Flt-1 fusionado con la regién CH3 mediante tanto el enlazador 9Gly como la region de
dimerizaciéon de VEGF 65 (Ex3), mostraba actividad inhibidora en un ensayo de proliferacion de HUVEC dependiente
de VEGF (Fig. 5). Esto implica que esta proteina hibrida se une a VEGF 65 de forma eficaz.

Ejemplo 5
Uso del enlazador (GlysSer)s en la construccién Flt-1 D2

El uso de varios enlazadores de poliglicina se ha descrito previamente para la mejora de las caracteristicas proteicas
(Mouz et al., 1996; Qiu et al., 1998). Para la siguiente construccion se ha usado otro tipo de enlazador, el oligédmero
de 15 unidades (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)3 (Huston et al., 1988). Se generd la proteina D2-(GlysSer)s-Fc y contiene el
dominio 2 de Flt-1, el enlazador (GlysSer); y la region Fc de la cadena pesada de IgG1 humana.

D2-(GlysSer)s-Fc se caracterizo adicionalmente en un ensayo de proliferacion de HUVEC. La actividad bioldgica de
D2-(GlysSer)s-Fc medida por la inhibicion de la proliferacion de HUVEC fue similar a la de D2-9Gly-Fc y D2-9Gly-
Ex3/CH3 (Fig. 6).

La construccion D2-(Gly4Ser)s-Fc se caracterizé adicionalmente por transferencia de Western y se comparé con D2-
9Gly-Fc (Fig.9). Ambas construcciones estan presentes principalmente en una forma dimérica y se detectaron
formas monoméricas después de la separacion de muestras reducidas.

Ejemplo 6
Papel de 9Gly o VEGF Ex3 en construcciones Flt-1 (D2)

Para investigar el papel del enlazador 9Gly o la secuencia de dimerizacién de VEGF Ex3 sobre la unién del receptor
soluble VEGF, se generaron otras tres construcciones: D2-9Gly-CH3, D2-CH3 y D2-Ex3/CH3 (Fig. 8). Las tres
construcciones se generaron y como todas las construcciones previas también se pusieron bajo el control del
promotor CMV. Su actividad de bloqueo de VEGF se ensay6 en el ensayo de proliferacion de HUVEC (Fig. 9).

El ensayo de proliferacion de HUVEC de proteinas que contienen la region CH3 de IgG1 ha demostrado que D2-
9Gly-CH3 (sin Ex3) y la proteina D2-Ex3/CH3 (sin enlazador 9Gly) tenian potencia de bloqueo de VEGF similar en
comparacion con la proteina D2-9Gly-Ex3/CH3 parental. Sin embargo, parece que la proteina D2-CH3 es el inhibidor
mas débil de VEGF entre todas ellas (Fig. 9).
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Los datos de ELISA de Flt-1 de medios condiciones de células 293 transfectadas tienen niveles de Flt-1 similares
para D2-9Gly-Ex3/CH3, D2-9Gly-CH3 y D2-Ex3/CH3 y D2-CH3 (70-90 ng/ml) y un poco mayores (~150 ng/ml) para
la forma menos activa de D2-CH3. La transferencia de Western de las construcciones D2-9Gly-CH3 y D2-CH3 (Fig.
10) demuestra un predominio de formas diméricas en condiciones no reducidas.

Ejemplo 7

D2-9Gly-Fc se une a VEGF mejor que todas las construcciones

El ensayo de uniéon de VEGF permite comparar las afinidades de union relativas a VEGF de estos receptores de
VEGEF solubles en un sistema libre de células.

En resumen, se diluyeron en serie medios condicionados que contenian concentraciones conocidas de receptor
soluble (que variaban en las concentraciones de 0,29 - 150 pM) y se mezclaron con VEGF 10 pM. La cantidad de
VEGF no unido se midié después por ELISA. D2-9Gly-Fc se une a VEGF con mayor afinidad en las concentraciones
de receptor de 0,001 a ~0,2 pM que todas las demas construcciones. D2-CH3 tiene la afinidad mas baja para unirse
a VEGF (Fig. 11).
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Tabla de secuencias

SEC ID N° Nombre del clon Longitud Tipo
1 FLT1D29GLYFC 1077 DNA
2 FLT1D29GLYFC 358 Proteina
3 FLT1D2DEL9GLYFC 1050 DNA
4 FLT1D2DEL9GLYFC 349 Proteina
5 FLT1D29GLYEX3 426 DNA
6 FLT1D29GLYEX3 141 Proteina
7 FLT1D29GLYEX3CH3 744 DNA
8 FLT1D29GLYEX3CH3 247 Proteina
9 IgG1 HEAVY 1434 DNA
10 1I9gG1 HEAVY 477 Proteina
11 VEGF 648 DNA
12 VEGF 215 Proteina
13 VEGF exo6n 3 (ex3) 14 Proteina
14 FLT-1 5777 DNA
15 FLT-1 1338 Proteina
16 KDR 5830 DNA
17 KDR 1356 Proteina
18 D2-CH3 675 DNA
19 D2-CH3 224 Proteina
20 D2-EX3-CH3 717 DNA
21 D2-EX3-CH3 238 Proteina
22 D2-9GLY-CH3 702 DNA
23 D2-9GLY-CH3 233 Proteina
24 D2(G4S)3-Fc 1095 DNA
25 D2(G4S)3-Fc 364 Proteina
26 enlazador aleatorio 9 Proteina
27 enlazador 9 Proteina
28 enlazador 9 Proteina
29 enlazador 9 Proteina
30 enlazador 9 Proteina
31 enlazador 7 Proteina
32 enlazador 13 Proteina
33 enlazador 9 Proteina
34 enlazador 23 Proteina

A continuacioén se describen realizaciones preferidas de la presente descripcion y se refieren como realizaciones E1
to E71.

5 E1. Una proteina de fusion de férmula X-Y-Z, en donde
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X comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un receptor extracelular, una region variable de
anticuerpo, una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento; e

Y consiste esencialmente en un polipéptido de 5 a 25 restos aminoacidicos, y
Z es una regién CH3 de una molécula de cadena pesada de IgG

E2. La proteina de fusion de E1 en donde X comprende un receptor extracelular y dicho receptor se selecciona del
grupo que consiste en un receptor tirosina quinasa y un receptor serina treonina quinasa.

E3. La proteina de fusion de E1 en donde X comprende un receptor extracelular y dicho receptor es un receptor del
VEGEF.

E4. La proteina de fusion de E1 en donde X es el dominio 2 de tipo IgG de VEGF-R1 (FLT-1).

E5. La proteina de fusion de E1 en donde el polipéptido Y es flexible.

E6. La proteina de fusion de E1 en donde el polipéptido Y se selecciona del grupo que consiste en glys (SEQ ID NO:
27), glug (SEQ ID NO: 28), serg (SEQ ID NO: 29), glyscysprozcys (SEQ ID NO: 30), (glyaser)s (SEQ ID NO: 31),
SerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEQ ID NO: 32), Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys
Cys Asn (SEQ ID NO: 13), Gly-Asp-Leu-lle-Tyr-Arg-Asn-GIn-Lys (SEQ ID NO: 26), y
GlygProSerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEQ ID NO: 34).

E7. La proteina de fusion de E1 en donde Z es una region CH3 de IgG1.

E8. La proteina de fusion de E7 en donde Z es una region CH3 de 1gG2.

E9. Una composicion que comprende la proteina de fusion de E1 que ademas comprende uno o mas excipientes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

E10. La composicién de E9 en donde dicha composicién es una formulacion liquida.
E11. La composicién de E9 en donde dicha composicién es una formulacion liofilizada.

E12. Una composicion que comprende una o mas proteinas de fusion de E1, en donde dicha composicion
comprende multimeros de dichas proteinas de fusion.

E13. La composicion de E12, en donde dicha composicion consiste esencialmente en una sola especie de proteina
de fusion que forma homomultimeros.

E14. La composicion de E12, en donde dicha composicion consiste esencialmente en proteinas de fusion, en donde
los restos X en dichas proteinas de fusidn en la composiciéon son heterogéneos.

E15. La composicion de E12 en donde el resto X es un receptor extracelular, y dicho receptor se selecciona del
grupo que consiste en un receptor tirosina quinasa y un receptor serina treonina quinasa.

E16. La composicion de E12 en donde el resto X es un receptor extracelular, y dicho receptor es un receptor del
VEGF o una porcién del mismo.

E17. La composicion de E12 en donde el resto X es el dominio 2 de tipo IgG de VEGF-R1 (FLT-1).

E18. La composiciéon de E12 en donde Y es un polipéptido flexible.

E19. La composiciéon de E12 en donde Y es un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en glys (SEQ ID NO:
27), glug (SEQ ID NO: 28), serg (SEQ ID NO: 29), glyscyspro,Cys (SEQ ID NO: 30), (glysser)s (SEQ ID NO: 31),
SerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEQ ID NO: 32), Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys
Cys Asn (SEQ ID NO: 13), Gly-Asp-Leu-lle-Tyr-Arg-Asn-GIn-Lys (SEQ ID NO: 26), y
GlygProSerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEQ ID NO: 34).

E20. La composicion de E12 en donde Z es una regién CH3 y dicha regidn es una region CH3 de IgG1.

E21. La composicion de E12 que ademas comprende uno o mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

E22. La composicién de E21 en donde dicha composicién es una formulacion liquida.
E23. La composicion de E21 en donde dicha composicion es una formulacion liofilizada.
E24. Un polipéptido de férmula X-Y-Z, en donde

X comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un receptor extracelular, una region variable de
anticuerpo, una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento;

Y consiste esencialmente en un resto enlazador que proporciona la separacion espacial de 5-25 restos
aminoacidicos; y

Z es una regién CH3 de una molécula de cadena pesada de IgG.
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E25. El polipéptido de E24 en donde el resto enlazador es un oligémero que tiene 10-100 restos monémeros de
etilenglicol

E26. Una proteina de fusion de férmula X-Y-Z, en donde

X comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un receptor extracelular, una region variable de
anticuerpo, una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento; e

Y consiste esencialmente en un polipéptido de 5 a 25 restos aminoacidicos, y
Z es una porcion Fc de una molécula de anticuerpo.

E27. La proteina de fusion de E26, en donde el Fc es un Fc de IgG.

E28. La proteina de fusion de E27, en donde el Fc de IgG es Fc de IgG1.

E29. Una composicion que comprende la proteina de fusion de E26 que ademas comprende uno o mas excipientes
o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

E30. La composiciéon de E29 en donde Z es una porcion Fc de una molécula de anticuerpo que es un Fc de 1gG.
E31. La composiciéon de E29 en donde Z es una porcion Fc de una molécula de anticuerpo que es un Fc de IgG1.
E32. Una proteina de fusién de férmula X-Y-Z, en donde

X comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un receptor extracelular, una region variable de
anticuerpo, una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento; e

Y consiste esencialmente en un resto enlazador que proporciona la separacion espacial de 5-25 restos
aminoacidicos, y

Z es una porcion Fc de una molécula de anticuerpo.
E33. La proteina de fusién de E32, en donde el Fc es un Fc de IgG.
E34. La proteina de fusion de E33, en donde el Fc de IgG es Fc de IgG1.

E35. La proteina de fusion de E32 en donde el resto enlazador es un oligémero que tiene 10-100 restos mondmeros
de etilenglicol.

E36. Una composicion que comprende la proteina de fusion de E32 que ademas comprende uno o mas excipientes
o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

E37. La composicion de E36 en donde Z es una porcion Fc de una molécula de anticuerpo que es un Fc de IgG.
E38. La composicion de E36 en donde Z es una porcion Fc de una molécula de anticuerpo que es un Fc de IgG1.
E39. Un método para multimerizar un polipéptido X que comprende:

unir un polipéptido X a un polipéptido Z mediante un polipéptido Y para formar un polipéptido XYZ, en donde

X comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un receptor extracelular, una region variable de
anticuerpo, una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento Y consiste esencialmente en un polipéptido
de 5 a 25 restos aminoacidicos, y

Z es una region CH3 de una molécula de cadena pesada de 1gG;

con lo que se multimeriza el polipéptido XYZ.

E40. El método de E39 en donde la etapa de unién comprende construir una molécula de acido nucleico que codifica
cada uno de X, Y, y Z como un solo marco de lectura abierto, en donde dicho polipéptido XYZ se expresa a partir de
la construccion de acido nucleico en una célula hospedante.

E41. Un método para multimerizar un polipéptido X que comprende:

unir un polipéptido X a un polipéptido Z mediante un polipéptido Y para formar un polipéptido XYZ, en donde

X comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un receptor extracelular, una region variable de
anticuerpo, una citoquina, una quimioquina, y un factor de crecimiento;

Y consiste esencialmente en un resto enlazador que proporciona la separacion espacial de 5-25 restos
aminoacidicos, y

Z es una regién CH3 de una molécula de cadena pesada de IgG;

con lo que se multimeriza el polipéptido XYZ.
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E42. El método de E41 en donde el resto enlazador consiste esencialmente en un oligdbmero de 10-100 restos
monodmeros de etilenglicol.

E43. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusiéon segun E1.
E44. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusiéon segun E26.
E45. El acido nucleico de E43 0 44 en donde X es el dominio 2 de tipo Ilg de VEGF-R1 (Flt-1).

E46. El acido nucleico de E43 en donde X es el dominio 2 de tipo Ilg de VEGF-R1 (Flt-1) y la proteina de fusion
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, 21, y 23.

E47. El acido nucleico de E44 en donde X es el dominio 2 de tipo Ilg de VEGF-R1 (Flt-1) y la proteina de fusion
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2 y 25.

