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DESCRIPCION

Procedimientos y composiciones para producir analogos de receptores triméricos secretados y proteinas de fusion
biol6gicamente activas

CAMPO DEL INVENTO

El presente invento se refiere a procedimientos para la expresion de proteinas y, mas especificamente, para crear y
expresar proteinas triméricas secretadas y bioldgicamente activas, tales como receptores triméricos solubles.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

En los organismos pluricelulares, como por ejemplo los seres humanos, las células se comunican entre si por la
llamada ruta de transduccion de la sefial, en la cual un ligando secretado (como por ejemplo citoquinas, factores de
crecimiento u hormonas) se une a su/s receptor/es de la superficie celular, lo que lleva a la activacion de dicho/s
receptor/es. Los receptores son proteinas de membrana que consisten de un dominio extracelular responsable de la
union al ligando, y de una region central transmembrana seguida de un dominio citoplasmatico encargado de enviar
la sefial hacia abajo en la ruta. La transduccion de la sefial puede tener lugar de tres formas distintas dependiendo
de la fuente de la sefal secretada y de la ubicacién de la célula diana que expresa el/los receptor/es: de forma
paracrina (comunicacion entre células vecinas), de forma autocrina (comunicacién hacia la propia célula) o de forma
endocrina (comunicacion entre células distantes a través de la circulacion). Uno de los mecanismos generales que
subyace a la activacién del receptor y que pone en marcha la cascada de eventos bajo la membrana celular,
incluyendo la activacion de la expresién génica, es un ligando polipeptidico, como por ejemplo una citoquina,
presente en su forma oligomérica, como un homo-dimero o trimero, que cuando se une a su receptor monomerico
en la superficie exterior de las células lleva a la oligomerizacion del receptor. Las rutas de transduccion de la sefial
desempefian un papel clave en el desarrollo normal de las células y en su diferenciacion, asi como en la respuesta a
ataques externos tales como infecciones bacterianas o viricas. Determinadas anomalias en estas rutas de
transducciéon de la sefal, ya sea en forma de subactivacion (por ejemplo con la falta de ligando) o bien de
sobreactivacion (por ejemplo con un exceso de ligando), son las causas subyacentes de condiciones patoldgicas y
enfermedades tales como la artritis, el cancer, el SIDA o la diabetes.

Una de las actuales estrategias para el tratamiento de estas enfermedades debilitantes se basa en el uso de
receptores sefiuelo, tales como receptores solubles que consisten tan solo del dominio de unién al ligando
extracelular, para interceptar el ligando y por lo tanto superar la sobreactivacion del receptor. El mejor ejemplo de
esta estrategia es la creacion de Enbrel, una proteina de fusion dimérica soluble receptor TNF-a - inmunoglobulina
(IgG) por Immunex (Mohler et al., 1993; Jacobs et al., 1997), que ahora forma parte de Amgen. La familia TNF de
citoquinas es una de las principales sefiales proinflamatorias producidas por el cuerpo en respuesta a una infeccion
0 una lesion tisular. Sin embargo, se ha demostrado que la produccién anormal de estas citoquinas, por ejemplo en
ausencia de infeccién o lesién de los tejidos, es una de las causas subyacentes de enfermedades como la artritis y
la psoriasis. En la superficie celular estd presente de forma natural un receptor TNF-a en su forma monomérica
antes de la unién a su ligando, el TNF-a, que existe, por el contrario, como un homotrimero (Locksley et al., 2001).
En consecuencia, la fusion de un receptor TNF-a soluble con la region Fc de la inmunoglobulina G1, que es capaz
de una dimerizacion espontanea a través de enlaces disulfuro (Sledziewski et al., 1992 y 1998), permite la secrecion
de un receptor TNF-a dimérico soluble (Mohler et al., 1993; Jacobs et al., 1997). En comparacion con el receptor
soluble monomérico, la unién dimérica receptor TNF-all - Fc tiene una afinidad mucho mayor al ligando
homotrimérico. Esto proporciona una base molecular para su uso clinico en el tratamiento de la artritis reumatoide
(AR), una enfermedad autoinmune en la cual niveles constitutivamente altos de TNF-a, una citoquina proinflamatoria
importante, juegan un papel clave en la causa de la enfermedad. Aunque Enbrel ha demostrado tener valores de Ki
para TNF-a que se encuentran en el rango de pM (ng/mL) (Mohler et al., 1993), en los pacientes con AR son
necesarias inyecciones subcutaneas de 25 mg dos veces por semana para lograr beneficios clinicos, lo que se
traduce en niveles del receptor soluble de mg/mL (www.enbrel.com). El alto nivel de consumo recurrente de Enbrel
por los pacientes con AR ha generado una gran presion asi como un alto coste en lo que respecta al suministro del
medicamento, lo que por si solo limita el acceso al mismo a millones de pacientes potenciales ya solo en este pais.
Ademas de la familia TNF-a de las importantes citoquinas proinflamatorias, el virus del VIH que causa el SIDA
también utiliza una proteina de cubierta homo-trimérica, la gp120, para poder entrar en las células T colaboradoras
CD-4 positivas en nuestro cuerpo (Kwong et al., 1998). Uno de los primeros eventos durante la infecciéon por VIH
implica la union de la gp120 a su receptor CD-4, expresado Unicamente en la superficie celular de las células T
colaboradoras (Clapham et al., 2001). Hace una década se demostro que el CD-4 monomérico soluble es un agente
potente contra la infeccién por VIH (Clapham et al., 1989). Sin embargo, por desgracia, el entusiasmo cayé cuando
se demostré que su capacidad estaba limitada Unicamente a cepas de VIH del laboratorio (Daar et al., 1990).
Resulté que las cepas de VIH de pacientes con SIDA tenian una afinidad mucho menor al CD-4 monomérico soluble
que las cepas de laboratorio, probablemente debido a la variaciéon de la secuencia en la gp120 (Daar et al., 1990).
Aunqgue se han desarrollado proteinas de fusion diméricas solubles Fc - CD-4, estos receptores sefiuelo CD-4 del
VIH mostraron poco efecto antiviral, tanto en los laboratorios como en las clinicas, contra los VIH que se dan de
forma natural en los pacientes con SIDA, debido a la baja afinidad por la gp120 (Daar et al., 1990).
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Es por ello que existe una gran necesidad de crear receptores homotriméricos solubles secretados o proteinas
biolégicamente activas, las cuales pueden tener sitios de unién perfectamente acoplados, y por lo tanto una mayor
afinidad, a sus ligandos homotriméricos presentes en la naturaleza, tales como la familia TNF de las citoquinas y las
proteinas de cubierta del VIH. Tales receptores sefiuelo triméricos deberian tener teéricamente una afinidad mucho
mayor por su ligando trimérico que sus homélogos diméricos. Estos analogos de receptores triméricos solubles
disefiados de forma racional podrian aumentar significativamente los beneficios clinicos, asi como reducir la
cantidad o la frecuencia de las inyecciones de medicamentos para cada paciente. Para ser terapéuticamente
factible, como la inmunoglobulina Fc, idealmente la fraccion de la proteina de trimerizacion deseada debe ser parte
de una proteina secretada de forma natural que sea a su vez abundante en el cuerpo y capaz de autotrimerizarse de
forma eficiente.

El colageno es una familia de proteinas fibrosas que representan los componentes principales de la matriz
extracelular. Es la proteina mas abundante de los mamiferos, y constituye casi el 25% de las proteinas totales del
cuerpo. El colageno juega un papel estructural importante en la formacién de huesos, tendones, piel, corneas,
cartilagos, vasos sanguineos y dientes (Stryer, 1988). Los tipos fibrilares de colageno I, II, lll, IV, V y Xl se sintetizan
como precursores triméricos mas grandes denominados procolagenos, en los que el dominio de triple hélice central
no interrumpida que consta de cientos de repeticiones "GXY" (o repeticiones de glicina) esta acompafiado de los
dominios no colageno (NC), el N- propéptido y el C-propéptido (Stryer, 1988). Tanto la extension C— como la N-
terminal se procesan proteoliticamente después de la secrecion del procolageno, un evento que desencadena el
ensamblaje de la proteina madura en las fibrillas de colageno, las cuales forman una matriz celular insoluble
(Prockop et al., 1998). El trimero C-propéptido de colageno de tipo | se encuentra en la sangre de las personas
sanas en una concentracién que se encuentra entre 100 y 600 ng/mL, presentando niveles mas altos en los nifios,
los cuales son indicativos de la formacion activa de hueso.

Los coladgenos de tipo I, IV, V y Xl estan ensamblados principalmente en formas heterotriméricas que consisten en
dos cadenas a-1 y una cadena a-2 (para los tipos | , IV y V), o de tres cadenas a diferentes (para el tipo Xl), las
cuales son altamente homodlogas en su secuencia. Los colagenos de tipo Il y Ill son homotrimeros de cadena a-1.
En el caso del colageno tipo I, la forma mas abundante de colageno, también se forma el homotrimero estable a-1(1)
que esta presente en niveles variables en diferentes tejidos (Alvarez et al., 1999). La mayoria de estas cadenas C-
propéptido de colageno se pueden autoensamblar en homotrimeros cuando se sobreexpresan solas en una célula.
Aunqgue primero se sintetizan los dominios N-propéptido, el ensamblaje molecular en colageno trimérico comienza
con la asociacion de los C-propéptidos. Se cree que el complejo C-propéptido se estabiliza por la formacién de
enlaces disulfuro intercatenarios, pero la necesidad de que se formen enlaces disulfuro para la adecuada obtencion
de la cadena no esta clara. La triple hélice de glicina se repite y se propaga en forma de cremallera desde los
extremos C-terminal asociados hasta los extremos N-terminal. Esto ha permitido la creacién de tipos no naturales de
matriz de colageno mediante el intercambio de los C-propéptidos de diferentes cadenas de colageno por medio del
uso de tecnologia de ADN recombinante (Bulleid et al., 2001). Las proteinas no coldgenas, como las citoquinas y los
factores de crecimiento, también se han fusionado con el extremo N-terminal, tanto del procolageno como del
colageno maduro, para permitir la formacién de una nueva matriz de colageno que esta destinada a permitir la lenta
liberacion de las proteinas no colagenas de la matriz celular (Tomita et al., 2001). Sin embargo, en los dos casos, es
necesario que los C-propéptidos se escindan antes de que las fibrillas de colageno recombinante se ensamblen en
una matriz celular insoluble.

Mohler et al., J Immunol, 1993, 151(3): 1548-61, mostraron que los receptores solubles del factor de necrosis
tumoral (TNF por sus siglas en inglés ‘tumor necrosis factor’) son agentes terapéuticos eficaces en la endotoxemia
letal y funcionan simultaneamente como portadores y antagonistas de TNF.

El documento EP 0985732 A2 da a conocer una proteina quimera trimérica que ha conservado suficiente actividad
fisiolégica de un péptido fisiologicamente activo junto con un coldgeno con capacidad para la formacién de fibrillas.
Una proteina quimera trimérica que comprende un colageno y un péptido biolégicamente activo fusionado con el
colageno, en cuyo caso el péptido biolégicamente activo se fusiona en el extremo amino terminal del colageno y el
colageno es un colageno formador de fibrillas que tiene una estructura de triple hélice en su regién de triple hélice.