E48. La proteina de fusion de E1 0 26 en donde X es el dominio 2 de tipo Ilg de VEGF-R1 (Flt-1).

E49. La proteina de fusién de E1 en donde X es el dominio 2 de tipo Ig de VEGF-R1 (Flt-1) y la proteina de fusién
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, 21, y 23.

E50. La proteina de fusién de E26 en donde X es el dominio 2 de tipo Ig de VEGF-R1 (Flt-1) y la proteina de fusién
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2 y 25.

E51. Una célula de mamifero que comprende el acido nucleico de E43 o 44.

E52. La célula de mamifero de E51 que es una célula humana.

E53. La célula de mamifero de E52 que se selecciona del grupo que consiste en un fibroblasto, un hepatocito, una
célula endotelial, un queratinocito, una célula hematopoyética, un sinoviocito, una célula epitelial, una célula
retiniana, y una célula madre.

E54. Un método in vitro que comprende:

suministrar el acido nucleico de E43 o0 44 a una célula aislada de mamifero para formar una célula que expresa
dicha proteina de fusion.

E55. El método de E54 en donde la proteina de fusidon comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2, 8, 21, 23, y 25.

E56. El método de E54 que comprende ademas:

suministrar la célula que expresa dicha proteina de fusién a un mamifero.
E57. Un método que comprende:

suministrar la célula de mamifero de E51 a un mamifero.

E58. Un método que comprende:

suministrar el acido nucleico de E43 o 44 a un mamifero, con lo que dicha proteina de fusion es expresada en el
mamifero.

E59. El método de E58 en donde la proteina de fusion comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2, 8, 21, 23, y 25.

E60. El método de E57 en donde el mamifero tiene degeneracién macular humeda relacionada con la edad o
retinopatia diabética proliferativa.

E61. El método de E58 en donde el mamifero tiene cancer.

E62. El método de E58 en donde el mamifero tiene artritis reumatoide.
E63. El método de E58 en donde el mamifero tiene asma.

E64. El método de E58 en donde el mamifero tiene osteoartritis.

E65. Un método que comprende:

suministrar la proteina de fusién de E1 0 26 a un mamifero.

E66. El método de E65 en donde el mamifero tiene degeneracion macular himeda relacionada con la edad o
retinopatia diabética proliferativa.

E67. El método de E65 en donde el mamifero tiene cancer.
E68. El método de E65 en donde el mamifero tiene artritis reumatoide.

E69. El método de E65 en donde el mamifero tiene asma.
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E70. El método de E65 en donde el mamifero tiene osteoartritis.

E71. El método de E65 en donde la proteina de fusidn comprende una secuencia seleccionada del grupo que

consiste en SEQ ID NO: 2, 8, 21, 23, y 25.

Listado de secuencias

<110> Genzyme Corporation
<120> CONSTRUCCIONES MULTIMERICAS
<130> P30465EP-PCT
<140> EP05810409.2
<141> 2005-09-13
<150> 60/658209
<151> 04-03-2005
<150> 60/608887
<151> 13-09-2004

<160> 34

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210>1
<211>1077
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusiéon recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 1

atggtcagcet
acaggatctg
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
ggtggaggtq
¢cagcaccty
accctcatga
gaccctgagg
aagcegeggg
caccaggact
gcccccatcg
accctgccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

<210> 2
<211> 358
<212> PRT

actgggacac
gtagaccttt
gggagctegt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
gaggtggagg
aactcctggg
tctcccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcectcee
acaagagcag
acaaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>

€ggggtcctg
cgtagagatg
cattccctge
cactttgatc
aaatgcaacqg
gtataagaca
tcctaaatct
gggaccgtca
ccctgaggic
ctggtacgtyg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagec
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

ctgtgcgcgc
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
tgtgacaaaa
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggcgtyg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggct
gggaacgtct
agcctctece

tgctcagcetyg
tcceccgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttct
cacatcgaca
ctcacacatg
tccceeccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttettect
tctcatgetc
tgtctceggy

<223> Proteina de fusion recombinante o secuencia que codifica la misma

17

tctgettcte
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccggtgga
ccecaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agcccrccca
acaggtgtac
ctgcctggtc
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1077
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<400> 2
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Met val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly val ligu‘ Leu Cys Ala Leu Leu Ser
1 5

Cys
Glu
Pro
Pro
65

Arg
Leu
Leu
Lys
Leu
145
Thr
val
val
Ser
Leu
225
Ala
Pro
GIn
Ala
Thr
305
Leu
ser

Ser

L.eu
Tle
Ccys
50

Leu
LysS
Thr
Thr
ser
130
Leu
Leu
ser
Glu
Thr
210
Asn
Pro
GlIn
val
val
290
Pro
Thr
val

Leu

<210>3
<211> 1050
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
Pro
35

Arg
Asp
Gly
Cys
His
115
Cys
Gly
Met
His
val
195
Tyr
Gly
Ile
val
sar
275
Glu
Pro
val
Met

Ser
355

Leu
20

Glu
val
Thr
Phe
Glu
100
Arg
Asp
Gly
Ile
Giu
130
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
260
Leu
Trp
val
Asp
His
340
Pro

Thr
Ile
Thr
Leu
Ile
85

Ala
Gln
Lys
Pro
Ser
165
Asp
Asn
val
Glu
Lys
245
Thr
Thr
Glu
lLeu
Lys
325
Glu
Gly

Gly
Ile
Ser
Ile
70

Ile
Thr
Thr
Thr
ser
150
Arg
Pro
Ala
val
Tyr
230
Thr
Leu
Cys
Ser
ASp
310
Ser
Ala

Lys

ser
His
Pro
55

Pro
Ser
val
Gly
His
135
val
Thr
Glu
Lys
Ser
215
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
295
ser
Arg

Leu

Gly
Met
40

Asn
ASp
ASn
Asnh
Gly
120
Thr
Phe
Pro
val
Thr
200
val
Cys
Ser
Pro
vai
280
Gly
ASp
Trp

His

Arg
25

Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
105
Gly
Cys
Leu
Glu
Lys
185
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
265
Lys
GIn

Gly

GIn.

Asn
345

[P RV L T F R0 U N T

Pro
Phe
val
170
Phe
Pro
Thr
val
Ala
250
Arg
Gly
Pro
ser
GIn

330
His

Pro
Pro
155
Thr
Asn
Arg
va'l
Sar
235
Lys
ASp
Phe
Glu
Phe
315
Gly

TYyr

ASn

Thr

Glu
Glu
45
Leu
Ile
Glu
Lys
Gly
125
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
205
His
Lys
Gln
Leu
Pro
285
Asn
Leuy
val

Gln

<223> Proteina de fusion recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 3

18

Met
30

Leu
LyS
Trp
Ile
Thr
110
Gly
Ala
Pro
val
val
190
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
270
ser
Tyr
Tyr
Phe
Lys
350

Tyr
val
Lys
Asp
Gly
95

ASh
Gly
Pro
Lys
val
175
Asp
Tyr
ASp
Leu
Arg
255
LysS
Asp
Lys
Ser
Ser

335
ser

Ser
Ile
Phe
Ser
80

Leu
Tyr
Pro
Glu
Asp
160
Asp
Gly
Ash
Trp
Pro
240
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
320
Cys

Leu



atggtcagct
acaggatctg
actgaaggaa
ttadaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
tcttgtgaca
tcagtcttcc

gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtyg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacyg

caggggaacg
aagagcctct

<210> 4
<211> 349
<212> PRT

actgggacac
gtagaccttt
gggagcrcgt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
aaactcacac
tcttecccec

tggtggtgga
tggaggtgca
tagtcagegt
aggtctccaa
agccccegaga
aggtcagcct
agagcaatgyg
gctecttett
tcttctcatg
ccctgtctcc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2407 859 T3

cggggrcety
cgtagagatg
cattccctyge
cactttgatc
aaatgcaacy
gtataagaca
atgcecacceg
aaaacccaag

cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtc
caaagccctce
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacage
ctcegtgatg
gggtaaatag

ctgtgegege
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
tgccecageac
gacaccctca

gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc

tgctcagcetyg
tceecgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcettct
cacatcgaca
ctgaactcct
tgatctcccyg

agatcaagtt
gggaggadca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccecateccy

tctatcccag,

agaccacgec
tggacaagag
tgcacaacca

<223> Proteina de fusién recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 4

19

tctgettote
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aacccctaaa

ggggggaccyg
gacccctgag

caactggtac
gtacaacagc
tggcaagoag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgec
tccegtgetg
caggtggcag
ctacacgcag

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1050
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Met
Cys
Glu
Pro
Pro
65

Arg
Leu
Leu
Pro
Phe
145
val
Phe
Pro
Thr
val
225
Ala
Arg
Gly
Pro
ser

305
Gln

His

val
Leu
Ile
Cys
50

Leu
Lys
Thr
Thr
Pro
130
Pro
Thr
Asn
Arg
val
210
Ser
Lys
ASp
Phe
Glu
290
Phe

Gly

Tyr

<210>5
<211> 426

<212> ADN

Ser
Leu
Pro
35

Arg
Asp
Gly
Cys
His
115
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
195
Leu
Asn
Gly
Glu
TYr
275
Asn
phe

Asn

Thr

Tyr
Leu
20

Glu
val
Thr
Phe
Glu
100
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
180
Glu
His
LYyS
GIn
Leu
260
Pro
Asn
Leu

val

Gln
340

Trp
5
Thr
Ile
Thr
Leu
Ile
Ala
GIn
Ala
Pro
val
165
val
Gln
Gln
Ala
Pro
245
Thr
ser
Tyr
Tyr

Phe
325

Lys

Asp
Gly
Ile
ser
Ile
70

Ile
Thr
Thr
Pro
Lys

150
val

Asp.

Tyr
Asp
Leu
230
Arg
Lys
Asp
Lys
ser

310
ser

Ser

Thr
ser
His
Pro
55

Pro
ser
val
Pro
Glu
135
Asp
Asp
Gly
AsSn
Trp
215
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
295
Lys

Cys

Leu

ES 2407 859 T3

Gly
Gly
Met
40

Asn
ASp
Asn
Asn
Lys
120
Leu
Thr
vail
val
Ser
200
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
280
Thr
Leu

Ser

val
Arg
25

Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
105
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
185
Thr
Asn
Pro
Gln
val
265
val
Pro
Thr

val

345

Leu
10

Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
90

His
Cys
Gly
Met
His
170
val
Tyr
Gly
Ile
val
250
ser
Glu
Pro
val

Met
330

Leu
Phe
Gly
val
Arg
75

Tyr
leu
Asp
Gly
Ile
155
Glu
His
Arg
LysS
Glu
235
Tyr
Leu
Trp
val
Asp

315
His

Cys
val
Arg
Thr
60

Ile
Lys
Tyr
Lys
Pro
140
Ser
Asp
Asn
val
Glu
220
LyS
Thr
Thr
Glu
Leu
300
Lys

Glu

Ala
Glu
Glu
45

Leu
Ile
Glu
Lys
Thr
125
sSer
Arg
Pro
Ala
val
205
Tyr
Thr

Leu

cys’

ser
285
Asp
Ser

Ala

——— e —— e ——

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

Leu
Met
30

Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
110
His
va'l
Thr
Gliu
Lys
190
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
270
Asn
ser
Arg

Leu

Leu
15

Tyr
val
Lys
Asp
Gly
a5

Ash
Thr
Phe
Pro
val
175
Thr
va'l
Cys
ser
Pro
255
val
Gly
ASp
Trp

His
335

Ser

Ser

Ile-

Phe
Ser
80

Leu
Tyr
Cys
Leu
Glu
160
Lys
Lys
Ley
Lys
Lys
240
Sepr
Lys
Gln
Gly
Glin

320
Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusiéon recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 5

atggrcagcet
acaggatcty
actgaaggaa
“ttaaaaaagt
agaaagggcet
gcaacagtca
ggtggaggtg
aattag

<210>6

actgggacac
gtagaccttt
gggagctcgt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt

gaggtggagg

cggggtectg
cgtagagatg
cattcectgce
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
tcottectgt

ctgtgcgege
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
gtgcccctga

20

tgctcagety
tccccgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttcet
cacatcgaca

tgcgatgcgg

tetgettote
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccggtgga
gggcigcetgce

60
120
180
240
300
360
420
426



10

15

20

<211> 141
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2407 859 T3

<223> Proteina de fusion recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 6

Met
1
cys
Glu

Pro

val
Leu
Ile

Cys

ser Tyr Tgp
Leu Thr
20
Glu

Leu

Pro Ile

35

Arg val Thr

Asp Thr Gly

Gly Ser Gly

ITe His Met

40
Asn

Ser Pro

50
Pro Leu
65
Arg Lys

Leu Thr

Leu Thr

Asp
Gly
Cys

His

Thr Leu
Ile
85

Ala

Phe

Glu
100

Arg G1n

115

ser Cys

130
<210>7
<211> 744
<212> ADN

val

Pro Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

55
Ile Pro
70
Ite Ser

Thr val

Thr Gly

Asp
Asn
Asn

Gly

val Leu
10
Arg Pro
25

Thr Glu

Ile Thr

Gly Lys

Leu
Phe
Gly
val

Arg

Cys Ala

val Glu

Glu
45
Leu

Arg

Thr
60

Ile Ile

75

Ala Thr

Gly His
105

Gly Gly

120

Met Arg

135

Cys

Gly Gly

Tyr
Leu
Gly
Cys

Lys Glu

Tyr Lys

Gly Gly
125
Cys Asn
140

<223> Proteina de fusién recombinante o secuencia que codifica la misma

<400>7

atggtcagct
acaggatctg

actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
ggtggaggtg
aatcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttct
ctctccctgt