El documento WO 02/090553 A2 da a conocer proteinas de fusién recombinantes que tienen la propiedad de formar
trimeros. Dichas proteinas de fusion recombinantes comprenden al menos un componente A y al menos un
componente B. El componente B posee propiedades de trimerizacion mientras que el componente A presenta
propiedades bioldgicas. El documento WO 02/090553 A2 da a conocer trimeros de dichas proteinas de fusion
recombinantes. El documento WO 02/090553 A2 describe también el uso de dichos trimeros en la produccién de un
medicamento o el uso de los mismos para el diagndstico in vitro o para la produccién de un agente de diagnéstico in
vitro. El documento WO 02/090553 A2 también se refiere a secuencias de ADN que codifican para dicha proteina de
fusion y vectores de expresion y células huésped que contienen dichas secuencias de ADN o vectores de expresion.
Hayashi et al., Biochim Biophys Acta, 1528 (2001), 187-95, describen la produccion de la proteina quimérica de EGF
- colageno que muestra la actividad mitogénica.

Kishore et al., J. Immunol (2001) 166: 559-565, describen que un homotrimero recombinante, compuesto de una
region de cuello de hélice alfa de la proteina D surfactante humana y del dominio globular C1gB, es un inhibidor de
la ruta complementaria clasica.

Holler et al., J Immunol Methods (2000) 237(1-2): 159-73, describen el desarrollo de inhibidores solubles de FasL y
CD40L mejorados y basados en receptores oligomerizados.
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RESUMEN DEL INVENTO

Se presenta aqui un invento que permite que cualquier receptor soluble o polipéptido biolégicamente activo se
pueda desarrollar en su forma trimérica como una proteina secretada. La esencia del invento es fusionar, por medio
de tecnologia de ADN recombinante, receptores solubles y proteinas biolégicamente activas al dominio C-propéptido
del colageno fibrilar que es capaz de llevar a cabo la autotrimerizacién. Las proteinas de fusion resultantes, cuando
se expresan en células eucariotas, son secretadas como proteinas solubles principalmente en sus formas triméricas
fuertemente unidas de forma covalente por enlaces disulfuro intermoleculares formados entre los tres C-propéptidos.
En un aspecto del invento, se da a conocer un procedimiento para producir proteinas de fusion triméricas
secretadas, que consiste de las siguientes fases: (a) la creacion de un constructo de ADN (AND recombinado) que
incluye un promotor de transcripcion ligado a una matriz que codifique una secuencia de péptido sefial seguido de
una unién en fase al polipéptido no colageno que se va a trimerizar, el cual es un polipéptido biolégicamente activo o
un receptor soluble que consiste de un/unos dominio/s de unién al ligando, y que a su vez esta unido en fase a una
porcion C-terminal de procolageno que es capaz de llevar a cabo la autotrimerizacion en una forma soluble con
enlaces disulfuro intermoleculares unidos fuertemente de forma covalente; (b) introducir dicho constructo de ADN en
una célula eucariota; (c) hacer crecer la célula huésped bajo condiciones fisiolégicas en un medio de crecimiento
adecuado para permitir la secreciéon de una proteina de fusién trimerizada soluble codificada por dicha secuencia de
ADN, y (d) aislar la proteina de fusion trimerizada del medio de cultivo de la célula huésped.

En un ejemplo de ejecucién, la secuencia del péptido sefial es la secuencia nativa de la proteina que se va a
trimerizar. En otro ejemplo de ejecucion, la secuencia del péptido sefial es de una proteina secretada distinta de
aquella que se va a trimerizar. En un ejemplo de ejecucion, el polipéptido no colageno que se va a trimerizar es un
receptor soluble que consiste de un/os dominio/s de unién al ligando. En un ejemplo de ejecucion, la porcién C-
terminal del colageno es el C-propéptido que no tiene ninguna region de triple hélice de colageno (IDs de Secuencia:
3-4). En otro ejemplo de ejecucidn, el extremo C-terminal del colageno consiste de una fraccion de la region de triple
hélice de colageno que funciona como un conector con las proteinas no colagenas que se van a trimerizar (IDs de
Secuencia: 1-2). En otro ejemplo de ejecucion, la porciéon C-terminal del coldgeno tiene un sitio de reconocimiento
para la proteasa BMP-1 que esta mutado o suprimido (IDs de secuencia: 3-4).

Segun uno de los aspectos del invento, se da a conocer un procedimiento para producir una proteina de fusion
trimérica secretada que consiste de las siguientes fases: (a) introducir en una célula huésped eucariota un
constructo de ADN que comprende un promotor que dirija la transcripcién de un marco de lectura abierto que
consiste en una secuencia de péptido sefial que esta unida en fase a un polipéptido no colageno que se va a
trimerizar, el cual se une en fase a su vez a la porcién C-terminal de colageno que es capaz de llevar a cabo la
autotrimerizacion, y que es seleccionada de pro.alfa.l1 (1), pro.alfa.2 (l), pro.alfa.1 (Il), pro.alfa. 1 (Ill), pro.alfa.1 (V),
pro.alfa.2 (V), pro.alfa.l (XI), pro.alfa.2 (XI) y pro.alfa.3 (XI); (b) cultivar la célula huésped bajo condiciones
fisiolégicas en un medio de crecimiento apropiado para permitir la secrecion de una proteina de fusion trimerizada
codificada por dicha secuencia de ADN, y (c) aislar la proteina de fusion trimérica secretada a partir de una célula
huésped.

En un ejemplo preferido de ejecucion, el polipéptido no coladgeno que se va a trimerizar es el TNF-RII soluble (p75)
(ID de Secuencia: 9-12). En otro ejemplo de ejecucion preferido, el polipéptido no colageno que se va a trimerizar es
el CD-4 soluble, el correceptor del VIH (ID de Secuencia: 13-16). En un nuevo ejemplo preferido de ejecucion, el
polipéptido no colageno que se va a trimerizar es una fosfatasa alcalina secretada de la placenta (ID de Secuencia:
5-8).

En un aspecto del presente invento, se da a conocer un procedimiento para producir una proteina de fusion trimérica
secretada, que consiste de las siguientes fases: (a) introducir en una célula huésped eucariota un primer constructo
de ADN que comprende un promotor que dirije la transcripcion de un marco de lectura abierto que consiste en una
secuencia de péptido sefial que esta unida en fase a un polipéptido no colageno que se va a trimerizar, el cual esta
unido a su vez a la porcion C-terminal del colageno que es capaz de llevar a cabo la autotrimerizacion, y que es
seleccionada de pro.alfa.1 (1), pro.alfa.2 (l), pro.alfa.1 (Il), pro.alfa.1 (lll), pro.alfa.l (V), pro.alfa.2 (V), pro.alfa.1 (XI),
pro.alfa.2 (XI) y pro.alfa.3 (XI), (b) introducir en una célula huésped eucariota un segundo constructo de ADN que
comprende un promotor que dirije la transcripcion de un marco de lectura abierto que consiste de una segunda
secuencia de péptido sefial que esta unida en fase a un segundo polipéptido no colageno que se va a trimerizar, el
cual esta unido en fase, a su vez, a la segunda porcion C-terminal del colageno que es capaz de llevar a cabo la
autotrimerizacion y que es seleccionada de pro.alfa.1 (1), pro.alfa.2 (l), pro.alfa.1 (ll), pro.alfa.1 (lll), pro.alfa.1 (V),
pro.alfa.2 (V), pro.alfa.1 (XI), pro.alfa.2 (XI) y pro.alfa.3 (XI), (c) hacer crecer la célula huésped bajo condiciones
fisiolégicas en un medio de crecimiento adecuado para permitir la secrecién de una proteina de fusion trimerizada
codificada por las susodichas primera y segunda secuencias de ADN y (d) aislar la proteina de fusién trimérica
secretada por la célula huésped.

En un aspecto del presente invento, se da a conocer un procedimiento para producir una proteina de fusién trimérica
secretada, que consiste de las siguientes fases: (a) introducir en una célula huésped eucariota un primer constructo
de ADN que comprende un promotor que dirije la transcripcién de un marco de lectura abierto que consiste de una
secuencia de péptido sefial que esta unida en fase a un polipéptido no colageno que se va a trimerizar, el cual esta
unido en fase, a su vez, a la porcion C-terminal del colageno que es capaz de llevar a cabo la autotrimerizacion y
que es seleccionada de pro.alfa.l (1), pro.alfa.2 (I), pro.alfa.l1 (11), pro.alfa.1 (lll), pro.alfa.l (V), pro.alfa2 (V),
pro.alfa.1 (XI), pro.alfa.2 (XI) y pro.alfa.3 (XI), (b) introducir en una célula huésped eucariota un segundo constructo
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de ADN que comprende un promotor que impulsa la transcripciéon de un marco de lectura abierto que consiste de
una segunda secuencia de péptido sefial que esta unida en fase a un segundo polipéptido no colageno que se va a
trimerizar, el cual esta unido en fase, a su vez, a una segunda porcion C-terminal del colageno que es capaz de
llevar a cabo la autotrimerizacion y que es seleccionada de pro.alfa.1 (1), pro.alfa.2 (1), pro.alfa.l1 (ll), pro.alfa.1 (lll),
pro.alfa.l (V), pro.alfa.2 (V), pro.alfa.1 (XI), pro.alfa.2 (XI) y pro.alfa.3 (XI), (c) introducir en una célula huésped
eucariota un tercer constructo de ADN que comprende un promotor que dirija la transcripcion de un marco de lectura
abierto que consiste de una tercera secuencia de péptido sefial que esta unida en fase a un tercer polipéptido no
colageno que se va a trimerizar, el cual esta unido en fase, a su vez, a una tercera porcion C-terminal del colageno
que es capaz de llevar a cabo la autotrimerizacién y que es seleccionada de pro.alfa.1 (1), pro.alfa.2 (1), pro.alfa.1 (ll),
pro.alfa.1 (lll), pro.alfa.1 (V), pro.alfa.2 (V), pro.alfa.1 (XI), pro.alfa.2 (XI) y pro.alfa.3 (XI), (d) hacer crecer la célula
hospedadora bajo condiciones fisioldgicas en un medio de crecimiento adecuado para permitir la secreciéon de una
proteina de fusion trimerizada codificada por las susodichas primera y segunda secuencias de ADN, y (e) aislar la
proteina de fusidn trimérica secretada por la célula huésped.

Este invento presenta las siguientes ventajas: (1) el colageno es la proteina mas abundante secretada en el cuerpo
de un mamifero y constituye cerca del 25% de las proteinas totales del cuerpo; (2) las principales formas de
colageno se producen naturalmente en forma de hélices triméricas, y sus C-propéptidos globulares son los
responsables del inicio de la trimerizacién, (3) el C-propéptido de colageno trimérico liberado proteoliticamente del
colageno maduro se encuentra naturalmente en niveles por debajo del microgramo/mL en la sangre de los
mamiferos y no se ha demostrado que sea toxico para el cuerpo; (4) la region de triple hélice lineal de colageno
puede estar incluida como un enlazador con una separacion esperada de 2.9 A por residuo o excluida como parte de
la proteina de fusién, por lo que la distancia entre la proteina que se va a trimerizar y el C-propéptido de colageno
puede ser ajustada de forma precisa para lograr una actividad bioldgica dptima; (5) el sitio de reconocimiento del
BMP1, el cual escinde el C-propéptido del procolageno, se puede mutar o suprimir para evitar la alteracién de la
proteina de fusion trimérica; (6) el dominio C-propéptido proporciona una etiqueta de afinidad universal, que se
puede utilizar para la purificacion de cualquiera de las proteinas de fusion secretadas creadas por el presente
invento.