<210> 8
<211> 247
<212> PRT

actgggacac
gtagaccrtt

gggagctcgt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
gaggtggagy
gagaaccaca
gcctgaccty
atgggcagec
tcttcctcta
catgctecegt
ctccgggtaa

<213> Secuencia artificial

<220>

cggggtectg
cgtagagatg

cattccctge
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
teccttectgt
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc
gatgcatgag
atag

ctgtgegege
tacagtgaaa

cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
gtgccectga
ctgcccecat
ggcttctatc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca

tgctcagetg
tccccgaaat

cacctaacat
aacgcataat
tagggcttct
cacatcgaca
tgcgatgegg
cccgggatga
ccagcgacat
cgccteecgt
agagcaggtg
accactacac

<223> Proteina de fusion recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 8

21

Leu
15
Tyr

Leu ser

Met
30
Leu

Ser

val 1le

Lys Lys Phe

Trp Asp

80
ITe Gly
95
Thr Asn
110

Gly Gly

tctgcttete
tatacacatg

cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccggtdga
gggctgctge
gctgaccaag
cgccgtggag
gctagactcc

gcagcagggg
gcagaagagc

Ser
Leu
TYyr

Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720
744



Met
1

Cys
Glu
Pro
Pro
65

Arg
Leu
Leu
ser
Glu
145
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
225
Leu

val
Leu
Ile
Cys
50

LLeu
Lys
Thr
Thr
Cys
130
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
210
ser

ser

Ser
Leu
Pro
35

Argd
Asp
Gly
Cys
His
115
val
GlIn
val
val
Pro
195
Thr

val

Tyr
Leu
Glu
val
Thr
Phe
Glu
100
Arg
Pro
val
Ser
Glu
180
Pro
val
Met

ser

Trp
5
Thr
Ile
The
Leu
Ile
85
Ala
Gln
Leu
Tyr
Leu
165
Trp
val
Asp
His

Pro

Asp
Gly
Ile
ser
Ile
70

Ile
Thr
Thr
Met
Thr
150
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

230
Gly

Thr
Ser
His
Pro
55

Pro
Ser
val
Gly
Arg
135
Leu
Cys
ser
Asp
ser
215
Ala

LYS

ES 2407 859 T3

Gly
Gly
Met
40

Asn
Asp
Asnh
Asn
Gly
120
Ccys
Pro
Leu
Asn
ser
200
Arg

Leu

val
Arg
Thr
Ite
Gly

Ala.

Gly
105
Gly
Gly
Pro
val
Gly
185
Asp
Trp

His

Leu
10

Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
90
His
Gly
Gly
Ser
LyS
170
GlIn
Gly
Gln

Asn

Leu
Phe
Gly
val
Arg
75

Tyr
Leu
Gly
Cys
Arg
155
Gly
Pro
ser
Gln

His
235

cys
val
Arg
Thr
Ile
Lys
Tyr
Gly
Cys
140
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

220
Tyr

Ala
Glu
Glu
45

Ley
Ile
Glu
Lys
Gly
125
Asn
Glu
Tyr
Asn
Phe
205
ASN

Thr

Leu
Met
30

Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
110
Gly
Gln
Leu
Pro
Asn
190
Leu
val

Gln

Leu
15

Tyr
val
Lys
Asp
Gly
95

Ash
Gly
Pro
The
ser
175
Tyr
TYr
Phe

Lys

Ser
ser
Ile
Phe
ser
30

Leu
Tyr
Pro
Arg
Lys
160
ASp
LysS
ser

Ser

Ser
240

<210>9
<211> 1434
<212> ADN

Leu

245

<213> Homo sapiens

<400> 9

R Y

atggagtttg ggctgagctg ggttttcctc gttgctcttt taagaggtgt ccagtygtcag
gtgcagctgg tggagtctgg gggaggegtg gtccagcctg ggaggtcoct gagactctcee

tgtgcagegt
ggcaaggggce
gactccgtga
caaatgaaca
tgggtacgat
accctggtca
tcctecaaga
£ccgaaccygg
cecggetgtec
agcagcttgy
gtggacaada
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtea
c€cgcgggaqq
caggactggc
cccatcgaga
ctgcccecat
ggctrtctatc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca

<210> 10

ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagage
atactacggt
ccgtctectce
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
gagttgagcc
tcctgggggg
cccggacccec
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggagga
ccagcgacat
cgeceteccgt
agagcaggtg
accactacac

Cttcagtraat
ggcagctata
caccatctcc
cgaggacacy
gactactatc
agccrecacc
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
Caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
gcagcagggyd
gcagaagagc

tataggcatgce
tggtatgatg
agagacaatt
gcrgtgtatt
ggatactact
aagggcccat
gcectggget
ggcgccctga
tccctcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttcctottce
tgcgtggtgy
ggcgtggagg
cgtgtagtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctoct
aacgtcttct
ctctcectgt

22

actggatccg
gaagtaataa
ccaagaacac
attgtgcgag
ttgactactg
cggtctteccc
gcctggtcaa
ccageggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgccc
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gccrgaccty
atgggcagcec
tcticctcta
catgctccgr
ccccgggtaa

ccaggctcca
atactatgca
gttgtatatg
agagggtcgg
gggccaggga
cctyggcaccec
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctcec
caacaccaag
accgtgcceca
Ccaaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgeac
cctceceagcec
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
tagcaagctc
gatgcatgag
atga

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1434



<211>
<212>

477
PRT

<213> Homo sapiens

<400>

Met
1

val
Pro
ser
Glu
65
Asp
Thr
TYr
Thr
val
145
ser
Lys
Leu
Leu
Thr
225
val

Pro

Phe
val
Phe
305
Pro
Thr
val
Ala
Ar

385
Gly
Pro
Ser
GlIn

His
465

10

Glu
Gln
Gly
Ash
50
Trp
ser
Leu
Tyr
Ile
130
ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
210
Gln
Asp

Pro

Pro
Thr
290
AsSn
Arg
val
Ser

Lys
370

g Glu

Phe
Glu
Phe
Gly

450
Tyr

“phe
Cys
Arg
35
Tyr
val
val
Tyr
Cys
115
Gly
ser
Lys
Tyr
ser
195
ser
Thr
Lys
Cys

Pro
275
Cys
Tr'p
Glu
Leu
Asn
355
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
435
Asn

Thr

Gly
Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Met
100
Ala
TYyr
Ala
ser
Phe
180
Gly
Leu
Tyr
Arg

Pro
280

Leu
val
Leu
Met
Ala
Gly
6tn
Arg
Tyr
Ser
Thr
165
Pro
val
Ser
Il
val

245
Ala

Ser
Gln
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Glu
Phe
Thr
150
ser
Glu
His
sar
Cys
230
Glu

Pro

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asn
Gly
ASD
135
Lys
Gly
Pro
Thr
val
215
Asn
Pro

Glu

Lys Pro Lys Asp

val
Tyr
Glu
His
340
Lys
Gln
Met
Pro
Asn

420
Leu

val

GIn

val
val
GIn
325
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
405
Tyr
Tyr
Phe

LyS

val
Asp
310
TYr
Asp
Leu
Arg
Lys
380
Asp
Lys
Ser
Ser

ser
470

Asp
295
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
375
Asn
Ile
Thr
Lys
cys
455
Leu

ES 2407 859 T3

val
val
ser
val
Tyr
Thr
Ser
Ar

120
Tyr
Gly
Gly
val
Phe
200
val
val
Lys

Leu

Thr
280
val
val
Ser
Leu
Ala
360
Pro
GIn
Ala
Thr
Leu
440
Ser

Ser

Phe
Glu
25

Ccys
Arg
Asp
Ile

Leu
105

g Trp

Trp
Pro
Thr
Thr
185
Pro
Thr
Asn
ser

Leu
AR

Leu
ser
Glu
Thr
Asn
345
Pro
GIn
val
val
Pro
425
Thr
val

Leuy

Leu
10

ser
Ala
GlIn
Gly
ser
90

Arg
val
Gly
ser
Ala
170
val
Ala
val
His
Cys

250
Gly

Met
His
val
Tyr
330
Gly
Ile
val
Ser
Glu
410
Pro
val
Met

ser

23

val
Gly
Ala
Ala
ser
75
Arg
Ala
Arg
Gln
val
155
Ala
ser
val
Pro
Lys
235
Asp
Gly
Ile
Glu
His
315
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
395
Trp
val
Asp
His

Pro
475

Ata
Gly
ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu
Tyr
Gly
140
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
220
Pro
Lys

Pro

Ser
Asp
300
Asn
val
Glu
Lys
Thr
380
Thr
Glu
Lau
Lys
Glu

460
Gly

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Thr
125
Thr
Pro
Gly
Asnh
GIn
205
ser
ser
Thr

Ser

Arg
285
Pro
Ala

val

Tyr

Thr
365
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
445
Ala

LYS

Leuy
val
30

Phe
LyS
Tyr
ser
Thr
110
Thr
Leu
Leu
Cys
Ser
190
Ser
Ser
Asn
His

val
2170

Thr
Glu
Lys
ser
Lys
350
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
430
Arg

Leu

Arg
val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala
val
val
Ala
Leu
175
Gly
ser
Leu
Thr
Thr

255
Phe

Pro
val
Thr
val
335
Cys
Ser
Pro
val
Gly
415
ASp
Trp

His

Gly
GlIn
Phe
Leu
Ala
80

Asn
val
Thr
Thr
Pro
160
val
Ala
Gly
Gly
Lys
240
Cys

Leu

Glu
Lys
Lys
320
l.eu
Lys
Lys
Ser
Lys
400
GIn
Gly
Gln

AsSn



10

15

<210> 11
<211> 648
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

atgaactttc
gccaagtogt
gtgaagttca
atcttccagg
atgcgatgeg
aacatcacca
agcrtectac
aaaaaatcag
aagtcctgga
gatccgcaga
cttgagttaa

tgctgtcttg
cccaggetyc
tggatgtcta
agtaccctga
gaggctgctg
tgcagattat
agcacaacaa
ttcgaggaaa
gcgttecctg
cgtgtaaatg
acgaacgtac

ES 2407 859 T3

ggtgcattgg
acccatggcea

tcagcgcagce
tgagatcgag
caatgacgag
gcggatcaaa
atgtgaatqgc
gggaaagggg
tgggccttgc
ttcctgecaaa
ttgcagatgt

agcetrgect
gaaggaggag
tactgccatc
tacatcttca
ggcctggagt
cctcaccaag
agaccaaaga
caaaaacgaa
tcagagcgga
aacacagact
gacaagccga

tgectgetceta
ggcagaatca
caatcgagac
agccatcctg
gtgtgcccac
gccagceacat
aagatagagc
agcgcaagaa
gaaagcattt
cgcgttgceaa
ggcggtga

cctecaccat
tcacgaagty
cctggtggac
tgtaccccty
tgaggagtcc
aggagagatg
aagacaagaa
atcccggtat
gtttotacaa

ggcgaggcag

<210> 12
<211> 215
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met
1
Tyr
Gly
Arg
Tyr
65
Met
Thr
GIn
Glu
Ar
145
Lys
Leu
Asp
Arg

<210>
<211>
<212>

Asn
Leu
Gly
ser
50

Pro

Arg

Glu

Gly

Cys
130

g Gly

ser
Phe
ser

Cys
210

13
14
PRT

Phe
His
Gln
35

Tyr
ASp

cys

Glu
Gln
115
Arg
Lys
Trp
val
Arg

195
Asp

Leu
His
20
Asn
Cys
Glu
Gly
Ser
100
His
Pro
Gly
ser
GlIn
180
Cys

Lys

<213> Homo sapiens

<400>

13

Leu
Ala
His
His
Ile
85
Asn
Ile
Lys
Lys
val
165
ASp
Lys

Pro

ser
Lys
His
Pro
Glu
70
Cys
Ile
Gly
Lys
Gly
150
Pro
Pro
Ala

Arg

Trp
Trp
Glu
Ile
55

Tyr

cys

Thr
Glu
135
Gln
Cys
Gin
Arg

Arg
215

val
Ser
val
Glu
Ile

Asn

Met
Met
120
Arg
Lys
Gly
Thr

Gln
200

His
Gln
25
val
Thr
Phe
Asp
GlIn
105
Ser
Ala
Arg
Pro
Cys

185
Leu

Trp
Ala
Lys
Leu
Lys

Glu
90

Tle
Phe
Arg
Lys
Cys
170
Lys
Glu

24

Ser
Ala
Phe
val
Pro
75
Gly
Met
Leu
Gln
Arg
155
Ser
Cys

Leu

Leu
Pro
Met
Asp
60

ser

Leu

Arg
Gin
Glu
140
LyS
Glu
s5er

Asn

Ala
Met
Asp
Ile
Cys
Glu

Tle
His
125
LyS
LysS
Arg
Ccys

Glu
205

Leu
Ala
30
val
Phe
val
Cys
Lys
110
Asn
Lys
ser
Arg
Lys

190
Arg

Leu Leu

Glu Gly

Tyr GIn

GIn Glu

Pro Leu
80
val Pro

a5
Pro His

Lys Cys

Ser val

Arg Tyr
160
Lys His
175
Asn Thr

Thr cys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648
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PEO ser Cys val PEO Leu Met Arg Cys géy Gly Cys Cys Asn