En contraste con la tecnologia Tag Fc (Sledziewski et al., 1992 y 1998 ), con la que se pueden crear proteinas de
fusion diméricas secretadas, el presente invento aqui descrito permite por primera vez la creacién y secrecion de
proteinas de fusién solubles triméricas. Teniendo en cuenta el hecho de que un homotrimero tiene simetria ternaria
mientras que un homodimero tiene tan solo simetria binaria, tedricamente estas dos formas estructurales distintas
nunca pueden ser perfectamente superpuestas (Fig. 1). De esta forma, ni el homodimero soluble TNF-R-Fc (como
por ejemplo, Enbrel), ni las proteinas de fusion CD4-Fc solubles, podrian haber tenido una interfaz 6ptima para la
unién a sus correspondientes ligandos homotriméricos, TNF-a y la gp120 del VIH, respectivamente. Por el contrario,
el CD4 y los receptores TNF solubles homotriméricos creados por el presente invento son estructuralmente
trivalentes y tienen el potencial de acoplarse perfectamente a los ligandos homotriméricos correspondientes. Es por
ello que estos andlogos de receptores triméricos solubles pueden ser mucho mas eficaces neutralizando las
actividades biologicas de sus ligandos triméricos. Con este oportuno invento se pueden disefiar facilmente y
racionalmente medicamentos mas eficaces y aln por encima menos costosos, tales como el CD4 y el TNF-R soluble
trimérico descritos en los ejemplos preferidos de ejecucién, para combatir las enfermedades debilitantes, tales como
la artritis y el SIDA. Con el presente invento se puede crear también la gp120 trimérica soluble, que puede mimetizar
mejor el complejo de la proteina de cubierta gp120 trimérica nativa que se encuentra en los virus del VIH, y se utiliza
asi como una vacuna mas eficaz en comparacion con la antigenos gp120 no triméricos utilizados anteriormente.
Anticuerpos quimera en forma trimérica también pueden ser creados con el presente invento, lo que le
proporcionaria a un anticuerpo una mayor intensidad en la neutralizacién de su antigeno.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras 1A, 1B, 1C y 1D son una representacién esquematica del procedimiento de acuerdo con el presente
invento en comparacion con la anterior fusion de la inmunoglobulina Fc dimérica.

Las figuras 1A y 1B son una vista en alzado lateral y una vista en planta desde arriba, respectivamente, de las
caracteristicas estructurales de una fusién Fc - receptor TNF-RIl homodimérico soluble, como por ejemplo Enbrel de
Amgen, ya sea en forma de ligando libre o unido tal y como se indica.

Los dominios marcados con un 1 indican el TNF-RII soluble. Nétese que la proteina de fusién Fc (marcada con un 2
con enlaces disulfuro intercatenarios 3) es una estructura dimérica. Dada su simetria binaria, la proteina de fusion Fc
dimérica es bivalente y por lo tanto teéricamente no tiene una conformacion Optima para unirse a un ligando
homotrimérico, como por ejemplo el TNF-a (marcado con un 4) que tiene una simetria ternaria.

Las figuras 1C y 1D son una vista en alzado lateral y una vista en planta desde arriba, respectivamente, de las
caracteristicas estructurales de la fusién de un receptor sTNF-RII soluble trimérico y un C-propéptido.

Dada su simetria ternaria, una proteina de fusion sTNF-RII - Trimer es trivalente en la naturaleza, por lo que puede
acoplarse perfectamente a su ligando trimérico TNF-a. El C-propéptido de colageno que es capaz de llevar a cabo la
autotrimerizacion esta etiquetado con un 5 con enlaces disulfuro intercatenarios 3.

Las figuras 2A y 2B ilustran las estructuras de vectores plasmidicos pTRIMER para la creacién de proteinas de
fusion triméricas secretadas. Cualquier ADNc que codifica para receptores solubles o polipéptidos biolégicamente
activos puede ser clonado en los sitios Gnicos Hind Il o Bgl Il para permitir la union en fase en los extremos C-
terminales del colageno a(l) que contiene la secuencia C-propéptido para la trimerizacion.
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La figura 2A muestra que el constructo pTRIMER (TO) contiene parte de las repeticiones de glicina (GXY)n por
encima del C-propéptido.

La figura 2B muestra que el pTRIMER (T2) contiene solo el dominio C-propéptido con un sitio de reconocimiento de
la proteasa BMP-1 mutado.

Las figuras 3A y 3B ilustran la expresion y secrecion de proteinas de fusién de colageno triméricas unidas por
enlaces disulfuro.

La figura 3A muestra un Western blot de la trimerizacién de la fosfatasa alcalina de placenta humana (AP) cuando se
fusiona con los C-propéptidos de colageno a(l). Los vectores de expresion que codifican ya sea para AP sola o para
las uniones de AP - C-propéptido en vectores pTRIMER fueron transitoriamente transfectados en células HEK293T.
Cuarenta y ocho horas mas tarde, el medio condicionado (20 mL) de cada una de las células transfectadas en la
forma indicada fue hervido durante 5 minutos en el mismo volumen de 2X tampoén SDS, con o sin agente reductor
(mercaptoetanol), separado en un 10% de SDS -PAGE y analizado por Western blot utilizando un anticuerpo
policlonal para AP (GenHunter Corporation). Notese que las AP de 67 kDa secretadas no forman por si solas
enlaces disulfuro intermoleculares, mientras que las fusiones AP-TO y AP-T2 secretadas son ensambladas de
manera eficiente en trimeros unidos por enlaces disulfuro.

La figura 3B muestra un Western blot de la trimerizacion del TNF-RIl humano soluble cuando se une a los C-
propéptidos del colageno a(l). Los vectores de expresion que codifican ya sea para la unién AP - C-propéptido (T2)
(como un control negativo para la especificidad del anticuerpo), o para uniones C-propéptido - TNF-RII solubles
humanos en la forma indicada en los vectores de pTRIMER fueron transitoriamente transfectados en células
HEK293T. Cuarenta y ocho horas méas tarde, el medio acondicionado (20 mL) de cada una de las células
transfectadas y no transfectadas en la forma indicada fue hervido durante 5 minutos en un volumen igual de 2X
tampon SDS, con o sin agente reductor (mercaptoetanol), separado en un 10% de SDS-PAGE y analizado por
Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal para el TNF-RII humano (clon 226, R & D Systems, Inc.). Nétese
gue el anticuerpo monoclonal solo puede reconocer el TNF-RII secretado con enlaces disulfuro. Tanto las uniones
TNF-RIl - TO como TNF-RII - T2 solubles son ensambladas de manera eficiente en trimeros unidos por enlaces
disulfuro.

Las figuras 4 y 5 ilustran los bioensayos que muestran la potente actividad neutralizante de la proteina de fusién
soluble trimérica humana TNF-RII — C-propéptido frente a la apoptosis mediada por TNF-a.

La figura 4, las células WEHI - 13VAR sensibles a TNF-a (ATCC) se resuspendieron en 1 millén de células/mL en
medio RPMI conteniendo un 10% de SFB. Una alicuota de 100 mL de la suspensién celular se sembré en cada
pocillo en una placa de microtitulacién de 96 pocillos y a cada pocillo se le afiadi6 Actinomicina D en una
concentracion de 500 ng/mL seguida por 500 pg/mL de TNF-a humano (R & D Systems) en presencia o ausencia de
TNF-RII - T2 trimérico humano soluble en la forma indicada. Como control negativo se afiadié la AP-T2 trimérica en
lugar de TNF-RII - T2. Después de 16 horas de incubacion en un incubador de cultivo tisular, la viabilidad de las
células se examind por medio de un microscopio invertido con un aumento de 20X o mediante azul de Alamar
(Biosource, Inc.), que es la tincion indicadora de la viabilidad celular y que fue afiadida en cada pocillo a una
concentracién del 10% (v/v). Las células vivas son capaces de convertir el color de la tincién del azul al rosa. Notese
que el TNF-RIl - T2 soluble trimérico humano muestra una potente actividad neutralizante frente al TNF-q,
protegiendo a las células de la apoptosis mediada por TNF-a.

La figura 5 muestra los analisis cuantitativos de la actividad neutralizante del TNF-RII - T2 soluble trimérico humano
frente al TNF-a humano. El experimento se llevo a cabo como se muestra en la Fig. 4A. Dos horas después de
afiadir el colorante azul de Alamar, el medio de cultivo de cada pocillo fue analizado a una absorbancia (OD) de 575
nm. Las lecturas fueron normalizadas con los valores de los pocillos a los que no se les habia afiadido TNF-a (100%
de viabilidad) o de los que tenian TNF-a pero no se les habia afiadido el agente neutralizante (0% de viabilidad).

BREVE DESCRIPCION DE LAS LISTAS DE SECUENCIAS

Numero de ID de secuencia: 1 (963 bases)

Secuencia de nucledtidos que codifica para el C-propéptido del constructo TO del colageno a(l) humano. El
constructo de ADNc fue clonado en el vector pAPtag2, reemplazando a la regién de codificacion para AP. Las
secuencias subrayadas indican los sitios de las enzimas de restriccion, utilizados en la construccion del vector
pPTRIMER correspondiente. Los codones en negrita indican el inicio y la terminacion de la region codificante TO.
Numero de ID de secuencia: 2 (311 aa)

La secuencia proteica esperada para el C-propéptido TO de colageno a(l) humano. La secuencia subrayada indica la
regién de las repeticiones de glicina "por encima” del C-propéptido. Los residuos de aminoacidos que estan en rojo
indican el sitio de reconocimiento de la proteasa BMP-1.

Numero de ID de secuencia: 3 (771 bases)

La secuencia de nucleétidos que codifica para el C-propéptido del constructo T2 de colageno a(l) humano. El
constructo de ADNc fue clonado en un vector pAPtag2, en sustitucion de la region codificante AP. Las secuencias
subrayadas indican los sitios de las enzimas de restriccion, utilizados en la construccién del vector pTRIMER
correspondiente. Los codones en negrita indican el inicio y la terminacién de la regién codificante T2.

Numero de ID de secuencia: 4 (247 aa)

La secuencia proteica esperada para el C-propéptido T2 de colageno a(l) humano. El residuo de aminoacido que se
muestra en rojo indica la ubicacién del sitio de reconocimiento de la proteasa BMP-1 mutada.

Numero de ID de secuencia: 5 (2487 bases)
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Secuencia de nucleétidos que codifica para la fosfatasa alcalina de la placenta humana (AP) unida al C-propéptido
TO del colageno a(l) humano (AP-TO). Las secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion utilizados para
llevar a cabo la unién. El sitio de restriccién, que marca el sitio de unién mostrado en mitad de la secuencia, es Bgl II.
Numero de ID de secuencia: 6 (819 aa)

La secuencia proteica esperada para la proteina de fusion AP-TO. Los residuos de aminoacidos en azul indican los
sitios de union entre las fosfatasas alcalinas de placenta humana (AP) y el polipéptido TO de colageno a(l). Los
codones en negrita indican el inicio y la terminacion de la proteina de fusién. La secuencia subrayada indica la
region de las repeticiones de glicina "por encima" del C-propéptido de colageno a(l) humano. Los residuos de
aminoacidos en rojo indican la secuencia de reconocimiento de la proteasa BMP-1.

Numero de ID de secuencia: 7 (2294 bases)

Secuencia de nucleétidos que codifica para las fosfatasas alcalinas de placenta humana (AP) unidas al C-propéptido
T2 de colageno a(l) humano (AP-T2). Los codones en negrita indican el inicio y la terminacion de la proteina de
fusién. Las secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion utilizados para llevar a cabo la fusién. El sitio de
restriccion, que marca el sitio de fusién mostrado en mitad de la secuencia, es Bgl Il.