<210> 14
<211> 5777
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

gcggacactc
tcgggtgcag
ggctggagec
gactctggcg
gcgetcacca
ctgcttctca
ggcacccage
gcccataaat
aaatctgecct
caagcaaacc
aaggaaacag
atgtacagtg
tgccgggtta
atccctgatg
acgtacaaag
acaaactatc
cgcccagtca
ttgaacacga
gtaaggcgac
attgacaaaa
tcattcaaat
catcgaaaac
daagtgaagy
gagaaatctg
gaggatgcag
ctcactgeca
tttccagacc
ggtatccctc
gcaaggtgtg
atgggaaaca
atggctagca

ctctcggcetc
€ggccagegg
gcdagacggg
gccgggrcgt
tggtcageta
caggatctag
acatcatgca
gatcrtrgcec
gtggaagaaa
acactagctt
aatctgcaat
aaatccceega
cgtcacctaa
gaaaacgcat
aaatagggct
tcacacatcg
aattacttag
gagttcaaat
gaattgacca
tgcagaacaa
ctgttaacac
agcaggtgcet
catttcectc
ctcgctattt
ggaattatac
ctctaattygt
cggctctcta
aacctacaat
acttttgttc
gaattgagag
ccttggttgt

ctccecggea
gcetggeggc
cgctcagaqce
tggccagggd
ctgggacacc
ttcaggttca
agcaggccag
tgaaatggtyg
tggcaaacaa
ctacagctgc
ctatatattt
aattatacac
catcactgtt
aatctgggac
‘tctgacctge
acaaaccaat
aggccatact
gacctggagt
aagcaattcc
agacaaagga
ctcagtgcat
tgaaaccgta
gccggaagtt
gactcgtggc
aatcttgctg
caatgtgaaa
cccactgggce
caagtggttc
caataatgaa
catcactcag
ggctgactct

gcggcggcgy
gaggattacc
gcggggccgy
agcgcgggcea
ggggtecctge
aaattaaaag
acactgcatc
agtaaggaaa
ttctgeagta
aaatatctag
attagtgata
atgactgaag
actttaaaaa
agtagaaagg
gaagcaacag
acaatcatag
cttgtcctca
taccctgatg
catgccaaca
ctttatactt
atatatgata
gctggcaagce
gtatggttaa
tactcgttaa
agcataaaac
ccccagattt
agcagacaaa
tggcaccect
gagtccttta
cgcatggcaa
agaatttctg

25

ctcggagegy
€ggggaagtyg
cggcggegaa
ccgggcgagce
tgtgcgeget
atcctgaact
tccaatgeag
gcgaaaggct
ctttaacctt
ctgtacctac
caggtagacc
gaagggagcet
agtttccact
gcttcatcat
tcaatgggca
atgtccaaat
attgtactgc
aaaaaaataa
tattctacag
gtcgtgtaag
aagcattcat
ggtcttaccy
aagatgggtt
ttatcaagga
agtcaaatgt
acgaaaaggc

tcctgacttg

gtaaccataa
tcctggatge
taatagaagg
gaatctacat

gctccgggyc
gttgtctcct
cgagaggacg
aggccgegtc
gctcagetgt
gagtttaaaa
gggggaayca
gagcataact
gaacacagct
ttcaaagaad
tttcgtagag
cgtcattccc
tgacactttg
atcaaatgca
tttgtataag
aagcacacca
taccactccc
gagagcttcc
tgttcttact
gagtggacca
cactgtgaaa
gctctctaty
acctgcgact
cgtaactgaa
gtttaaaaac
cgtgtcatcg
taccgcatat
tcattccgaa
tgacagcaac
aaagaataag
ttgecataget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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tccaataaag ttgggactgt gggaagaaac ataagctttt atatcacaga tgtgccaaat 1920
gggtttcatg ttaacttgga aaaaatgccg acggaaggag aggacctgaa actgtcttgce 1980
acagttaaca agttcttata cagagacgtt acttggattt tactgcggac agttaataac 2040
agaacaatgc actacagtat tagcaagcaa aaaatggcca tcactaagga gcactccatce 2100
actcttaatc ttaccatcat gaatgtttcc ctgcaagatt caggcaccta tgcctgeaga 2160
gccaggaatg tatacacagg ggaagaaatc ctccagaaga aagaaattac aatcagagat 2220
caggaagcac catacctcct gcgaaacctc agtgatcaca cagtggecat cagcagttcoce 2280
accactttag actgtcatgc taatggtgtc cccgagcectc agatcacttg gtttaaaaac 2340
aaccacaaaa tacaacaaga gcctggaatt attttaggac caggaagcag cacgctgttt 2400
attgaaagag tcacagaaga ggatgaaggt gtctatcact gcaaagccac caaccagaag 2460
ggctctgtgyg aaagticage atacctcact gticaaggaa cctcggacaa gtctaatctg 2520
gagctgatca ctctaacatg cacctgtgtg gctgcgactc tcttctgget cctattaacc 2580
ctccttatcc gaaaaatgaa aaggtcttct tctgaaataa agactgacta cctatcaatt 2640
ataatggacc cagatgaagt tcctttggat gagcagtgtg agcggctccc ttatgatgec 2700
agcaagtggg agtttgcccg ggagagactt aaactgogca aatcacttgyg aagaggggct 2760
tttgygaaaag tggttcaagc atcagcattt ggcattaaga aatcacctac gtgccggact 2820
gtggctgtga aaatgctgaa agaggggycc acggccagcg agtacaaagc tctgatgact 2880
gagctaaaaa tcttgaccca cattggecac catctgaacg tggttaacct gctgggageg 2940
tgcaccaagc aaggagggcc tctgatggtg attgttgaat actgcaaata tggaaatctc 3000
tccaactacc tcaagagcaa acgtgactta ttttttctca acaaggatgc agcactacac 3060
atggagccta agaaagaaaa aatggagcca ggcctggaac aaggcaagaa accaagacta 3120
gatagcgtca ccagcagcga aagctttgcg agctccggcet ttcaggaaga taaaagtctg 3180
agtgatgttg aggaagagga ggattctgac ggtittctaca aggagcccat cactatggaa 3240
gatctgattt cttacagttt tcaagtggcc agaggcatgg agttcctgtc ttccagaaag 3300
tgcattcatc gggacctggc agcgagaaac attcttttat ctgagaacaa cdgtggtgaag 3360
atttgtgatt ttggccttgc ccgggatatt tataagaacc ccgattatgt gagaaaagga 3420
gatactcgac ttcctctgaa atggatggct cccgaatcta tctttgacaa aatctacagc 3480
accaagagcg acgtgtggtc ttacggagta ttoctgtggg aaatcttcic c¢tiaggtggg 3540
tetccatace caggagtaca aatggatgag gactittgca gtcgectgag dgaaggcatd 3600
aggatgagag ctcctgagta ctctactcct gaaatctatc agatcatgct ggacigctgg 3660
cacagagacc caaaagaaag gccaagattt gcagaactig tggaaaaact aggtgatttg =~ 3720
cttcaagcaa atgtacaaca ggatggtaaa gactacatcc caatcaatgc catactgaca 3780
ggaaatagtg ggtttacata ctcaactcct gccttctctg aggacttctt caaggaaagt 3840
atttcagctc cgaagtttaa ttcaggaagc tctgatgatg tcagatatgt aaatgctttc 3900
aagttcatga gcctggaaag aatcaaaacc tttgaagaac ttttaccgaa tgccacctec 3960
atgtttgaty actaccaggg cgacagcage actctgttgg cctctcccat gctgaagege 4020
ttcacctgga ctgacagcaa acccaaggcc togctcaaga ttgacttgag agtaaccagt 4080
aaaagtaagg agtcggggct gtctgatgtc agcaggecca gttictgcca ttccagetgt 4140
gggcacgtca gcgaaggcaa gcgcaggttc acctacgacc acgctgagct ggaaaggaaa 4200
atcgcgtget getccccgee cccagactac aactcggtgg tcctgtactc caccccaccc 4260
atctagagtt tgacacgaag ccttatttct agaagcacat gtgtatttat acccccagga 4320
aactagcttt tgccagtatt atgcatatat aagtitacac ctttatcttt ccatgggagc 4380
cagctgcttt ttgtgatttt tttaatagtg ctttttttit ttgactaaca agaatgtaac 4440
tccagataga gaaatagtga caagtgaaga acactactge taaatcctca tgttactcag 4500
tgttagagaa atccttccta aacccaatga cttecctgcet ccaacccccg ccacctcagy 4560
gcacgcagga ccagtitgat tgaggagctg cactgatcac ccaatgcatc acgtacccca 4620
ctgggecage cctgcagece aaaacccagg gcaacaagee cgttagecce aggggatcac 4680
tggctggcct gagcaacatc tcgggagtcc tctagcagge ctaagacatg tgaggaggaa 4740
aaggaaaaaa agcaaaaagC aagggagaaa agagaaaccg ggagaaggca tgagaaagaa 4800
tttgagacgc accatgtggg cacggagggy gacggggctc agcaatgcca tttcagtggce 4860
ttcccagete tgacccttet acatttgagg gceccagecag gagcagatgg acagcgatga 4920
ggggacattt tctggattct gggaggcaag aaaaggacaa atatctttit tggaactaaa 4980
gcaaatttta gacctttacc tatggaagtg gttctatgtc cattctcatt cgtggeatgt 5040
tttgatttgt agcactgagg gtggcactca actctgagec catacttttg gctcctctag 5100
taagatgcac tgaaaactta gccagagtta ggttgtctcce aggccatgat ggccttacac 5160
tgaaaatgtc acattctatt ttgggtatta atatatagtc cagacactta actcaatttc 5220
ttggtattat tctgtittgc acagttagtt gtgaaagaaa gctgagaaga atgaaaatgce 5280
agtcctgagg agagtittict ccatatcaaa acgagggctg atggaggaaa aaggtcaata 5340
aggtcaaggg aagaccccgt ctctatacca accaaaccaa ttcaccaaca cagttgggac 5400
ccaaaacaca ggaagtcagt cacgtttcct tttcatttaa tggggattcc actatctcac 5460
actaatctga aaggatgtgg aagagcatta gctggcgcat attaagcact traagctecet 5520
tgagtaaaaa ggtggtatgt aatttatgca aggtatttct ccagttggga ctcaggatat 5580
tagttaatga gccatcacta gaagaaaage ccattttcaa ctgctttgaa acttacctgg 5640
ggtctgagca tgatgggaat agggagacad ggtaggaaag ggcgectact cttcagggtc 5700
taaagatcaa gtgggccttg gatcgctaag ctggctctgt ttgatgetat ttatgcaagt 5760
tagggtctat gtattta 5777
<210> 15
<211> 1338

26



<212>

PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> DOMINIO

<222> (235)...(336)

<223> dominio 3

<400>

Met
1

Cys
Glu
Leu
Glu
65
Cys
Ala
Pro
Ser
Ile
145
Thr
Leu
Ile
Ala
GIn
225
Lys
Pro
AsSh
Ala
Asp
305
Ser
Lys

Tyr

15
val
Leu
Leu
His
50
Met
Gly
Gln
Thr

Asp
130

Ile

ser
Ile
Ile
Thr
210
Thr
Leu
Lteu
Lys
ASn
290
Lys
val
His

Arg

sepr
Leu
Ser
35

Leu
val
Arg
Ala
Ser
115
Thr
His
Pro
Pro
ser
195
val
Asn
Leu
Asnh
Arg
275
TIle
Gly
Asn
Arg

Leu
355

Tyr
Leu
20

Leu
GlIn
Ser
Asn
Asn
100
Lys
Gly
Met
Asn
Asp
180
AsSnh
Asn
Thr
Arg
Thr
260
Ala
Phe
Leu
Thr
Lys

340
ser

Trp
5
Thr
Lys
Cys
Lys
Gly

85

His
Lys
Arg
Thr
Ile
165
Gly
Ala
Gly
Ile
Gly
245
Arg
Ser
Tyr
Tyr
Ser
325
Gln

Met

Asp
Gly

Gly

Arg
Glu
70

Lys
Thr
Lys
Pro
Glu
150
Thr
Lys
Thr
His
Ile
230
His
val
val
Ser
Thr
310
val
Gln

Lys

Thr
Ser
Thr
Gly
55

Ser
Gln
Gly
Glu
Phe
135
Gly
val
Arg
Tyr
Leu
215
Asp
Thr
GIn
Arg
val
295
Cys
His
val
val
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Gly
Ser
Gln
Glu
Glu
Phe
Phe
Thr
120
val
Arg
Thr
Ile
Lys
200
Tyr
val
Leu
Met
Arg
280
Leu
Arg
Ile
Leu

Lys
360

val
Sar
25

His
Ala
Arg
Cys
Tyr
105
Glu
Glu
Glu
Leu
Ile
185
Glu
Lys
GIn
val
Thr
265
Arg
Thr
val
Tyr
Glu

345
Ala

Leu
Gly
Ile
Ala
Leu
Ser
90

Ser
Ser
Met
Leu
Lys
170
Trp
Tle
Thr
Ile
Leu
250
Trp
Ile
Tle
Arg
ASD
330
Thr

Phe

27

Leu
Ser
Met
His
Ser
Thr
Cys
Ala
Tyr
val
155
Lys
Asp
Gly
Asn
Ser
235
Asn
Ser
Asp
Asp
Ser
315
Lys
val

Pro

Cys
Lys
Gln
Lys
60

Ile
Leu
Lys
Ile
Ser
140
Ile
Phe
Sar
Leu
Tyr
220
Thr

Cys

Gln
Lys
300
Gly
Ala
Ala

Ser

Ala
Leu
Ala
45

Trp
Thr
Thr
Tyr
Tyr
125
Glu
Pro
Pro
Arg
Leu
205
Leu
Pro
Thr
Pro
ser
285
Met
Pro
Phe
Gly