Numero de ID de secuencia: 8 (755 aa)

La secuencia proteica esperada para la fusion AP - T2. Los residuos de aminoacidos en azul indican los sitios de
fusién entre las fosfatasas alcalinas de placenta humana (AP) y el polipéptido T2 de colageno a(l). El residuo de
aminoacido en rojo indica la ubicacién del sitio de reconocimiento de la proteasa BMP-1 mutada.

Numero de ID de secuencia: 9 (1734 bases)

Secuencia de nucleétidos que codifica para el TNF-RII soluble humano fusionado al C-propéptido TO de colageno
a(l) humano (sTNF-RII - TO). Los codones en negrita indican el inicio y la terminacién de la proteina de fusion. Las
secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion utilizados para llevar a cabo la fusién. La secuencia
subrayada, que marca el sitio de fusion mostrado en mitad de la secuencia, es la unién BamH |/ Bgl 1.

Numero de ID de secuencia: 10 (566 aa)

Secuencia proteica esperada para la fusion humana soluble TNF-RII - TO. Los residuos de aminoéacidos en azul
indican los sitios de fusién entre el TNF-RIl humano soluble y el polipéptido TO de colageno a(l). La secuencia
subrayada indica la region de las repeticiones de glicina "por encima” del C-propéptido de colageno a(l) humano.
Los residuos de aminoécidos en rojo indican el sitio de reconocimiento de la proteasa BMP-1.

Numero de ID de secuencia: 11 (1.542 bases)

Secuencia de nucleétidos que codifica para el TNF-RIlI humano soluble fusionado al C-propéptido T2 de colageno
a(l) humano (sTNF-RII - T2). Los codones en negrita indican el inicio y la terminacién de la proteina de fusion. Las
secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion utilizados para la construccion de la fusion. La secuencia
subrayada, que marca el sitio de fusion mostrado en mitad de la secuencia, es la unién BamH 1/ Bgl 11

Numero de ID de secuencia: 12 (502 aa)

La secuencia proteica esperada de la proteina de fusién humana soluble TNF-RII - T2. Los residuos de aminoacidos
en azul indican los sitios de fusion entre el TNF-RII humano soluble y el polipéptido T2 de colageno a(l). El residuo
de aminoacido que se muestra en rojo indica la ubicacion del sitio de reconocimiento de la proteasa BMP-1 mutada.
Numero de ID de secuencia: 13 (2.139 bases)

Secuencia de nucledtidos que codifica el CD4 humano soluble fusionado al C-propéptido TO de colageno a(l)
humano. Las secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion utilizados para la construccion de la fusion. La
secuencia subrayada, que marca el sitio de fusion mostrado en mitad de la secuencia, es el sitio Bgl II.

Numero de ID de secuencia: 14 (699 aa)

La secuencia proteica esperada de la fusién humana soluble CD4 - TO. Los residuos de aminoacidos en azul indican
los sitios de fusién entre el polipéptido TO de colageno a(l) y el CD4 soluble humano. La secuencia subrayada indica
la region de las repeticiones de glicina "por encima" del C-propéptido de colageno a(l) humano. Los residuos de
aminoacidos que se muestran en rojo indican el sitio de reconocimiento de la proteasa BMP-1.

Numero de ID de secuencia: 15 (1.947 bases)

Secuencia de nucledtidos que codifica el CD4 humano soluble fusionado al C-propéptido T2 de colageno a(l)
humano. Las secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion utilizados para la construccion de la fusién. La
secuencia subrayada, que marca el sitio de fusion mostrado en mitad de la secuencia, es el sitio Bgl II.

Numero de ID de secuencia: 16 (635 aa)

La secuencia proteica esperada de la fusién humana soluble CD4 - T2. Los residuos de aminoacidos en azul indican
los sitios de fusion entre el CD4 humano soluble y el polipéptido T2 de colageno a(l). El residuo de aminoacido en
rojo indica la ubicacion del sitio de reconocimiento de la proteasa BMP-1 mutada.

DESCRIPCION DEL INVENTO

Antes de presentar el invento, puede resultar Util para su comprension presentar las definiciones de ciertos términos
gue se utilizaran de aqui en adelante.

Constructo de ADN: una molécula de ADN, generalmente en forma de un vector plasmidico o virico, ya sea de una
hebra doble o sencilla que ha sido modificado por medio de la tecnologia de ADN recombinante para contener
segmentos de ADN unidos de tal forma que en su conjunto no existirian en la naturaleza. Los constructos de ADN
contienen la informacién necesaria para dirigir la expresion y/o secrecién de la proteina codificante de interés.
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Secuencia de péptido sefial: tramo de una secuencia de aminoacidos que actla dirigiendo la secrecién de un
polipéptido maduro o una proteina de una célula. Los péptidos sefial se caracterizan por un nicleo de aminoacidos
hidréfobos y se encuentran tipicamente en los extremos amino de las proteinas recién sintetizadas que van a ser
secretadas o ancladas a la superficie celular. El péptido sefial se escinde a menudo de la proteina madura durante la
secrecion. Dichos péptidos sefial contienen sitios que permiten la escision de los péptidos sefial de las proteinas
maduras a medida que pasan a través de la ruta de secrecion proteica. Cuando una secuencia de péptido sefial esta
unida al extremo amino terminal de otra proteina que no tiene péptido sefial puede dirigir la secrecion de la proteina
fusionada. La mayoria de las proteinas secretadas, como los factores de crecimiento, las hormonas peptidicas, las
citoquinas y las proteinas de membrana, como por ejemplo los receptores de la superficie celular, contienen una
secuencia de péptido sefial cuando se sintetizan como una proteina naciente.

Receptor soluble: una parte o la totalidad de un dominio extracelular de un receptor de la superficie celular que es
capaz de unirse a su ligando. Por lo general, no contiene ningn tramo interno de la secuencia de aminoacidos
hidréfobos responsables del anclaje a la membrana.

C-propéptido de colageno: el C-terminal globular, y el dominio no triple hélice de colageno, que es capaz de
autoensamblarse en trimeros. A diferencia de lo que ocurre con la region de triple hélice de colageno, el C-
propéptido no contiene ninguna secuencia de repeticion de glicina y normalmente es eliminado proteoliticamente a
partir del precursor procolageno después de la secrecion de procolageno antes de la formacion de las fibrillas de
colageno.

Repeticiones de glicina: regiéon central lineal de triple hélice formadora de coldgeno que contiene cientos de
repeticiones de (Gly -XY)n en la secuencia de aminoacidos. Estas repeticiones también son ricas en prolina en las
posiciones X y/o Y. Tras la eliminacion de los N- y C-propéptidos, las repeticiones de glicina que contienen triples
hélices de coldgeno pueden ensamblarse en fibrillas de coldgeno insolubles de mayor orden, lo que constituye el
componente principal de la matriz celular.

ADNCc: hebras para el ADN complementario o secuencia de ADN complementaria al ARN mensajero. Por lo general,
las secuencias de ADNc no contienen ninguna secuencias de intrones (codificacion no proteica).

Antes de este invento, casi todos los anticuerpos terapéuticos y las proteinas de fusién de receptor Fc soluble, tales
como Enbrel, eran de estructura dimérica (Fig. 1). Aunque se ha demostrado que estas moléculas, en comparacion
con sus homélogos monomeéricos, se unen a sus antigenos diana o ligandos con una mayor intensidad, es de
esperar que todavia sean imperfectas, debido a las limitaciones estructurales, para unir las dianas que tienen una
estructura homotrimérica. Entre los ejemplos de ligandos triméricos terapéuticamente importantes se encuentran la
familia TNF de citoquinas y la proteina de cubierta gp120 del VIH. Por lo tanto, desde un punto de vista estructural,
también es deseable que se puedan generar receptores o anticuerpos solubles triméricos que se que puedan
acoplar perfectamente a sus ligandos triméricos o antigenos diana (Fig. 1), y bloquear de este modo completamente
la actividad del ligando. Se espera que dichos receptores solubles o anticuerpos quiméricos triméricos tengan una
afinidad més alta por sus dianas y que por lo tanto se puedan utilizar de una forma més eficaz y eficiente para el
tratamiento de enfermedades como la artritis y el SIDA.

Este invento describe formas para la generacion de dichos receptores triméricos secretados y proteinas
bioldgicamente activas por fusion a los C-propéptidos de colageno, que son capaces de autoensamblarse en
trimeros. El invento presenta las siguientes ventajas: (1) el colageno es la proteina mas abundante secretada en el
cuerpo de un mamifero, constituyendo cerca del 25% de las proteinas totales del cuerpo; (2) las principales formas
de colageno se producen de forma natural como hélices triméricas, con sus C-propéptidos globulares como
responsables del inicio de la trimerizacién, los cuales se escinden posteriormente mediante proteolisis tras la
formacion de la triple hélice; (3) el C-propéptido trimérico soluble escindido de colageno se encuentra de forma
natural en niveles inferiores a un microgramo/mL en la sangre de los mamiferos; (4) la region de triple hélice lineal
de colageno puede ser incluida como un enlazador o excluida como parte de la proteina de fusién de tal modo que la
distancia entre una proteina que va a ser trimerizada y el C-propéptido de colageno se puede ajustar de forma
precisa para lograr una actividad biolégica 6ptima; (5) el sitio de reconocimiento de BMP1 que escinde el C-
propéptido del pro-colageno se puede mutar o suprimir para evitar la alteracién de una proteina de fusion trimérica;
(6) el dominio C-propéptido proporciona un marcador de afinidad universal, que puede ser utilizado para la
purificacion de cualquiera de las proteinas de fusion secretadas creadas por este invento; (7) a diferencia del
marcador Fc 1gG1l que es conocido por tener otras funciones biolégicas, tales como la unién a sus propios
receptores de superficie celular, la Unica funcion bioldgica del C-propéptido de colageno es la capacidad de iniciar la
trimerizacion de cadenas nacientes de procolageno y mantener el trimero recién hecho de pro-colageno soluble
antes del ensamblaje en la matriz celular insoluble. Por estas propiedades Unicas del C-propéptido de colageno es
de esperar que sea poco probable que esta etiqueta Unica de trimerizacion sea téxica o inmunogénica, por lo que es
un candidato ideal para aplicaciones terapéuticas.

Para demostrar la viabilidad de la fabricacion de proteinas de fusién trimérica secretadas, las secuencias de ADNc
gue codifican todos los C-propéptidos de colageno a1(l) humano que contienen alguna regién de triple hélice con
repeticiones de glicina (constructo TO, numeros de ID de secuencia 1-2 ), o bien sin repeticiones de glicina con un
sitio de reconocimiento de BMP-1 mutado (constructo T2, nimero de ID de Secuencia 3-4), fueron amplificadas por
RT-PCR usando los clones EST obtenidos de la American Type Culture Collection (ATCC). Los ADNc amplificados
se clonaron cada uno como un fragmento Xbal - Bgl Il en el vector de expresiéon de mamiferos pAPtag2 (GenHunter
Corporation; Leder et al.,, 1996 y 1998), en sustitucion de la region de codificacion AP (Fig. 2). Los vectores
resultantes se denominan pTRIMER, versiones T2 y TO respectivamente. Los vectores permiten la conveniente
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fusion en fase de cualquier matriz de ADNc que codifica un receptor soluble o una proteina biolégicamente activa en
los sitios Hind Il y Bgl Il Unicos. Dichas proteinas de fusion tienen las etiquetas de trimerizacién de colageno
situadas en los extremos C-terminales, de forma similar a los procolagenos nativos.

Ejemplo 1:

Para demostrar la viabilidad de este invento, un ADNc que codifica la fosfatasa alcalina de placenta humana
secretada (AP), incluyendo su secuencia nativa de péptido sefial, fue cortada como un fragmento Bgl Il — Hind IlI del
vector de pAPtag4 (GenHunter Corporation; Leder et al., 1996 y 1998) y se cloné en los sitios correspondientes de
los vectores pTRIMER - TO y pTRIMER - T2. Los constructos de fusion AP - colageno resultantes (numero de ID de
secuencia 5-8) se expresaron en células HEK293T (GenHunter Corporation) después de la transfeccion. El éxito de
la secrecién de las proteinas de fusion AP - colageno puede ser determinada facilmente mediante un ensayo de
actividad AP utilizando un medio acondicionado de las células transfectadas. La actividad AP alcanz6
aproximadamente 1 unidad/mL (o el equivalente a aproximadamente 1 mg/mL de la proteina de fusion) 2 dias
después de la transfeccion. Para obtener células HEK293T que expresan de forma estable las proteinas de fusion,
se seleccionaron clones estables después de la co-transfeccion con un vector resistente a puromicina pBabe - Puro
(GenHunter Corporation). Los clones que expresan actividad AP se ampliaron y se guardaron para la produccién a
largo plazo de las proteinas de fusion.

Para determinar si las proteinas de fusion AP - colageno estdn ensambladas en trimeros unidos por enlaces
disulfuro, los medios acondicionados que contienen las AP solas o bien las fusiones AP - TO y AP - T2 son hervidos
en tampones de SDS que contienen B - mercaptoetanol (reductor) o no (no reductor), separados por medio de SDS-
PAGE y analizados por Western blot utilizando un anticuerpo de policlonacion anti-AP (GenHunter Corporation). Las
AP solas, sin fusién, mostraron una banda de 67 kDa, tanto bajo condiciones reductoras como no reductoras, lo que,
tal y como era de esperar, es consistente con la falta de enlaces disulfuro intermoleculares (Fig. 3A). Por el contrario,
tanto la proteina de fusion secretada AP - TO como la AP - T2 mostraron un tamafio tres veces mayor (alrededor de
300 kDa) en condiciones no reductoras que en condiciones reductoras (90-100 kDa), lo que indica que las dos
proteinas de fusion fueron completamente ensambladas en homotrimeros (Fig. 3A). Este resultado reduce
esencialmente el concepto de este invento en la préactica.

Ejemplo 2:

Para proporcionar una prueba de que se pueden proporcionar funciones biologicas nuevas y terapéuticamente
beneficiosas a una proteina de fusion trimérica, se construy6 un receptor de TNF-RII trimérico soluble humano (p75)
por medio del correspondiente clon EST obtenido de la ATCC. Como se ha descrito en el ejemplo 1, la regién N -
terminal del TNF-RIl humano, incluyendo toda la region de unién al ligando pero excluyendo el dominio
transmembrana, fue clonado en fase, como un fragmento Bam HI, en el sitio Bgl Il tanto del vector pTRIMER - TO
como del vector pTRIMER - T2 (nimero de ID de secuencia 9-12). Los constructos de fusion resultantes se
expresaron en células HEK293T después de la transfeccion. Los clones estables fueron obtenidos por coseleccion
con puromicina tal y como ha sido descrito en el ejemplo 1. Se llevé a cabo un analisis por Western blot tanto bajo
condiciones reductoras como no reductoras para determinar si las resultantes proteinas de fusion solubles TNF-RII -
colageno fueron en efecto expresadas, secretadas y ensambladas en formas triméricas. Como era de esperar, el
anticuerpo monoclonal del TNF-RIl humano (clon 226 de R&D Systems, Inc.) reconocié de forma precisa las
proteinas de fusién - TNF triméricas solubles expresadas por los dos vectores de fusion TO y T2 como bandas de
220-240 kDa, que son alrededor tres veces mas grande que las correspondientes proteinas de fusion monoméricas
(Fig. 3B). El anticuerpo TNF-RII no pudo detectar las proteinas de fusion monoméricas en condiciones reductoras,
en consonancia con la propiedad especificada por el fabricante del anticuerpo. Como un control negativo para la
especificidad del anticuerpo, ni las células HEK293T solas, ni las células que expresaban la proteina de fusién AP -
T2 expresaron el TNF-RII (Fig. 3B).

Para determinar si los receptores triméricos solubles de TNF-RII son inhibidores potentes de su ligando trimérico
TNF-a, se llevé a cabo un bioensayo de TNF-a usando la linea celular sensible a la citoquina WEHI - 13VAR (ATCC)
tal y como ha sido descrito por Mohler et al. (1993). El resultado mostrado en la Fig. 4 indica claramente que las
proteinas de fusion solubles triméricas de TNF-RII - C-propéptido son altamente potentes neutralizando la apoptosis
mediada por TNF-a de las células WEHI - 13VAR en presencia de actinomicina D (500 ng/mL) (Sigma). Cuando el
TNF-a humano (R&D Systems) fue utilizado a una concentraciéon de 0,5 ng/mL, el TNF-RII - T2 trimérico soluble (ya
sea de medio libre de suero o en su forma purificada) presentd una Ki-50 aparente (50% de inhibicién) de
aproximadamente 2 ng/mL o 8 x 10 * M (asumiendo un Pm de 240 kDa para un homotrimero). Esta afinidad al
TNF-a es de un orden de magnitud 4 veces mayor que la del monémero de TNF-RIl y al menos de 10 a 100 veces
mayor que la de la fusion dimérica soluble de TNF-RII - Fc, como es el caso de Enbrel (Mohler et al., 1993).

En este ejemplo fundamental demuestra que este invento puede crear proteinas de fusion triméricas con nuevas
propiedades biologicas que pueden tener importantes aplicaciones terapéuticas. Este tipo de receptores triméricos
solubles de TNF humanos pueden llegar a ser mucho mas eficaces que el receptor TNF dimérico soluble (por
ejemplo, Enbrel) que se encuentra actualmente en el mercado para el tratamiento de enfermedades autoinmunes
como la AR. El el drastico aumento de la potencia de los receptores de TNF triméricos podria reducir en gran
medida la cantidad de inhibidores del TNF que se le tienen que inyectar semanalmente a cada paciente, al mismo
tiempo que mejora el tratamiento y rebaja significativamente el coste que supone dicho tratamiento a los pacientes.
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La mejora en la potencia de los receptores de TNF triméricas también puede aliviar el cuello de botella en la
produccién actual del receptor de TNF dimérico, ya que actualmente solo es posible satisfacer las demandas en el
tratamiento de alrededor de 100.000 pacientes en los Estados Unidos.

Ejemplo 3.

El virus del VIH, causante del sida, infecta y destruye en nuestro cuerpo todo un linaje especial de linfocitos T. Estos
linfocitos conocidos como células T CD4+ expresan una proteina de la superficie celular CD4 doblada, que es el
receptor del VIH. El VIH reconoce a las células CD4+ con su proteina de cubierta viral gp120, la cual se une a la
CD4. En particular, la gp120 existe como un complejo homotrimérico gigante en la superficie viral, mientras que las
CD4 son monomeéricas en la superficie celular. El modelo actual para la infecciéon por VIH es el de un acoplamiento
completo del VIH a las células T CD4+, en el cual es necesaria la unién de cada una de las tres subunidades de los
trimeros de gpl120 a la CD4 para que el ARN viral entre en las células. Obviamente, una de las estrategias mas
directas para detener la infeccion por VIH es el uso de CD4 soluble para neutralizar el virus. En efecto, tal enfoque
utilizando tanto las fusiones de CD4 - Fc como las CD4 solubles monoméricas ha demostrado ser muy eficaz en la
reduccion de infecciones por el VIH en cepas aisladas de laboratorio (Clapham et al., 1989; Daar et al., 1990).
Desafortunadamente, estas CD4 solubles fueron menos eficaces en la detencion de la infeccion de cepas virales de
VIH que se encuentran en pacientes con SIDA (Daar et al., 1990), posiblemente debido a las variaciones de la
secuencia de amino &cidos de la gp120, lo que disminuye la afinidad para las CD4 monoméricas y diméricas
solubles.

Para aumentar de manera significativa la afinidad de una CD4 soluble a cualquiera de las variantes de gp120 en los
virus VIH, es preferible que la CD4 soluble esté en forma trimérica para que se pueda acoplar perfectamente a su
ligando trimérico, los homotrimeros gp120. Uno de los principales retos en la lucha contra el SIDA ha sido la alta
tasa de mutacion del genoma viral, que lleva a una mayor resistencia a los medicamentos. Es por ello que cualquier
farmaco que afecte directamente a genes virales del tipo de la transcriptasa inversa del VIH (por ejemplo, AZT) o la
proteasa, son probablemente ineficaces debido a la alta tasa de mutaciones virales. Por el contrario, e
independientemente de cudl sea la tasa de mutacion, el virus del VIH tiene que unirse a un receptor celular CD4
para iniciar la infeccion. Por lo tanto, un trimero de CD4 soluble de alta afinidad deberia de ser inmune a las
mutaciones virales ya que dichas mutaciones en los genes gp120 haran que el virus sea incapaz de unirse no solo a
un CD4 trimérico soluble sino también al receptor CD4 de las células.

Para crear estos analogos triméricos solubles del receptor CD4 del VIH, se amplific6 un ADNc que codifica la
totalidad de los CD4 solubles humanos, incluyendo su secuencia nativa de péptido sefial pero excluyendo los
dominios citoplasmicos cortos y de transmembrana, utilizando un clon EST obtenido de la ATCC. A continuacion, el
ADNCc resultante se clon6 como un fragmento Bgl Il - Hind 1ll en los sitios correspondientes de los vectores de
expresion pTRIMER - TO y pTRIMER - T2. Los constructos de fusion resultantes de colageno - CD4 solubles
(numero de ID de secuencia 13-16) se expresaron en células HEK293T (GenHunter Corporation) después de la
transfeccién. Para obtener células HEK293T que expresaran de forma estable las proteinas de fusion, se
seleccionaron clones estables después de la cotransfeccion con un vector resistente a la puromicina, pBabe - Puro
(GenHunter Corporation). Los clones que expresan las proteinas de fusion se multiplicaron y guardaron para obtener
posteriormente las proteinas de fusion.