Pro

365

Leu
Lys
30

Gly
ser
Lys
Leu
Lau
3110
Ile
Ile
Cys
Leu
Lys
190
Thr
Thr
Arg
Ala
Asp
270
Asn
Gln
ser
Ile
LysS

350
Glu

Leu
15

Asp
Gln
Leu
ser
Ash
Ala
Phe
Pro
Arg
ASp
175
Gly
Cys
His
Pro
Thr
255
Glu
Ser
AsSn
Phe
Thr
335
Arg

val

Ser
Pro
Thr
Pro
Ala
Thr
val

Ile
Glu
val

160
Thr
Phe
Giu
Arg
val

The
Lys
His
Lys
Lys
320
val

Ser

val



Trp
Thr
385
Gly
AsSn
Lys
Arg
Lys
465
Asp
Ash
Glu
Ile
Gly
545
val
Cys
Arg
Met
Asn
625
va'l
Asp
Ala
Glu

Pro

Leu
370
Arg
ASh
Leu
Ala
Gln
450
Trp
rhe
Met
Gly
sSer
530
Arg
Asn
Thr
Thr
Ala
610
val
Tyr
Gin
Ile
Pro

690
Gly

705

val
Lys
Asp
Ala
Ar

785
Prro
A1la
Leu
Ile

Glu

Thr
Gly
LyS

Thr
770

g ser

Asp
Ser
Gly
Lys

850
Gly

LyS
Gly
Tyr
Thr
val
435
Ile
Phe
Cys
Gly
LyS
515
Gly
Asn
Leu
val
val
595
Ile
Ser
Thr
Glu
ser
675
Gln
Ile
Glu
ser
Ser
755
Leu
ser
Glu
Lys
Arg
835
Lys

Ala

Asp
TYr
Thr
Ala
420
ser
Leu
Trp
Ser
Asn
500
ASNh
Ile
Ile
Glu
AsSn
580
Asn
Thr
Leu
Gly
Ala
660
ser
Ile
Ile
Glu
val
740
Ash
Phe
Ser

val

Gly
ser
Ile
405
Thr
Ser
Thr
His
Asn
485
Arg
Lys

Tyr

ser

Lys
565
Lys
Asn
Lys
Gln
Glu
645
Pro
ser
Thr
Leu
Asp
725
Glu
Leu
Trp
Glu

Pro

- 805

Trp
820
Gly
Ser

Thr

Glu
Ala
Pro

Ala

Leu
Ley
390
Leu
Leu
Phe
Cys
Pro
470
Asn
Ile
Met
ITe
Phe
550
Met
Phe
Arg
Glu
Asp
630
Glu
TYI
Thr
Trp
Gly
710
Glu
ser
Glu
Leu
Ile
790
Leu
Phe
Phe
Thr

Ser

Pro
375
Tle
Leu
Ile
Pro
Thr
455
cys
Glu
Glu
Ala
Cys
535
Tyr
Pro
Leu
Thr
His
615
Ser
Ile
leu
Thr
Phe
695
Pro
Gly
Ser
Leu
Leu
775
Lys
AsD
Ala
Gly
Cys

355
Glu
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Ala
Ile
ser
val
Asp
440
Ala
ASN
Glu
ser
ser
520
Ile
Ile
Thr
Tyr
Met
600
Ser
Gly
Leu
Leu
Leu
680
LysS
Gly
val
Ala
Ile
760
Leu
Thr
Glu
Arg
Lys
840
Arg

TYr

Thr
Lys
Ile
ASh
425
Pro
TYr
His
Ser
Ile
505
Thr
Ala
Thr
Glu
Arg
585
His
Ile
Thr
GIn
Ar

665
Asp
ASN
ser
Tyr
Tyr
745
Thr
Thr
ASp
GIn
Giu
825
val
Thr

Lys

Glu

Asp
Lys
410
val
Ala
Gly
Ash
Phe
490
Thr
Leu
Ser
AsSp
Gly
570
Asp
TYyr
Thr
TYr

Lys
650

g Asn

Cys
Asnh
ser
His
730
Leu
Leu

Leuy
TYr
Cys
810
Arg
val
val

Ala

28

Lys

val
395
Gln
LYS
Leu
Ile
His
475
Ile
Gln
val
Asn
val
555
Glu
val
Ser
Leu
Ala
635
Lys
Leu
His
His
Thr
715
Cys
Thr
Thr
Leu
Leu
795
Glu
Leu
Gln
Ala

Leu

Ser
380
Thr
Ser
Pro
Tyr
Pro
460
ser
Leu
Arg
val
Lys
540
Pro
Asp
Thr
Ile
Ash
620
Cys
Glu
ser
Ala
Lys
700
Leu
Lys
val
Cys
Ila
780
Ser
Arg
Lys
Ala
val

860
Met

Ala
Glu
Asn
GlIn
Pro
445
GIn
Glu
Asp
Met
Ala
525
val
Asn
Leu
Trp
ser
605
Leu
Arg
Ile
Asp
Asn
685
Ile
Phe
Ala
Glin
Thr
765
Arg
Ile
Leu
Leu
ser
845
Lys

Thr

Arg
Glu
val
Ile
430
Leu
Pro
Ala
Ala
Ala
510
Asp
Gly
Gly
Lys
Ile
590
Lys
Thr
Ala
Thr
His
670
Gly
GlIn
Ile
Thr
Gly
750
Cys
Lys
Ile
Pro
Gly
830
Ala
Met

Glu

Tyr
Asp
Phe
415
Tyr
Gly
Thr
Arg
AS

495
Ile
ser
Thr
Phe
Leu
575
Leu
GIn
Ile
Arg
Ile
655
Thr
val
Gln
Glu
Asn
735
Thr
val
MetT
Met
Tyr
815
Lys
Phe
Leu

Leu

Leu
Ala
400
Lys
Glu
Ser
Ile

Cys
480

p Ser

Ile
Arg
val
His
560
Ser
Leu
Lys
Met
AsSn
640
Arg
val
Pro
Glu
Arg
720
Gln
ser
Ala
Lys
Asp
800
Asp
Ser
Gly
Lys

LYyS



865

ITe Leu Thr

Ala Ccys Thr

Lys Gly
915
Asn

TYr
pPhe Leu
930
Met Glu Pro
945
Thr

Ser Ser

Leu Ser Asp
Thr
995
Met Glu
1010
Ala Arg Asn
1025

Pha Gly Leu

Pra Ile

Gly

Gly Asp Thr

His
LYS
900
Asn
Lys
Gly
Glu
val
980
Met
Phe
Ile
Ala

Arg

1060

870
Ile Gly
885

GIn

His

Gly Gly

Leu Ser Asn

Ala Ala
935
GIn

Asp

Glu
950
Phe

Leu

ser Ala

965
Glu

Glu Glu

Glu Asp Leu

Leu Ser
101
Leu Leu

1030

Arg Asp Ile Tyr

1045

Leu Pro Leu Lys

Asp Lys Ile Tyr Ser Thr Lys
1075

1090
Met Asp
1105
Ala Pro
Trp His
Lys Leu Gly
1155
Tyr Ile Pro
1170
Ser Thr Pro
1185
Pro Lys Phe

Phe Lys Phe

Pro Asn Ala
1235

Leu Leu Ala Ser Pro

1250

Pro Lys Ala Ser Leu

1265

Glu Ser Gly Leu Ser

Arg Asp Pro

Glu Asp Phe Cys ser

1110

Glu Tyr Ser Thr Pro

1125
Lys Glu

1140

ASp
Ile
Ala
Asn

Met

Leu Leu Gin

Ala Ile
117

Asn

Phe
1190

ser Gly

1205

Ser Leu

1220

Thr

Ser Met

Met

ser Arg

5

Ser Glu

5

Ser Glu Asp
ser ser
Glu Arg
Phe Asp

1255

Lys
1270

1285
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e e — —

Leu Asn
890

Met

His

Leu
905
Leu

Pro

Tyr
920
Leu

Lys

His Met

Gly Lys Lys

Ser Gly
970
Ser

Ser
Glu Asp
985
ITe Ser Tyr
1000

Lys Cys

Asn Asn

Lys Asn

875

val val Asn

val Ile val

Ser Lys Arg
925

Glu Pro Lys

940

Pro Arg Leu

955

Phe GIn Glu

Asp 519 Phe
Gln

Ser Phe

1005

Ile His Arg
1020
val val Lys
1035

Pro Asp Tyr

1050

Trp Met
1065
Asp val

1080

ser

Arg Leu Arg
Glu ITle Tyr

Ala pPro Glu

Trp Ser Tyr

880
Leu Gly
895

TYr

Leu

Glu
910
Asp

Cys

Leu Phe

Lys GIu Lys
val
960

Ser

Asp Ser

Asp Lys

975
Tyr Lys Glu
990
val

ATa Arg

Asp Leu Ala
Ile Cys Asp
1040
val Arg Lys

1055
Ser Ile Phe
1070

Gly val Leu

1085
Leu Trp Glu Ile Phe Ser 583561y Gly Ser Pro Tyr Pro

1100
Glu Gly
1115
Gln

Met

ITe Met

1130

Arg Pro Arg
1145
Ala Asn
1160
Leu

val
Thr Gly
Phe Phe

Asp Asp

Phe Ala Glu

GIn Gln Asp

1165

Ser Gly
1180

GTu Ser

Asn

Lys
1195
val Arg Tyr

1210

Ile
1225
ASp TyT"
1240

Lys

Thr Phe Glu
Gln Gly Asp

1245
Leu Lys Arg Phe Thr Trp Thr
1260

1275

Gly val Gln

Arg Met Arg
1120
Leu Asp Cys
1135
Leu val Glu
1150
Gly Lys Asp

Phe Thr Tyr

Ile Ser Ala
1200
val Asn Ala
1215
Glu Leu Leu
1230
Ser Ser Thr

Asp Ser Lys

Ile Asp Leu Arg val Thr Ser Lys Ser Lys

1280

Asp val Ser Arg 550 Ser Phe Cys His Ser Ser
90

1295

Cys Gly His val ser Glu Gly Lys Arg Arg Phe Thr Tyr Asp His Ala
1300 1305

1310

Glu Leu Glu Arg Lys Ile Ala Cys Cys Ser Pro Pro Pro Asp Tyr Asn
1313 1320

ser val val Leu Tyr Ser Thr Pro Pro Ile

1330

<210> 16
<211> 5830
<212> ADN

<213> Homo sapiens

133

5
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<400> 16

actgagtccc
cgcegggeat
ccggcacccy
gctcaactgt
caggcgctdgg
aggatgcaga
gccteigtgg
atacttacaa
gactgocttt
agcgatggcc
gcctacaagt
gattacagat
gagaacaaaa
Tcactttgty
gacagcaaga
tgtgaagcaa
gggtatagga
gaaaagcttg
tgggaatacc
cagtctggga
agtgaccaag
acatttgtca
gtggaagcca
ccagaaataa
gggcatgtac
cttaccaatc
ccaccccaga
actcaaacgc
tggcagttgg
taccctigtg
aataaaaatc
caagcggcaa
gagagggtga
cagcccactg
aacctcacat
acacctgttt
agcacaaatg
tatgtctgec
acagtcctag
attggggaaa
tggtttaaag
cggaacctca
tgcagtgttc
aagacgaact
ctacttctty
ggctacttgt
ctgccttatg
cttggccgtg
gcaacttgca
cgagctcteca
aaccttctag
aaatttggaa
accaaagggg
aaacggcgct
gagaagtccc
ctgaccttygg
gcatcgegaa
aacgtggtta
gtcagaaaag

gggaccccgg
cacttgcgcg
cagacgcccc
cctgegetge
gagaaagaac
gcaaggtgct,
gtttgcctag
ttaaggctaa
ggcccaataa
tcttctgtaa
gcttctaccg
ctccatttat
acaaaactgt
Cdagataccc
agggctttac
aaattaatga
tttatgatgt
tcttaaatty
cttcttcgaa
gtgagatgaa
gattgtacac
dgggtccatga
cggtggggga
aatggtataa
tgacgattat
ccatttcaaa
ttggtgagaa
tgacatgtac
aggaagaqgtg
aagaatggag
aatttgctct
atgtgtcagc
tctecctteca
agcaggagag
ggtacaagct
gcaagaactt
acattttgat
ttgctcaaga
agcgtgtggc
gcatcgaagt
ataatgagac
ctatcecgcag
ttggctatge
tggaaatcat
tcatcatect
ccatcgtcat
atgccagcaa
gtgcctttgg
ggacagitagc
tgtctgaact
gtgcctgtac
acctgtccac
cacgatticcg
tggacagcat
tcagtgatgt
agcatctcat
agtgtatcca
aaatctgtga
gagatgctcg
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gagagcggtc
ccgcagaaag
fgcagcegece
ggggtgcege
cdgctcccga
gctggecgtc
tgtttctctt
tacaactctt
tcagagtggc
gacactcaca
ggaaactgac
tgcttctgit
dgtgattcca
dgaaaagaga
tattceccagce
tgaaagttac
ggttctgagt
tacagcaaga
gcatcagcat
gaaatttttg
ctgtgcagca
daaacctttt
gcgtgtcaga
aaatggaata
ggaagtgagt
ggagaagcag
atctctaatc
ggtctatgcc
cgccaacgag
aagtgtggag
aattgaagga
tttgtacaaa
cgtgaccagg
cgtgtctity
tggcccacag
ggatactctt
catggagctt
caggaagacc
acccacgatc
ctcatgcacg
ccttgtagaa
agtgaggaag
aaaagtggag
tattctagta
acggaccgtt
ggatccagat
atgggaattc
ccaagtgatt
agtcaaaatg
Caagatcctc
caagccagga
ttacctgagyg
tcaagggaaa
caccagtagc
agaagaagag
ctgttacagc
cagggacctg
ctttggctty
cctecctttyg

agtgtgtagt
tcegtotggce
ggtcggegec
gagttccacc
gtictgggca
gceetgtagc
gatctgccca
caaattactt
agtgagcaaa
attccaaaag
ttggecctegg
agtgaccaac
tgtctcggat
Tttgttcctg
tacatgatca
cagtctatta
ccgtctecatyg
actgaactaa
aagaaacttg
agcaccttaa
tccagtgggc
gttygcttttg
atccctgcga
ccccttgagt
gaaagagaca
agccatgtog
tctcctgtgg
attcctcccc
cccagecaayg
gacttccagg
aaaaacaaaa
tgtgaagcgg
ggtcctgaaa
tggtgcactg
cctctgccaa
tggaaattga
aagaatgcat
aagaaaagac
acaggaaacc
gcatctggga
gactcaggca
gaggacgaag
gcattttica
ggcacggcgg
aagcgggcca
gaactcccat
cccagagacc
gaagcagatg
ttgaaagaag
attcatattg
gggccactca
agcaagagaa
gactacgttg
cagagctcag
gaagctcctg
ttccaagtgy
gcggcacgaa
gcccgggata
aaatggatag