Para determinar si las proteinas de fusidon coladgeno humano - CD4 solubles se ensamblan en trimeros unidos por
enlaces disulfuro, los medios acondicionados que contienen las fusiones de CD4 - TO y CD4 - T2 solubles se
llevaron a ebullicion en un tampén de SDS sin (no reductor) o con B-mercaptoetanol (reductor), se separaron por
medio de una SDS-PAGE y se analizaron por Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal para CD4 humano
(R & D Systems). Los resultados mostraron que las dos proteinas de fusion solubles secretadas CD4 - TO y CD4 -
T2 eran tres veces mas grandes (alrededor de 300 kDa) en condiciones no reductoras que aquellas en condiciones
reductoras (90-100 kDa), lo que indica que fueron ensambladas completamente en homotrimeros (datos no
mostrados). Ahora bien, estos CD4 soluble triméricos pueden ser facilmente probados para la unién con la gp120 y
la infeccion anti-VIH.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GENHUNTER CORPORATION

<120> PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES PARA PRODUCIR ANALOGOS DE RECEPTORES TRIMERICOS
SECRETADOS Y PROTEINAS DE FUSION BIOLOGICAMENTE ACTIVAS
<130> 04-066-PL

<150> 10/677,877

<160> 16

<210>1

<211> 963

<212> ADNc

<213> HOMO SAPIENS

<220>

<221>CDS

<222>12 947
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<400>1

Hind 11l Bglll
AAGCTTACGTAAGATCTAACGGTCTCCCTGGCCCCATTGGGCCCCCTGGTCCT
CGCGGTCGCACTGGTGATGCTGGTCCTGTTGGTCCCCCCGGCCCTCCTGGACC
TCCTGGTCCCCCTGGTCCTCCCAGCGCTGGTTTCGACTTCAGCTTCCTGCCCC
AGCCACCTCAAGAGAAGGCTCACGATGGTGGCCGCTACTACCGGGCTGATGAT
GCCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACCCTCAAGAGCCT
GAGCCAGCAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGGGAAGCCGCAAGAACCCCG
CCCGCACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACTGGAAGAGTGGAGAG
TACTGGATTGACCCCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATCAAAGTCTTCTG
CAACATGGAGACTGGTGAGACCTGCGTGTACCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCC
AGAAGAACTGGTACATCAGCAAGAACCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTC
GGCGAGAGCATGACCGATGGATTCCAGTTCGAGTATGGCGGCCAGGGCTCCGA
CCCTGCCGATGTGGCCATCCAGCTGACCTTCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGG
CCTCCCAGAACATCACCTACCACTGCAAGAACAGCGTGGCCTACATGGACCAG
CAGACTGGCAACCTCAAGAAGGCCCTGCTCCTCAAGGGCTCCAACGAGATCGA
GATCCGCGCCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTACAGCGTCACTGTCGATGGCT
GCACGAGTCACACCGGAGCCTGGGGCAAGACAGTGATTGAATACAAAACCACC
AAGTCCTCCCGCCTGCCCATCATCGATGTGGCCCCCTTGGACGTTGGTGCCCC
AGACCAGGAATTCGGCTTCGACGTTGGCCCTGTCTGCTTCCTGTAAACTCCCT
CCATCTAGA

Xba |

<210>2

<211>311

<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 2

1 RSNGLPGPIG PPGPRGRTGD AGPVGPPGPP GPPGPPGPPS AGFDFSFLPQ PPQEKAHDGG 60
61 RYYRADDANYV VRDRDLEVDT TLKSLSQQIE NIRSPEGSRK NPARTCRDLK MCHSDWKSGE 120
121 YWIDPNQGCN LDAIKVFCNM ETGETCVYPT QPSVAQKNWY ISKNPKDKRH VWFGESMTDG 180
181 FQFEYGGQGS DPADVAIQLT FLRLMSTEAS QNITYHCKNS VAYMDQQTGN LKKALLLKGS 240
241 NEIEIRAEGN SRFTYSVTVD GCTSHTGAWG KTVIEYKTTK SSRLPIIDVA PLDVGAPDQE 300

301 FGFDVGPVCF L

<210>3 3

<211>711

<212> ADNc

<213> HOMO SAPIENS
<220>

<221> CDS

<222>12 755

<400> 3

Hind Il Bglll
AAGCTTACGTAAGATCTGATGCCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACC
CTCAAGAGCCTGAGCCAGCAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGGGAAGCCGCAAGAACCC
CGCCCGCACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACTGGAAGAGTGGAGAGTACTGGA
TTGACCCCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATCAAAGTCTTCTGCAACATGGAGACTGGT
GAGACCTGCGTGTACCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCCAGAAGAACTGGTACATCAGCAAGAA
CCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTCGGCGAGAGCATGACCGATGGATTCCAGTTCGAGT
ATGGCGGCCAGGGCTCCGACCCTGCCGATGTGGCCATCCAGCTGACCTTCCTGCGCCTGATG
TCCACCGAGGCCTCCCAGAACATCACCTACCACTGCAAGAACAGCGTGGCCTACATGGACCA
GCAGACTGGCAACCTCAAGAAGGCCCTGCTCCTCAAGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCGCG
CCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTACAGCGTCACTGTCGATGGCTGCACGAGTCACACCGGA
GCCTGGGGCAAGACAGTGATTGAATACAAAACCACCAAGTCCTCCCGCCTGCCCATCATCGA
TGTGGCCCCCTTGGACGTTGGTGCCCCAGACCAGGAATTCGGCTTCGACGTTGGCCCTGTCT
GCTTCCTGTAAACTCCCTCCATCTAGA

Xba |

<210>4
<211> 247
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<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 4

1 RSDANVVRDR DLEVDTTLKS LSQQIENIRS PEGSRKNPAR TCRDLKMCHS DWKSGEYWID 60

61 PNQGCNLDAI KVFCNMETGE TCVYPTQPSV AQKNWYISKN PKDKRHVWFG ESMTDGFQFE 120
121 YGGQGSDPAD VAIQLTFLRL MSTEASQNIT YHCKNSVAYM DQQTGNLKKA LLLKGSNEIE 180
181 IRAEGNSRFT YSVTVDGCTS HTGAWGKTVI EYKTTKSSRL PIIDVAPLDV GAPDQEFGFD 240
241 VGPVCFL

<210>5

<211> 2487

<212> ADNc
<213> HOMO SAPIENS
<220>

<221> CDS

<222>12 2471

<400>5

Hind Il
AAGCTTCCTGCATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGGCCTGAGGCTACAGCTCTCCC
TGGGCATCATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGACTTCTGGAACCGCGAGGCAGCCG
AGGCCCTGGGTGCCGCCAAGAAGCTGCAGCCTGCACAGACAGCCGCCAAGAACCTCA
TCATCTTCCTGGGCGATGGGATGGGGGTGTCTACGGTGACAGCTGCCAGGATCCTAA
AAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGGCCTGAGATACCCCTGGCCATGGACCGCTTCC
CATATGTGGCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATGTGCCAGACAGTGGAG
CCACAGCCACGGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTGGCTTGA
GTGCAGCCGCCCGCTTTAACCAGTGCAACACGACACGCGGCAACGAGGTCATCTCCG
TGATGAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTGGGAGTGGTAACCACCACACGAG
TGCAGCACGCCTCGCCAGCCGGCACCTACGCCCACACGGTGAACCGCAACTGGTACT
CGGACGCCGACGTGCCTGCCTCGGCCCGCCAGGAGGGGTGCCAGGACATCGCTACGC
AGCTCATCTCCAACATGGACATTGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAAAGTACATGT
TTCCCATGGGAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGGTGGGACCA
GGCTGGACGGGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCTGGCGAAGCGCCAGGGTGLCCCGGT
ATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACCCGTCTGTGACCCATC
TCATGGGTCTCTTTGAGCCTGGAGACATGAAATACGAGATCCACCGAGACTCCACAC
TGGACCCCTCCCTGATGGAGATGACAGAGGCTGCCCTGCGCCTGCTGAGCAGGAACC
CCCGCGGCTTCTTCCTCTTCGTGGAGGGTGGTCGCATCGACCATGGTCATCATGAAA
GCAGGGCTTACCGGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATTGAGAGGG
CGGGCCAGCTCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCC
ACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTGGCCCC
CTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGTCCTCCTATACGGAAACGGTCCAG
GCTATGTGCTCAAGGACGGCGCCCGGCCGGATGTTACCGAGAGCGAGAGCGGGAGCC
CCGAGTATCGGCAGCAGTCAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGG
ACGTGGCGGTGTTCGCGCGCGGCCCGCAGGCGCACCTGGTTCACGGCGTGCAGGAGC
AGACCTTCATAGCGCACGTCATGGCCTTCGCCGCCTGCCTGGAGCCCTACACCGCCT
GCGACCTGGCGCCCCCCGCCGGCACCACCGACGCCGCGCACCCGGGTTCCGGAAGAT
CTAACGGTCTCCCTGGCCCCATTGGGCCCCCTGGTCCTCGCGGTCGCACTGGTGATG
CTGGTCCTGTTGGTCCCCCCGGCCCTCCTGGACCTCCTGGTCCCCCTGGICCTCCCA
GCGCTGGTTTCGACTTCAGCTTCCTGCCCCAGCCACCTCAAGAGAAGGCTCACGATG
GTGGCCGCTACTACCGGGCTGATGATGCCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGG
TGGACACCACCCTCAAGAGCCTGAGCCAGCAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGG
GAAGCCGCAAGAACCCCGCCCGCACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACT
GGAAGAGTGGAGAGTACTGGATTGACCCCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATCA
AAGTCTTCTGCAACATGGAGACTGGTGAGACCTGCGTGTACCCCACTCAGCCCAGTG
TGGCCCAGAAGAACTGGTACATCAGCAAGAACCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGT
TCGGCGAGAGCATGACCGATGGATTCCAGTTCGAGTATGGCGGCCAGGGCTCCGACC
CTGCCGATGTGGCCATCCAGCTGACCTTCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGGCCTCCC
AGAACATCACCTACCACTGCAAGAACAGCGTGGCCTACATGGACCAGCAGACTGGCA
ACCTCAAGAAGGCCCTGCTCCTGAAGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCGCGCCGAGG
GCAACAGCCGCTTCACCTACAGCGTCACTGTCGATGGCTGCACGAGTCACACCGGAG
CCTGGGGCAAGACAGTGATTGAATACAAAACCACCAAGTCCTCCCGCCTGCCCATCA
TCGATGTGGCCCCCTTGGACGTTGGTGCCCCAGACCAGGAATTCGGCTTCGACGTTG
GCCCTGTCTGCTTCCTGTAAACTCCCTCCATCTAGA

Xba |
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<210>6

<211>819

<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 6

1 MLLLLLLLGL RLQLSLGIIP VEEENPDFWN REAAEALGAA KKLQPAQTAA KNLHFLGDG 60

61 MGVSTVTAAR ILKGQKKDKL GPEIPLAMDR FPYVALSKTY NVDKHVPDSG ATATAYLCGYV 120

121 KGNFQTIGLS AAARFNQCNT TRGNEVISVM NRAKKAGKSV GVVTTTRVQH ASPAGTYAHT 180
181 VNRNWYSDAD VPASARQEGC QDIATQLISN MDIDVILGGG RKYMFPMGTP DPEYPDDYSQ 240
241 GGTRLDGKNL VQEWLAKRQG ARYVWNRTEL MQASLDPSVT HLMGLFEPGD MKYEIHRDST 300
301 LDPSLMEMTE AALRLLSRNP RGFFLFVEGG RIDHGHHESR AYRALTETIM FDDAIERAGQ 360
361 LTSEEDTLSL VTADHSHVFS FGGYPLRGSS IFGLAPGKAR DRKAYTVLLY GNGPGYVLKD 420
421 GARPDVTESE SGSPEYRQQS AVPLDEETHA GEDVAVFARG PQAHLVHGVQ EQTFIAHVMA 480
481 FAACLEPYTA CDLAPPAGTT DAAHPGSGRS NGLPGPIGPP GPRGRTGDAG PVGPPGPPGP 540
541 PGPPGPPSAG FDFSFLPQPP QEKAHDGGRY YRADDANVVR DRDLEVDTTL KSLSQQIENI 600
601 RSPEGSRKNP ARTCRDLKMC HSDWKSGEYW IDPNQGCNLD AIKVFCNMET GETCVYPTQP 660
661 SVAQKNWYIS KNPKDKRHVW FGESMTDGFQ FEYGGQGSDP ADVAIQLTFL RLMSTEASQN 720
721 ITYHCKNSVA YMDQQTGNLK KALLLKGSNE IEIRAEGNSR FTYSVTVDGC TSHTGAWGKT 780
781 VIEYKTTKSS RLPIIDVAPL DVGAPDQEFG FDVGPVCFL