30

cgctgegttt
agcctggata
cgggctececct
tcegegectc
tttcgecegg
tctgegtgga
ggctcagcat
gcaggggaca
gggtggaggt
tgatcggaaa
tcatttatgt
atggagtcgt
ccatttcaaa
atggtaacag
gctatgctgg
tgtacatagt
gaattgaact
atgrggggat
taaaccgaga
ctatagatgg
tgatgaccaa
gaagtagcat
agtaccttgg
ccaatcacac
caggaaatta
tctctetggt
attcctacca
cgcatcacat
ctgtctcagt
gaggaaataa
ctgtaagtac
tcaacaaagt
ttactttgca
cagacagatc
tccatgtggg
atgccaccat
ccttgcagga
attgcgtggt
tggagaatca
atcccectcc
ttgtattgaa
gcctctacac
taatagaagg
tgattgccat
atggagggga
tggatgaaca
gactgaagct
cctttggaat
gagcaacaca
gtcaccatct
tggtgattgt
atgaatttgt
gagcaatccc
ccagctctag
aagatctgta
ctaagggcat
atatcctctt
tttataaaga
ccccagaaac

cctetgectyg
tcctetecta
agccctatgce
cttctctaga
ctcgaggtgc
gacccgagcc
acaaaaagac
gagggactty
gactgagtgc
tgacactgoa
ctatgttcaa
gtacattact
tctcaacgtg
aatttcctgg
catggtcttc
tgtcgttgta
atctgttgga
tgacttcaac
cctaaaaacc
tgtaacccgg
gaagaacagc
ggaatctctg
ttacccaccc
aattaaagcg
cactgtcatc
tgtgtatgtc
gtacggcacc
ccactggtat
gacaaaccca
aattgaagtt
ccttgttatc
cgggagagga
acctgacatg
tacgtttgag
agagttgccc
gttctctaat
ccaaggagac
caggcagct.c
gacgacaagt
acagatcatg
ggatgggaac
ctgccaggca
tgcccaggaa
gttcttctgg
actgaagaca
ttgtgaacga
aggtaagcct
tgacaagaca
cagtgagcat
caatgtggtc
ggaattctgc
cccctacaag
tgtggatctg
atttgtggag
taaggacttc
ggagttcttg
atcggagaag
tccagattat
aatttttgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540



agagtgtaca
tcettagatyg
aaagaaggaa
ctggactgct
ttgggaaatc
atatcagaga
tcctgtatgy
atcagtcagt
gaagatatcc
agtggtatgg
ccatcttttg
aaccagacaa
tccagtgaga
gcccagattc
gcatccacac
ttctttccac
ctcggactgce
tgtgtctgty
ttatcatgcc
cccecatcctc
aaaccaggca
tatccaagag
attgatagaa
attgtgtttg
cggggtttct
gtgctgtttc
ccccaggaag
aataccacaa
gcacaaacca
atgtctgaga
gaaggatttt
tcagtatttt
gaatgattat
ttatttagac
tttttcaaaa
tgactataag
atatattaaa
gtagcataac
aaaaacttga

caatccagag
cttctccata
Ctagaatgag
ggcacggggda
tcttgcaagc
ctttgagcat
aggaggagga
atctgcagaa
cgttagaaga
ttcttgectce
gtggaatggt
gcggctacca
aagcagaact
tccagectga
cccaactecc
cagcaggaag
agggagccag
tcttctccca
cctgctgcyg
aaagaagtag
acgtaagtgt
gctttgttta
aggaagacta
ctctggtgga
ggttttagaa
tgactcctaa
aaaatgatgc
agaaaggaca
gcttotggtt
ctgaatgcgg
acccttttgt
agttatttgg
tagccagact
ttttaacata
aagazaatgt
acatgctatg
gcecttatata
aaaggtcata

ES 2407 859 T3

tgacgtctgy
tcctggggta
ggcccctgat
gcccagtcag
taatgctcag
ggaagaggat
agtatgtgac
cagtaagcga
accagaagta
agaagagctg
gcccagcaaa
gtccggatat
tttaaagetg
ctcggggacc
ggacatcaca
tagccgeatt
tcttctaggc
gtgtrtgacct
gtctcaccat
cagtacctgg
tegaggtgtt
ggacgtgggt
acgttacctt
ggtgggcatg
ggttgcgtgt
tgagagttcc
agctctgget
ttcagctcaa
tcttetggaa
gaggttcaat
tctteceect
cctctactec
tcaaaattat
tagagctatt
gttttttgtt
gcacatatat
taatgaactt
atgctticag

tcttttygty
aagattgatg
tatactacac
agacccacgt
caggatggca
tctggactcet
cccaaattece
aagagccggc
daagtaatcc
aaaactttgg
agcagggagt
cactccgatg
atagagattyg
acactgagct
tgagaggtct
tgattttcat
atatcctgga
gatcctcttt
gggtttagaa
ggagctogaca
gaagatggga
cccaagcecaa
gctttggaga
gggtctgttc
tcttegagtt
ttccagaccg
ccttgtctec
ggctccctgce
tgaataccct
gtgaagctgt
gtccccaacc
agtaaacctg
tttatagccc
tctactgatt
tggtaccata
ttatagtctg
tgtactattc
caattgatgt

ttttactgtg
aagaattitq
Ccagaaatgta
tittcagagtt
aagactacat
ctctgectac
attatgacaa
ctgtgagtgt
cagatgacaa
aagacagaac
ctgtggcatc
acacagacac
gagtgcaaac
ctcctectgt
gctcagattt
ttcgacaaca
agaggcttgt
tttcattecat
caaagagctt
cttctgtaaa
aggatttgca
gccttaagtg
gtactggagc
tgaaatgtaa
gggctaaagt
ttagctgtct
caggctgatc
cgtgttgaag
catatctgte
gtgtggtgtc
cactctcacc
attgggttty
aaattataac
tttgcccttg
gtgtgaaatg
tttatgtaga
acattttgta
cattttatta

<210> 17

<211> 1356

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

ggaaatattt
taggcgattg
ccagaccatg
ggtggaacat
tgttcttecy
ctcacctgtt
cacagcagga
dazaacattt
ccagacggac
caaattatct
tgaaggctca
caccgtgtac
cggtagcaca
ttaaaaggaa
tgaagtgttg
gaaaaaggac
gacccaagaa
tiaaaaagca
caagcaatgg
actagaagat
gggctgagtc
tggaattecgg
ctgcaaatgc
agggttcaga
agagttcgtt
ccttgccaag
ctttattcag
agttctgact
ctgatgtgat
aaagtttcag
ccgcaaccca
ttcactctct
atctattgta
ttctgtectt
ctgggaacaa
aacaaatgta
tcagtattat
aagaacattg

Met GIn
1
Thr Arg
Arg Leu

35
Gln
50

Asn

Leu

Asn
65

Asp Gly

Asp Thr

val

Ser
Ala
Ser
Ile
Gln
Leu
Gly
Ile Tyr

Lys val
Ala
20

Ile

Ser
Gln
Thr Cys

ser Gly

Leu
val
Lys
Arg

Ser

Leu Ala

Gly Leu
Ile
40
Gln

Asp

Gly
55

Glu G1n

70

Phe Cys
85
Ala Tyr
100

val Tyr

Lys
Lys

val

Thr Leu

Cys Phe

GlIn Asp

Ala
10
Ser

val

Pro
25
Leu Thr

Arg Asp

Arg val

Leu
val
ITe
Leu

Glu

Trp Leu

Ser Leu

Ala
45
Trp

Lys
Asp

val Thr

75

Ile
90
Arg

Thr

Tyr
105

Tyr Arg

31

Pro
Glu

Ser

Lys val

Thr Asp

Pro Phe

Cys
Asp
30

Ash
Leu
Glu
Ile
Leu

110
Ile

val
15

Leu
Thr
Trp
Cys
Gly
95

Ala

Ala

Glu
Pro
Thr
Pro
Ser
BO

Asn
ser

ser

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
2280
5340
5400
5460
5520
5380
5640
5700
5760
5820
5830



vall
Thr
145
Leu
Ile
Ser
Tyr
Asp
225
Lys
Asp
val
Leu
Tyr
305
Phe
Gliu
Lys
Ile
Ile
385
Thr
val
ASp
Ala
Glu
465
Pro
Ile
Thr
LyS
Phe
545
Fro
Thr
Ile

Leu

Ser
130
val
Cys
Ser
Tyr
Gln
210
val
Leu
Phe
Asn
Ser
290
Thr
val
ser
Tyr
Pro
370
Met
Asn
Tyr
ser
Ile
450
Cys
cys
Glu
val
Cys
530
His
Thr
Phe

His

Trp
610

115
Asp

val
Ala
Trp
Ala
195
Ser
val
val
Asn
Arg
275
Thr
Cys
Arg
Leu
Leu
355
Leu
Glu
Pro
val
TYyr
435
Pro
Ala
Glu
val
ser
515
Glu
val
Glu
Glu
val

595
Lys

Gln
Ile
Arg
AsSp
180
Gly
Ile
Leu
Leu
Trp
260
Asp
Leu
Ala
val
val
340
Gly
Glu
val
Ile
Pro
420
Gln
Pro
Asnh
Glu
Asn
500
Thr
Ala
Thr
Gln
Ash
580
Gly

Leu

His
Pro
TYF
165
Ser
Met
Met
Ser
Asn
245
Glu
teu
Thr
Ala
His
325
Glu
TYr
Ser
sar
sar
405
Pro
TYr
Pro
Glu
Trp
485
Lys
Lau
val
Arg
Glu
565
Leu
Glu

Asn

Gly
Cys
150
Pro
Lys
val
Tyr
Pro
230
Cys
Tyr
Lys
Ile
ser
310
Glu
Ala
Pro
Asn
Glu
390
Lys
Gln
Gly
His
Pro
470
Arg
Asn
val
Asn
Gly
550
Ser
Thr
Leu

Ala

val
135
Leu
Glu
Lys
Phe
Ile
215
Ser
Thr
Pro
The
Asp
295
Ser
Lys
Thr
Pro
His
375
Arg
Glu
Ile
Thr
His
455
Ser
ser
Gln
Ile
Lys
535
Pro
val
Trp
Pro

Thr
615

ES 2407 859 T3

120
val

Gly
Lys
Gly
Cys
200
val
His
Ala
Ser
GIn
280
Gly
Gly
Pro
val
Pro
360
Thr
Asp
Lys
Gly
Thr
440
Ile
Gln
val
Phe
GIn
520
val
Glu
Ser
Tyr
Thr

600
Met

YR
Ser
APrg
Phe
185
Glu
val
Gly
Arg
ser
265
ser
val
Leu
rhe
Gly
345
Glu
Ile
Thr
GIn
Glu
425
Gln
His
Ala
Glu
Ala
505
Ala

Gly

Ile

Leu
Lys
585
Pro

Phe

Ile
Ile
Phe
170
Thr
Ala
val
Ile
Thr
250
Lys
Gly
Thr
Met
val
330
Glu
Ile
Lys
Gly
Ser
410
LYS
Thr
Trp
val
ASp
490
Leu
Ala
Arg
The
Tr

570
Leu
val

Ser

32

Thr
ser
155
val
Ile
Lys
val
Glu
235
Glu
His
Ser
Arg
Thr
315
Ala
Arg
Lys
Ala
Asn
395
His
ser
Leu
Tyr
Ser
475
Phe
Ile
Asn
Gly

Leu
555

p Cys

Gly
Cys

Asn

Glu
140
Asn
Pro
Pro
Ile
Gly
220
Leu
Leu
Gln
Glu
Ser
300
Lys
Phe
val
Trp
Gly
380
Tyr
val
Leu
Thr
Trp
460
val
Gln
Glu
val
Glu
540
GlIn
Thr
Pro
Lys

ser
620

125
Asn

Leu
Asp
ser
AsSn
205
Tyr
ser
Asn
His
Met
285
Asp
Lys
Gly
Arg
TYr
365
His
Thr
val
Ile
Cys
445
Gln
Thr
Gly
Gly
ser
525
Arg
Pro
Ala
Gln
Asn