<210>7

<211> 2294

<212> ADNc

<213> HOMO SAPIENS
<220>

<221> CDS

<222>12 2278

<400> 7

Hind Il
AAGCTTCCTGCATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGGCCTGAGGCTACAGCTCTCCC
TGGGCATCATCCCAGTTGAGGAGGAGAACCCGGACTTCTGGAACCGCGAGGCAGCCG
AGGCCCTGGGTGCCGCCAAGAAGCTGCAGCCTGCACAGACAGCCGCCAAGAACCTCA
TCATCTTCCTGGGCGATGGGATGGGGGTGTCTACGGTGACAGCTGCCAGGATCCTAA
AAGGGCAGAAGAAGGACAAACTGGGGCCTGAGATACCCCTGGCCATGGACCGCTTCC
CATATGTGGCTCTGTCCAAGACATACAATGTAGACAAACATGTGCCAGACAGTGGAG
CCACAGCCACGGCCTACCTGTGCGGGGTCAAGGGCAACTTCCAGACCATTGGCTTGA
GTGCAGCCGCCCGCTTTAACCAGTGCAACACGACACGCGGCAACGAGGTCATCTCCG
TGATGAATCGGGCCAAGAAAGCAGGGAAGTCAGTGGGAGTGGTAACCACCACACGAG
TGCAGCACGCCTCGCCAGCCGGCACCTACGCCCACACGGTGAACCGCAACTGGTACT
CGGACGCCGACGTGCCTGCCTCGGCCCGCCAGGAGGGGTGCCAGGACATCGCTACGC
AGCTCATCTCCAACATGGACATTGACGTGATCCTAGGTGGAGGCCGAAAGTACATGT
TTCCCATGGGAACCCCAGACCCTGAGTACCCAGATGACTACAGCCAAGGTGGGACCA
GGCTGGACGGGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCTGGCGAAGCGCCAGGGTGCCCGGT
ATGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGACCCGTCTGTGACCCATC
TCATGGGTCTCTTTGAGCCTGGAGACATGAAATACGAGATCCACCGAGACTCCACAC
TGGACCCCTCCCTGATGGAGATGACAGAGGCTGCCCTGCGCCTGCTGAGCAGGAACC
CCCGCGGCTTCTTCCTCTTCGTGGAGGGTGGTCGCATCGACCATGGTCATCATGAAA
GCAGGGCTTACCGGGCACTGACTGAGACGATCATGTTCGACGACGCCATTGAGAGGG
CGGGCCAGCTCACCAGCGAGGAGGACACGCTGAGCCTCGTCACTGCCGACCACTCCC
ACGTCTTCTCCTTCGGAGGCTACCCCCTGCGAGGGAGCTCCATCTTCGGGCTGGCCC
CTGGCAAGGCCCGGGACAGGAAGGCCTACACGGTCCTCCTATACGGAAACGGTCCAG
GCTATGTGCTCAAGGACGGCGCCCGGCCGGATGTTACCGAGAGCGAGAGCGGGAGCC
CCGAGTATCGGCAGCAGTCAGCAGTGCCCCTGGACGAAGAGACCCACGCAGGCGAGG
ACGTGGCGGTGTTCGCGCGCGGCCCGCAGGCGCACCTGGTTCACGGCGTGCAGGAGC
AGACCTTCATAGCGCACGTCATGGCCTTCGCCGCCTGCCTGGAGCCCTACACCGCCT
GCGACCTGGCGCCCCCCGCCGGCACCACCGACGCCGCGCACCCGGGTTCCGGAGATC
TGATGCCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACCCTCAAGAGCCT
GAGCCAGCAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGGGAAGCCGCAAGAACCCCGLeeCG
CACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACTGGAAGAGTGGAGAGTACTGGAT
TGACCCCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATCAAAGTCTTCTGCAACATGGAGAC
TGGTGAGACCTGCGTGTACCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCCAGAAGAACTGGTACAT
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CAGCAAGAACCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTCGGCGAGAGCATGACCGATGG
ATTCCAGTTCGAGTATGGCGGCCAGGGCTCCGACCCTGCCGATGTGGCCATCCAGCT
GACCTTCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGGCCTCCCAGAACATCACCTACCACTGCAA
GAACAGCGTGGCCTACATGGACCAGCAGACTGGCAACCTCAAGAAGGCCCCTGCCTCCT
CAAGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCGCGCCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTACAG
CGTCACTGTCGATGGCTGCACGAGTCACACCGGAGCCTGGGGCAAGACAGTGATTGA
ATACAAAACCACCAAGTCCTCCCGCCTGCCCATCATCGATGTGGCCCCCTTGGACGT
TGGTGCCCCAGACCAGGAATTCGGCTTCGACGTTGGCCCTGTCTGCTTCCTGTAAAC
TCCCTCCATCTAGA

Xbal

<210>8

<211> 755

<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 8

1 MLLLLLLLGL RLQLSLGIIP VEEENPDFWN REAAEALGAA KKLQPAQTAA KNLIIFLGDG 60

61 MGVSTVTAAR ILKGQKKDKL GPEIPLAMDR FPYVALSKTY NVDKHVPDSG ATATAYLCGV 120

121 KGNFQTIGLS AAARFNQCNT TRGNEVISVM NRAKKAGKSV GVVTTTRVQH ASPAGTYAHT 180
181 VNRNWYSDAD VPASARQEGC QDIATQLISN MDIDVILGGG RKYMIFPMGTP DPEYPDDYSQ 240
241 GGTRLDGKNL VQBWLAKRQG ARYVWNRTEL MQASLDPSVT HLMGLFEPGD MKYEIHRDST 300
301 LDPSLMEMTE AALRLLSRNP RGFFLFVEGG RIDHGHHESR AYRALTETIM FDDAIERAGQ 360
361 LTSEEDTLSL VTADHSHVFS FGGYPLRGSS IFGLAPGKAR DRKAYTVLLY GNGPGYVLKD 420
421 GARPDVTESE SGSPEYRQQS AVPLDEETHA GEDVAVFARG PQAHLVHGVQ EQTFIAHVMA 480
481 FAACLEPYTA CDLAPPAGTT DAAHPGSGRS DANVVRDRDL EVDTTLKSLS QQIENIRSPE 540
541 GSRKNPARTC RDLKMCHSDW KSGEYWIDPN QGCNLDAIKY FCNMETGETC VYPTQPSVAQ 600
601 KNWYISKNPK DKRHVWFGES MTDGFQFEYG GQGSDPADVA IQLTFLRLMS TEASQNITYH 660
661 CKNSVAYMDQ QTGNLKKALL LKGSNEIEIR AEGNSRFTYS VTVDGCTSHT GAWGKTVIEY 720
721 KTTKSSRLPI IDVAPLDVGA PDQEFGFDVG PVCFL

<210>9

<211> 1734

<212> ADNc

<213> HOMO SAPIENS
<220>

<221> CDS

<222>18 1718

<400>9

Bam HI
GGATCCCGCCCGCACCCATGGCGCCCGTCGCCGTCTGGGCCGCGCTGGCCGTCGGACTGGAG
CTCTGGGCTGCGGCGCACGCCTTGCCCGCCCAGGTGGCATTTACACCCTACGCCCCGGAGCC
CGGGAGCACATGCCGGCTCAGAGAATACTATGACCAGACAGCTCAGATGTGCTGCAGCAAAT
GCTCGCCGGGCCAACATGCAAAAGTCTTCTGTACCAAGACCTCGGACACCGTGTGTGACTCC
TGTGAGGACAGCACATACACCCAGCTCTGGAACTGGGTTCCCGAGTGCTTGAGCTGTGGCTC
CCGCTGTAGCTCTGACCAGGTGGAAACTCAAGCCTGCACTCGGGAACAGAACCGCATCTGCA
CCTGCAGGCCCGGCTGGTACTGCGCGCTGAGCAAGCAGGAGGGGTGCCGGCTGTGCGLCGLCCG
CTGCGCAAGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCCAGACCAGGAACTGAAACATCAGACGTGGT
GTGCAAGCCCTGTGCCCCGGGGACGTTCTCCAACACGACTTCATCCACGGATATTTGCAGGC
CCCACCAGATCTGTAACGTGGTGGCCATCCCTGGGAATGCAAGCATGGATGCAGTCTGCACG
TCCACGTCCCCCACCCGGAGTATGGCCCCAGGGGCAGTACACTTACCCCAGCCAGTGTCCAC
ACGATCCCAACACACGCAGCCAACTCCAGAACCCAGCACTGCTCCAAGCACCTCCTTCCTGC
TCCCAATGGGCCCCAGCCCCCCAGCTGAAGGGAGCACTGGATCTAACGGTCTCCCTGGCCCC
CATTGGGCCCCCTGGTCCTCGCGGTCGCACTGGTGATGCTGGTCCTGTTGGTCCCCC
CGGCCCTCCTGGACCTCCTGGTCCCCCTGGTCCTCCCAGCGCTGGTTTCGACTTCAG
CTTCCTGCCCCAGCCACCTCAAGAGAAGGCTCACGATGGTGGCCGCTACTACCGGGC
TGATGATGCCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACCCTCAAGAG
CCTGAGCCAGCAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGGGAAGCCGCAAGAAcCcceaGe
CCGCACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACTGGAAGAGTGGAGAGTACTG
GATTGACCCCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATCAAAGTCTTCTGCAACATGGA
GACTGGTGAGACCTGCGTGTACCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCCAGAAGAACTGGTA
CATCAGCAAGAACCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTCGGCGAGAGCATGACCGA
TGGATTCCAGTTCGAGTATGGCGGCCAGGGCTCCGACCCTGCCGATGTGGCCATCCA
GCTGACCTTCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGGCCTCCCAGAACATCACCTACCACTG
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CAAGAACAGCGTGGCCTACATGGACCAGCAGACTGGCAACCTCAAGAAGGCCCTGCT
CCTCAAGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCGCGCCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTA
CAGCGTCACTGTCGATGGCTGCACGAGTCACACCGGAGCCTGGGGCAAGACAGTGAT
TGAATACAAAACCACCAAGTCCTCCCGCCTGCCCATCATCGATGTGGCCCCCTTGGA
CGTTGGTGCCCCAGACCAGGAATTCGGCTTCGACGTTGGCCCTGTCTGCTTCCTGTA
AACTCCCTCCATCTAGA