605
Thr

Lys
Ash
Gly
Tyr
190
Asp
Arg
val
val
Lys
270
LyS
Gin
Asn
Ser
Ile
350
LysS
val
val
Ser
ser
430
Thr
Leu
Asn
Gly
LYyS
510
Ala
val
Asp
Asp
Pro
580
Leu

Asn

Asn
val
Asn
175
Met
Glu
Ile
Gly
Gly
255
LYyS
Lys
Gly
Ser
Gly
335
Pro
AsSn
Leu
Ile
Leu
415
Pro
val
Glu
Pro
Asnh
495
ASn
Leu
Ile
Met
Arg
575
Leu
Asp

Asp

Lys
Ser
160
APrg
Ile
ser
Tyr
Glu
240
Ile
Leu
Phe
Leu
Thr
320
Met
Ala
Gly
Thr
Leu
400
val
val
Tyr
Glu
TYr
480
Lys
Lys
Tyr
ser
GlIn
560
ser
Pro
Thr

Ile



Leu Ile
625

val

Met

Cys Leu

Arg Gin Leu

Glu Asn
675

Ser

Leu

Ala
690
Thr

Thr

Glu
705
ASnh

lL.eu

teu Thr

Cys GIn Ala
Glu
755

Thr

Ile Ile

val Gly
770
ITe Leu
785

Tyr

Arg

Leu Ser

Cys Glu Arg

Arg Leu Lys
835
Glu Ala
850

Ala

Ile
val val
865
Ala

Leu Met

asn val val
Ile
915

Lys

Met val

Ser
930
Arg

Arg
Phe Gln
945
Arg

Arg Leu

Phe val Glu

Glu Leu
995

Gln

ASp

Phe
1010
His Arg

ser
Ile
1025
val val Lys

Pro Asp Tyr

1075

Trp Ser Phe Gly val Leu’

1090

Glu
Ala
Thr
660
Gln
Gly
val
Ile
Cys
740
Gly

Ala

Thr

Ile
t.eu
820
Leu
Asp
Lys
Ser
Asn
900
val
Arg
Gly
Asp
Glu
980
Tyr
val
Asp
Ile

val

Leu
GIn
645
val
Thr
Asn
Glu
Ar
725
ser
Ala
val
val
val
805
Pro
Gly
Ala
Met
Glu
885
Leu
é1u
Asn
Lys
ser
965
Lys
Lys
Ala
Leu
Cys
1045
Arg

1060
Ala Pro Glu Thr Ile Phe

Lys
630
Asp
Leu
Thr

Pro

AS
710

g Arg

val
GlIn
Ite
LysS
790
Met
Tyr
Lys
Phe
Ley
870
Leu
Leu
Phe
Glu
AS

950
Ile
ser
Asp
Lys
Ala

p Ser

p Tyr
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Asp Ala ser

Arg Lys Thr
val
665

Gly

Glu Arg

Ile
680
Pro

Sar

Pro Gln

695

Gly Ile

val Arg Lys

Leu Gly Cys
745
Thr

Glu Lys

760
Met

Ala Phe

775
Arg

Ala Asn

Asp Pro Asp

Ala ser
825
Gly

Asp

Lau
340
Ile

Pro

Gly
855
Lys

ASp

Glu Gly

Lys Ile Leu

Gly Ala Cys
905
Cys Lys Phe
920

Phe val

935

Pro

val Gly

Thr Ser ser

Leu Ser Asp

985
Phe Leu Thr
1000
Gly Met Glu
1015

Ala Arg Asn

1030

Asp

Lys

Pro Tyr Pro Gly val i{io
Glu Gly Thr Arg Met Arg Ala Pro Asp Tyr Thr Thr Pro Glu Met Tyr

1105

Phe Gly Leu
Gly Asp Al

Asp Arg
1080

a
1065
val Tyr Thr

—_— e ———e— = —

Leu
Lys
650
Ala
Glu
Ile
val
Glu
730
Ala
Asnh
Phe
Gly
Glu
810
Lys
Arg
Lys
Ala
Ile
890
Thr
Gly
Tyr
Ala
Gin
970
val
lLeu
Phe
Ile

Ala

G1n
635
Lys
Pro
ser
Met
Leu
715
Asp
Lys
Leu
Trp
Gly
795
Leu
Trp
Gly
Thr
Thr
875
His
Lys
Asn
Lys
Ile
955
Ser
Glu
Glu
Leu

Leu

1035

Arg

1050

Arg

Leu

Leu Trp Glu Ile Phe

1095

Ile Asp Glu Glu Phe

33

1115

Asp Gln Gly

Arg His Cys

Thr Ile Thr
670
Glu val
685

Phe

Ile

Trp
700
Lys

Lys

Asp Gly

Glu Gly Leu
Ala
750

Ile

val Glu

Ile
765
Leu

Glu

Leu
780
Glu

Leu

Leu Lys

Pro Leu Asp

Glu Phe Pro
830
Phe Gly
845

Thr

Ala

Ala
860
His

Cys

Ser Glu

Ile Gly His

Pro Gly Gly
910
Ser Thr
925

Lys

Leu

Thr
940
Pro

Gly

val Asp

ser Ala ser
Glu
990
Leu Ile
1005
Ala Ser Arg
1020

Leu Ser Glu

Glu Glu

His

Asp Ile Tyr

Pro Leu Lys

Asp
val
655
Gly
Ser
Asp
Asn
Tyr
735
Phe
Ile
val
Thr
Glu
315
Arg
Gln
Arg
His
His
895
Pro
Tyr
Ala
Leu
ser
975
Ala
Cys
Lys
Lys

Lys

TYr
640
val
Asn
Cys
Asn
Arg
720
Thr
Phe
Leu
Ile
Gly
800
His
Asp
val
Thr
Arg
880
Leu
Leu
Leu
Arg
Lys
960
Gly
Pro
Tyr
Cys
Ash

1040
AsSp

1055

Trp

1070 |
Ile GIn Ser Asp val

1085

Met

Ser Leu Gly Ala Ser

1100

Cys Arg Arg Leu Lys

1120
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1125 1130 1335
Gln Thr Met Leu Asp Cys Trp His Gly Glu Pro Ser GIn Arg Pro Thr
1140 1145 1150
Phe Ser Glu Leu val Glu His Leu Gly Ash Leu Leu GIn Ala Asn Ala
1155 1160 1165
GIn GIn Asp Gly Lys Asp Tyr Ile val Leu Pro Ile Ser
1170 1175 1180
ser Met Glu Glu Asp Ser Gly Leu Ser Leu Pro Thr
1185 1190 1195
Cys Lys Phe

Glu Thr Leu

Ser Pro val Ser

1200

Tyr Asp Asn

3215

Lys Ser
1230

Glu Pro

Met Giu Glu Glu Glu val Cys Asp Pro His
1205 1210
Ala Gly Ile Ser GIn Tyr Leu GIn Asn Ser lys
1220 122

val ser val
1235

Lys val Ile

1250

ser Glu Glu

Thr Arg Arg

Glu Glu
1245

Gly

Pro Thr Phe Glu Asp ITe Pro leu
1240
ASp ASp Asn
1255
Lys Thr
1270

val Pro

Lys

val Pro GIn Thr Asp Ser Met val
1260
Asp Arg Thr
1275
Ser Arg Glu
1290

Gln ser Gly

Leu

Ala
1265
ser

Leu Leu Glu Lys Leu Ser Pro

1280

Phe Gly Gly Ser

Met
1285

Gln thr

val Ala
1295

His Ser Asp

1310

Leu Leu Lys

ser Lys ser

Glu Gly Ser Asn
1300
Thr Asp Thr Thr val
1315
ITe Glu I1e Gly val
1330
Asp Ser Gly Thr Thr

1350

Ser Gly Tyr
1305

sar Glu Glu Ala

Tyr

Glu
1325
Gin Ile Leu Gln

ASp Tyr ser
1320 _
Gin Thr Gly ser Thr Ala
1335 1340
Leu Ser Ser Pro Pro val

1355

Leu

Pro
1345

<210> 18

<211> 675

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Proteina de fusién recombinante o secuencia que codifica la misma

10

15

<400> 18

atggtcagct actgggacac cggggtectg ctgtgcgegce tgetcagetg tctgcettctce 60
acaggatctg gtagaccttt cgtagagatg tacagtgaaa tccccgaaat tatacacatg 120
actgaaggaa gggagctcgt cattcccigc cgggttacgt cacctaacat cactgttact 180
ttaaaaaagt ttccacttga cactttgatc cctgatggaa aacgcataat ctgggacagt 240
agaaagggct tcatcatatc aaatgcaacg tacaaagaaa tagggcttct gacctgtgaa 300
gcaacagtca atgggcattt gtataagaca aactatctca cacatcgaca aacccagccc 360
cgagaaccac aggtgtacac cctgccccca tcccgggatg agctgaccaa gaaccaggtc 420
agcctgacct goctggtcaa aggcettctat cccagcgaca tegecgtgga gtgggagagce 480
aatgggcagc cggagaacaa ctacaagacc acgccicccg tgctggactc cgacggctcc 540
ttcttcctet acagcaaget caccgtggac aagagcaggt ggcagcaggg gaacgtcttc 600
tcatgetccyg tgatgecatga ggctctgeac aaccactaca cgcagaagag cctctecctg 660
tctecgggta aatag 675
<210>19

<211> 224

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusién recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 19

34



10

15

Met val
1
Cys lLeu

Glu Ile

Pro Cys
50
Pro Leu
65
Arg Lys

Leu Thr

Leu Thr

ser
Leu
Pro
35

Al"g
Asp
Gly
Cys

His

Tyr Tgp
Leu Thr
20
Glu Ile

val Thr

Thr Leu

Phe Ile

Glu
100
Arg

Ala
Gln

115

Pro Pro
130
Leu Val
145
Asn Gly

ser Asp

Arg Trp

Ser
LYS
GIn
Gly

Gln

Arg Asp

Gly Phe
Glu
165
Phe

Pro

ser
180

Gln Gly

195

His
210

Leu

<210> 20
<211> 717
<212> ADN

Asn

His Tyr

<213> Secuencia artificial

<220>
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Asp Thr Gly val Leu

10

Gly ser Gly ggg Pro

Iie Met Thr Glu

40
ASn

His

Ser Pro Ile Thr

55
Ile Pro
70
Ile

Asp Gly Lys
Thr
90

His

Saer Ash Ala

Thr val aAsn Gly

105
Gln arg Glu

Thr Pro

120
Glu Leu Thr
135

Pro

LYS Asn

Tyr Ile
150
Asn

Ser Asp

Thr
170
LyS

AsSn Tyr Lys

Phe Leu Tyr Ser

185
Phe Ser
200

LYS

Asn val Cys
GIn

215

Thr ser Leu

Leu
Phe
Gly
val
Arg
75

Tyr
Leu
Pro
Gln
Ala
155
Thr
Leu
Ser

Ser

Cys Ala

val Glu

Glu
45
Lau

Arg

Thr
60
Ile 1le

Lys Glu

Tyr Lys
val
125
Ser

Gln

val
140
val Glu

Pro Pro

Thr val

val Met
205
Leu Ser

220

<223> Proteina de fusién recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 20

atggtcagct
acaggatctg
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
tgtgtgccec
accctgecec
aaaggcttet
aactacaaga
ctcacecgtag
gaggctctgce

<210> 21
<211> 238
<212> PRT

actgggacac
gtagaccttt
gggagetegt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
tgatgcgatyg
catcccggga
atcccagega
ccacgectee
acaagagcag
acaaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>

cggggtecty
cgtagagatg
cattcectge
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
cgggggctge
tgagctgace
catcgecgtyg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

ctgtgcgcgc
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
tgcaatcage
aagaaccagy
gagtgggaga
tcegacggcet
gggaacgtct
agcctetece

tgctcagctyg
tcceccgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttct
cacatcgaca
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttettect
tctcatgecte
tgtctccgag

<223> Proteina de fusion recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 21

Met val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser

35

Leu Leu
15
Met Tyr
30
Leu va'l

Lys Lys

Trp Asp

Ile Gly
95

Thr Asn
110
Tyr Thr

Leu Thr

Trp Glu

val Leu
175
Asp Lys
190

His Glu

Pro Gly

Ser
Ser
Ile
Phe
ser
80

Leu
TYr
Leu
Cys
Ser
160
ASp
Ser
Ala

LyS

tctgcttctc
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccccttec
acaggtgtac
ctgcctggtc
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717



10

15

Cys
Glu
Prao
Pro
65

Arg
Leu
Leu
Gly
Ser
145
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
225

Leu
Ile
Cys
50

Leu
LysS
Thr
Thr
Cys
130
Arg
Gly
Pro
Ser
GIn

210
His

<210> 22

<211>702

<212> ADN

Leu Thr
20

Glu

Leu
Pro Ile
35
Arg

val Thr

Asp Thr Leu
Ite
85

Ala

Gly Phe
Giu
100
Arg

Cys
His Gln
115
Cys

Ash Gln

Asp Glu Leu

Pha Pro
165
Ash

TYr
Glu Asn
180
Phe Phe
195

Gly

Leu

Asn val

Tyr Thr Gln

Gly
Ile
Ser
Ile
70

Ile
Thr
Thr
Pro
Thr
150
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
230

Ser
His
Pro
55

Pro
Ser
val
Pro
Arg
135
Lys
Asp
Lys
Ser
ser
215
ser
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Gly
Met
40

Asn
ASp
Asn
AsSn
Ser
120
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
200
Cys

Leu

Arg
25

Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
105
cys
Pro
GlIn
Ala
Thr
185
Leu
Ser

ser

10
Pro

Glu
Thr
Lys
Thr
90

His
val
Gln
val
val
170
Pro
Thr
val

Leu

Phe
Gly
val
Arg
75

Tyr
Leu
Pro
val
Ser
155
Glu
Pro
val
Met

ser
235

val
Arg
Thr
60

Ile
Lys
Tyr
Leu
Tyr
140
Leu
Trp
val
Asp
His
220
Pro

Glu
Glu
45

Leu
Ile
Glu
Lys
Met
125
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
205
Glu

Gly

Met
30

Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
110
Arg
Leu
Cys
Ser
AS

190
Ser
Ala

Lys

15
Tyr

val
LysS
Asp
Gly
95

Asn
Cys
Pro

Leu

Ash
175

p Ser

Arg

Leu

Ser
Ile
Phe
Ser
80

Leu
Tyr
Gly
Pro
val
160
Gly
ASp
Trp

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusién recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 22

atggtcagct
acaggatctg
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
ggtggagoty
cgggatgage
agcgacatcg
cctceegtge
agcaggtggc
cactacacgc

<210> 23

<211> 233
<212> PRT

actgggacac
gtagaccttt
gggagctcgt
tteccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
gaggtggagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

€ggggtcctg
cgtagagatg
cattccctge
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
tcagcecccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggcteettc
cgtcttctca
ctcectgtet

ctgtgegege

tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagecgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

tgctcagetg
tccecgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttct
cacatcgaca
tgtacacect
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ag

<223> Proteina de fusion recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 23

36

tctgettctc
tatacacatg -
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccggtgga
gcceecatec
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
702
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Met val
1

Cys Leu
Glu Ile

Pro Cys
50

Pro Leu

65

Arg Lys

Leuy Thr
Leu Thr

Pro Arg
130

Thr Lys

145

ser Asp

TYr Lys
Tyr Ser

Phe ser

210
Lys Ser
225

<210> 24
<211> 1095
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Leu
Pro
35

Arg
Asp
Gly
Cys
His
115
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
195
Cys

Leu

Tyr
Leu
20

Glu
val
Thr
Phe
Glu
100
Arg
Pro
Gln
Ala
Thr
180
Leu
ser

ser

Trp
Thr
ITe
Thr
Leu
Tle
Ala
Gln
Gln
val
val
165
Pro
Thr
val

Leu

Asp

Gly

Ile
Ser
Ile
Ile
Thr
Thr
val
sSer
sy
Pro
val
Met

ser
230

Thr
Ser
His
Pro
55

Pro
Ser
val
Gly
Tyr
135
Leu
Trp
val
Asp
His
215
Pro

ES 2407 859 T3

Gly
Gly
Met
40

Ash
Asp
Asn
Asn
Gly
120
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
200
Glu

Gly

val
Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
105
Gly
Leu
cys
Ser
Asp
185
Ser
Ala

LyS

Leu
10

Pro
Glu
Tht
Lys
Thy
90

His
Gly
Pro
Leu
Asn
170
Ser
Arg

Leu

Leu
Phe
Gly
val
Arg
75

TYyr
Leu
Gly
Pro
val
155
Gly
Asp
Trp

His

Cys
val
Arg
Thr
60

Ile
LyS
Tyr
Gly
ser
140
Lys
GlIn
Gly
Gln

Asn
220

Ala
Glu
Glu
45

Leu
Ile
Glu
Lys
Gly
125
Arg
Gly
Pro
ser
GIn

205
H1s

<223> Proteina de fusiéon recombinante o secuencia que codifica la misma

<400> 24

atggtcagct
acaggatctg
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
ggtggatcgg
cacacatgcc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtecctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcage
ttcttcctct
tcatgctecg
tctecgggta

<210> 25
<211> 364
<212> PRT

actgggacac
gtagaccttt
gggagctcgt
ttcecacttga
tcatcatatc
atgggcattt
gtggaggtgg
caccgtgeccc
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgea
ccctececage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatag

cggggtcctg
cgtagagatg
cattccctgc
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
atcgggtgga
agcacctgaa
cctcatgatc
ccctgaggtc
gccgcgggdag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgececceca
aggcttetat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

ctgtgcgcge
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
ggtggatcgc
ctcctggggy
tcccggaccc
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcccgggatg
cccagcgaca
acgccteccyg
aagagcaggt
aaccactaca

37

tgctcagctg
tccecgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttct
cacatcgaca
ctaagagctyg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgccgtgga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag

Leu
Met
30

Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
110
Gly
Asp
Phe
Glu
Phe
190
Gly

Tyr

Leu
15

Tyr
val
Lys
Asp
Gly
95

Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
i75
Phe
Asn

Thr

tctgettctce
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccggtgga
cgacaaaact
cttcectctte .
atgcgtggrg
cggcgtggag
ccgtgtggtc
gtgcaaggEc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctcteecty

Ser
Ser
Ile
Phe
Ser
80

Leu
Tyr
Gln
Leu
Pro
160
Asn
Leu

val

GIn

GO
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1095
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2407 859 T3

<223> Proteina de fusidn recombinante o secuencia que codifica la misma

<400>
Met
1

Cys
Glu
Pro
Pro
65

Arg
Leu
Leu
Gly
Pro
145
Pro
Thr
Asn
Arg
val
225
Ser
Lys
Asp
Phe
Glu
305
Phe
Gly

Tyr

25

val
Leu
Ile
Cys
50

Leu
Lys
Thr
Thr
Gly
130
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
210
Leu
Ash
Gly
Glu
Tyr
290
Asn
Phe
Asn

Thr

<210> 26

<211>9
<212> PRT

Ser
Leu
Pro
35

Arg
AsSp
Gly
Cys
His
115
Gly

PTo:

Lys
val
TV
195
Glu
His
Lys
Gin
Leu
275
Pro
Asnh
Leu
val

GlIn
355

Tyr
Leu
20

Glu
val
Thr
Phe
Glu
100
Arg
Gly
Ala
Pro
val
180
val
GIn
GIn
Ala
Pro
260
Thr
Ser
Tyr
TYr
Phe

340
Lys

Trp
5

Thr
Ile
Ther
Leu
Ile
85

Ala
Gln
Ser
Pro
Lys
165
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
245
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
325
ser

ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp Thr
Gly ser
Ile His

Ser Pro
55

Ile Pro

70

Ile ser

Thr val
Thr Gly

Pro Lys
135

Glu Leu

150

Asp Thr

Asp val
Gly val
Asn Ser
215
Trp Leu
230
Pro Ala
Glu Pro
Asn Gln
Ile Ala
. 295
Thr Thr
310
Lys Leu
Cys ser

Leu Ser

<223> enlazador de proteina de fusién

<400> 26

Gly
Gly
Met
40

Asnh
Asp
ASh
Asnh
Gly
120
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
200
Thr
Ash
Pro
Glin
val
280
val
Pro
Thr
val

Leu
360

val
Arg
25

Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
105
Gly
Cys
Gly
Met
His
185
val
Tyr
Gly
Ile
val
265
Ser
Glu
Pro
val
Met

345
Ser

Leu Leu Cys
10

Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
90
His
Gly
Asp
Gly
Ile
170
Glu
His
Arg
LyS
Glu
250
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
330
His

Pro

38

Phe
Gly
val
Arg
75

Tyr
Leu
Ser
Lys
Pro
155
sear
Asp
Asn
val
Glu
235
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
315
Lys
Glu

Gly

val
Arg
Thr
60

Ile
Lys
Tyr
Gly
Thr
140
Ser
Arg
Pro
Ala
val
220
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
300
Asp
Ser
Ala

LyS

Ala
Glu
Glu
45

Leu
Ile
Glu
Lys
Gly
125
His
val
Thr
Glu
Lys
205
ser
Lys
Ile
Pro
Lau
285
Ash
Ser
Arg

Leu

Leu
Metl
30

Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
110
Gly
Thr
Phe
Pro
val
190
Thr
val
Cys
Ser
Pro
270
val
Gly
Asp
Trp

His
350

Leu
15

Tyr
val
Lys
Asp
Gly
95

Asn
Gly
Cys
Leu
Glu
175
Lys
LyS
Leu
Lys
Lys
255
ser
Lys
Gin
Gly
G1In

335
Asn

Ser
Ser
Ile
Phe
Ser
30

Leu
TYr
Ser
Pro
Phe
160
val
Phe
Pro
Thr
val
240
Ala
Arg
Gly
Pro
ser
320
Gln

His
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Gly—AsﬁvLeu Ile Tyr Arg Asn GIn Lys
5

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 27

G11y’e1y Gly Gly 'G}y Gly Gly Gly Gly

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 28

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu
1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 29

Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser ser
1 5

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 30

G}y Gly Gly Gly G}y Cys Pro Pro Cys

<210> 31
<211>7

39
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 31

Gly Gly Gly Gly Sesar ser Ser
1 ‘

<210> 32

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 32

Ser Cys val Pro Lgu Met Arg Cys Gly ggy Cys Cys Asn
1

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 33
Gly Asp Leu Ile Tgr Arg Asn GIn Lys
1

<210> 34

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> resto enlazador para proteinas de fusion

<400> 34

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Pro Ser Cys val Pro L
All:g Cys G‘I‘y %y C)E;s Cys Asn 10

40

eu Met

15
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusion de férmula X-Y-Z, en la que:
X comprende una porcién del receptor de VEGF;
Y es un resto enlazador; y
Z es un dominio de multimerizacion,
en donde el resto enlazador Y es un polipéptido de 5-50 restos aminoacidicos que tiene una flexibilidad por encima
de la media como se determina por el método de prediccion de flexibilidad de Karpus y Schultz, 1985, Naturwiss, 72:

212-213, y donde dicha proteina de fusién se une a VEGF cuando se multimeriza.

2. La proteina de fusién de la reivindicacion 1, en la que el resto enlazador Y se selecciona entre el grupo compuesto
por

Glye (SEC ID N° 27),

Glug (SEC ID N° 28),

Serg (SEC ID N° 29),

GlysCysProzCys (SEC ID N° 30),

(GlysSer)s (SEC ID N° 31),

SerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEC ID N° 32),

Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys Cys Asn (SEC ID N° 13),
Gly-Asp-Leu-lle-Tyr-Arg-Asn-GIn-Lys (SEC ID N° 26), y
GlygProSerCysValProLeuMetArgCysGlyGlyCysCysAsn (SEC ID N° 34).

3. La proteina de fusién de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el dominio de multimerizacién Z causa
la migracion de al menos 50% de las proteinas de fusion monoméricas en un gel de poliacrilamida no

desnaturalizante a una velocidad que es apropiada para un multimero de la proteina de fusion.

4. La proteina de fusion de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde el dominio de multimerizacion Z es un
fragmento de una cadena pesada de IgG.

5. La proteina de fusidn de la reivindicacion 4, en donde el dominio de multimerizacidon Z es una secuencia de una
porcion de Fc de una cadena pesada de IgG1 o IgG2.

6. La proteina de fusién de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el dominio de multimerizaciéon Z es una
region CH3 de una cadena pesada de IgG o es una porcién de Fc de una molécula de anticuerpo.

7. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde X comprende el dominio 2 de tipo
IgG de VEGF-R1.

8. La proteina de fusién de la reivindicacién 7, en donde X comprende el dominio 2 de tipo IgG de VEGF-R1 pero
carece de los dominios 1y 3 de tipo Ig de VEGF-R1.

9. La proteina de fusién de la reivindicacion 8, en donde X es el dominio 2 de tipo IgG de VEGF-R1.

10. Una composicion que comprende la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a9 y uno o
mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

11. Un método para multimerizar un polipéptido X, comprendiendo el método unir el polipéptido X a un polipéptido Z
mediante un polipéptido Y para formar un polipéptido X-Y-Z, en donde:

X comprende una porcién de un receptor de VEGF;

Y es un resto enlazador; y

Z es un dominio de multimerizacion, en donde el resto enlazador Y es un polipéptido de 5 - 50 restos
aminoacidicos que tiene una flexibilidad por encima de la media como se determina por el método de
prediccion de flexibilidad de Karpus y Schultz, 1985, Naturwiss, 72: 212-213, y donde dicha proteina de
fusion se une a VEGF cuando se multimeriza.

12. El método de la reivindicacion 11, en donde la etapa de unidon comprende construir una molécula de acido
nucleico que codifica los polipéptidos X, Y y Z como un solo marco de lectura abierto, en donde dicho polipéptido X-
Y-Z es expresado a partir de dicha molécula de acido nucleico en una célula hospedante.

13. Una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9.
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14. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 13, que codifica una proteina de fusién de la reivindicacion 1,
en donde la proteina de fusion comprende una secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
2,8,21,23y25.

15. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 13 o 14.
16. El vector de la reivindicacion 15, en donde el vector es un vector viral adeno-asociado.

17. Una célula de mamifero que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 13 o 14 o el vector de
la reivindicacion 15 o 16.

18. Un método in vitro que comprende suministrar el acido nucleico de la reivindicacién 13 o 14 o el vector de las
reivindicaciones 15 o 16 a una célula de mamifero para producir una célula que expresa dicha proteina de fusion.

19. La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, la molécula de acido nucleico de la
reivindicacion 13 o 14, el vector de la reivindicaciéon 15 o 16, o la célula de mamifero de la reivindicacion 17, para
uso en el tratamiento de un mamifero.

20. La proteina de fusidn, molécula de acido nucleico, vector o célula de mamifero para uso segun la reivindicacion

19, en donde el mamifero tiene degeneracion macular hiumeda relacionada con la edad, retinopatia diabética
proliferativa, cancer, artritis reumatoide, asma, u osteoartritis.
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