Xba |

<210> 10

<211> 566

<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 10

1 MAPVAVWAAL AVGLELWAAA HALPAQVAFT PYAPEPGSTC RLREYYDQTA QMCCSKCSPG 60

61 QHAKVFCTKT SDTVCDSCED STYTQLWNWY PECLSCGSRC SSDQVETQAC TREQNRICTC 120
121 RPGWYCALSK QEGCRLCAPL RKCRPGFGVA RPGTETSDVV CKPCAPGTFS NTTSSTDICR 180
181 PHQICNVVAI PGNASMDAVC TSTSPTRSMA PGAVHLPQPYV STRSQHTQPT PEPSTAPSTS 240
241 FLLPMGPSPP AEGSTGSNGL PGPIGPPGPR GRTGDAGPVG PPGPPGPPGP PGPPSAGFDF 300
301 SFLPQPPQEK AHDGGRYYRA DDANVVRDRD LEVDTTLKSL SQQIENIRSP EGSRKNPART 360
361 CRDLKMCHSD WKSGEYWIDP NQGCNLDAIK VFCNMETGET CVYPTQPSVA QKNWYISKNP 420
421 KDKRHVWFGE SMTDGFQFEY GGQGSDPADV AIQLTFLRLM STEASQNITY HCKNSVAYMD 480
481 QQTGNLKKAL LLKGSNEIEI RAEGNSRFTY SVTVDGCTSH TGAWGKTVIE YKTTKSSRLP 540
541 IIDVAPLDVG APDQEFGFDV GPVCFL

<210>11

<211> 1542

<212> ADNc

<213> HOMO SAPIENS
<220>

<221> CDS

<222>18 1526

<400> 11

Bam HI
GGATCCCGCCCGCACCCATGGCGCCCGTCGCCGTCTGGGCCGCGCTGGCCGTCGGACTGGAG
CTCTGGGCTGCGGCGCACGCCTTGCCCGCCCAGGTGGCATTTACACCCTACGCCCCGGAGCC
CGGGAGCACATGCCGGCTCAGAGAATACTATGACCAGACAGCTCAGATGTGCTGCAGCAAAT
GCTCGCCGGGCCAACATGCAAAAGTCTTCTGTACCAAGACCTCGGACACCGTGTGTGACTCC
TGTGAGGACAGCACATACACCCAGCTCTGGAACTGGGTTCCCGAGTGCTTGAGCTGTGGCTC
CCGCTGTAGCTCTGACCAGGTGGAAACTCAAGCCTGCACTCGGGAACAGAACCGCATCTGCA
CCTGCAGGCCCGGCTGGTACTGCGCGCTGAGCAAGCAGGAGGGGTGCCGGCTGTGCGLCGCCG
CTGCGCAAGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCCAGACCAGGAACTGAAACATCAGACGTGGT
GTGCAAGCCCTGTGCCCCGGGGACGTTCTCCAACACGACTTCATCCACGGATATTTGCAGGC
CCCACCAGATCTGTAACGTGGTGGCCATCCCTGGGAATGCAAGCATGGATGCAGTCTGCACG
TCCACGTCCCCCACCCGGAGTATGGCCCCAGGGGCAGTACACTTACCCCAGCCAGTGTCCAC
ACGATCCCAACACACGCAGCCAACTCCAGAACCCAGCACTGCTCCAAGCACCTCCTTCCTGC
TCCCAATGGGCCCCAGCCCCCCAGCTGAAGGGAGCACTGGATCTGATGCCAATGTGGTTCG
TGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACCCTCAAGAGCCTGAGCCAGCAGATCGAGAA
CATCCGGAGCCCAGAGGGAAGCCGCAAGAACCCCGCCCGCACCTGCCGTGACCTCAA
GATGTGCCACTCTGACTGGAAGAGTGGAGAGTACTGGATTGACCCCAACCAAGGCTG
CAACCTGGATGCCATCAAAGTCTTCTGCAACATGGAGACTGGTGAGACCTGCGTGTA
CCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCCAGAAGAACTGGTACATCAGCAAGAACCCCAAGGA
CAAGAGGCATGTCTGGTTCGGCGAGAGCATGACCGATGGATTCCAGTTCGAGTATGG
CGGCCAGGGCTCCGACCCTGCCGATGTGGCCATCCAGCTGACCTTCCTGCGCCTGAT
GTCCACCGAGGCCTCCCAGAACATCACCTACCACTGCAAGAACAGCGTGGCCTACAT
GGACCAGCAGACTGGCAACCTCAAGAAGGCCCTGCTCCTCAAGGGCTCCAACGAGAT
CGAGATCCGCGCCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTACAGCGTCACTGTCGATGGCTG
CACGAGTCACACCGGAGCCTGGGGCAAGACAGTGATTGAATACAAAACCACCAAGTC
CTCCCGCCTGCCCATCATCGATGTGGCCCCCTTGGACGTTGGTGCCCCAGACCAGGA
ATTCGGCTTCGACGTTGGCCCTGTCTGCTTCCTGTAAACTCCCTCCATCTAGA

Xba |

<210> 12
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<211> 502

<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 12

1 MAPVAVWAAL AVGLELWAAA HALPAQVAFT PYAPEPGSTC RLREYYDQTA QMCCSKCSPG 60

61 QHAKVFCTKT SDTVCDSCED STYTQLWNWY PECLSCGSRC SSDQVETQAC TREQNRICTC 120
121 RPGWYCALSK QEGCRLCAPL RKCRPGFGVA RPGTETSDVV CKPCAPGTFS NTTSSTDICR 180
181 PHQICNVVAI PGNASMDAVC TSTSPTRSMA PGAVHLPQPV STRSQHTQPT PEPSTAPSTS 240
241 FLLPMGPSPP AEGSTGSDAN VVRDRDLEVD TTLKSLSQQI ENIRSPEGSR KNPARTCRDL 300
301 KMCHSDWKSG EYWIDPNQGC NLDAIKVFCN METGETCVYP TQPSVAQKNW YISKNPKDKR 360
361 HYWFGBSMTD GFQFEYOGQG SDPADVAIQL TFLRLMSTEA SONITYHCKN SVAYMDQQTG 420
421 NLKKALLLKG SNEIEIRAEG NSRFTYSVTV DGCTSHTGAW GKTVIEYKTT KSSRLPIIDV 480

481 APLDVGAPDQ EFGFDVGPVC FL

<210> 13

<211>2139

<212> ADNc

<213> HOMO SAPIENS
<220>

<221> CDS

<222> 242123

<400> 13

Hind 11
AAGCTTCCCTCGGCAAGGCCACAATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTC
TGGTGCTGCAACTGGCGCTCCTCCCAGCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTGG
GCAAAAAAGGGGATACAGTGGAACTGACCTGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATAC
AATTCCACTGGAAAAACTCCAACCAGATAAAGATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCT
TAACTAAAGGTCCATCCAAGCTGAATGATCGCGCTGACTCAAGAAGAAGCCTTTGGG
ACCAAGGAAACTTTCCCCTGATCATCAAGAATCTTAAGATAGAAGACTCAGATACTT
ACATCTGTGAAGTGGAGGACCAGAAGGAGGAGGTGCAATTGCTAGTGTTCGGATTGA
CTGCCAACTCTGACACCCACCTGCTTCAGGGGCAGAGCCTGACCCTGACCTTGGAGA
GCCCCCCTGGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATGTAGGAGTCCAAGGGGTAAAAACATAC
AGGGGGGGAAGACCCTCTCCGTGTCTCAGCTGGAGCTCCAGGATAGTGGCACCTGGA
CATGCACTGTCTTGCAGAACCAGAAGAAGGTGGAGTTCAAAATAGACATCGTGGTGC
TAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAGGGGGAACAGGTGGAGT
TCTCCTTCCCACTCGCCTTTACAGTTGAAAAGCTGACGGGCAGTGGCGAGCTGTGGT
GGCAGGCGGAGAGGGCTTCCTCCTCCAAGTCTTGGATCACCTTTGACCTGAAGAACA
AGGAAGTGTCTGTAAAACGGGTTACCCAGGACCCTAAGCTCCAGATGGGCAAGAAGC
TCCCGCTCCACCTCACCCTGCCCCAGGCCTTGCCTCAGTATGCTGGCTCTGGAAACC
TCACCCTGGCCCTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTGGTGG
TGATGAGAGCCACTCAGCTCCAGAAAAATTTGACCTGTGAGGTGTGGGGACCCACCT
CCCCTAAGCTGATGCTGAGCTTGAAACTGGAGAACAAGGAGGCAAAGGTCTCGAAGC
GGGAGAAGGCGGTGTGGGTGCTGAACCCTGAGGCGGGGATGTGGCAGTGTCTGCTGA
GTGACTCGGGACAGGTCCTGCTGGAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCAGATCTAACG
GTCTCCCTGGCCCCATTGGGCCCCCTGGTCCTCGCGGTCGCACTGGTGATGCTGGTC
CTGTTGGTCCCCCCGGCCCTCCTGGACCTCCTGGTCCCCCTGGTCCTCCCAGCGCTG
GTTTCGACTTCAGCTTCCTGCCCCAGCCACCTCAAGAGAAGGCTCACGATGGTGGCC
GCTACTACCGGGCTGATGATGCCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACA
CCACCCTCAAGAGCCTGAGCCAGCAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGGGAAGCC
GCAAGAACCCCGCCCGCACCTGCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACTGGAAGA
GTGGAGAGTACTGGATTGACCCCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATCAAAGTCT
TCTGCAACATGGAGACTGGTGAGACCTGCGTGTACCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCC
AGAAGAACTGGTACATCAGCAAGAACCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTCGGCG
AGAGCATGACCGATGGATTCCAGTTCGAGTATGGCGGCCAGGGCTCCGACCCTGCCG
ATGTGGCCATCCAGCTGACCTTCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGGCCTCCCAGAACA
TCACCTACCACTGCAAGAACAGCGTGGCCTACATGGACCAGCAGACTGGCAACCTCA
AGAAGGCCCTGCTCCTCAAGGGCTCCAACGAGATCGAGATCCGCGCCGAGGGCAACA
GCCGCTTCACCTACAGCGTCACTGTCGATGGCTGCACGAGTCACACCGGAGCCTGGG
GCAAGACAGTGATTGAATACAAAACCACCAAGTCCTCCCGCCTGCCCATCATCGATG
TGGCCCCCTTGGACGTTGGTGCCCCAGACCAGGAATTCGGCTTCGACGTTGGCCCTG
TCTGCTTCCTGTAAACTCCCTCCATCTAGA

Xba |
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<210> 14

<211> 699

<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 14

1 MNRGVPFRHL LLVLQLALLP AATQGKKVVL GKKGDTVELT CTASQKKSIQ FHWKNSNQIK 60

61 ILGNQGSFLT KGPSKLNDRA DSRRSLWDQG NFPLIIKNLK IEDSDTYICE VEDQKEEVQL 120

121 LVFGLTANSD THLLQGQSLT LTLBSPPGSS PSVQCRSPRG KNIQGGKTLS VSQLELQDSG 180
181 TWTCTVLQNQ KKVEFKIDIV VLAFQKASSI VYKKEGEQVE FSFPLAFTVE KLTGSGELWW 240
241 QAERASSSKS WITFDLKNKE VSVKRVTQDP KLOMGKKLPL HLTLPQALPQ YAGSGNLTLA 300
301 LEAKTGKLHQ EVNLVVMRAT QLQKNLTCEV WGPTSPKLML SLKLENKEAK VSKREKAVWYV 360
361 LNPEAGMWQC LLSDSGQVLL ESNIKVLPRS NGLPGPIGPP GPRGRTGDAG PVGPPGPPGP 420
421 PGPPGPPSAG FDFSFLPQPP QEKAHDGGRY YRADDANVVR DRDLEVDTTL KSLSQQIENI 480
481 RSPEGSRKNP ARTCRDLKMC HSDWKSGEYW IDPNQGCNLD AIKVFCNMET GETCVYPTQP 540
541 SVAQKNWYIS KNPKDKRHVW FGESMTDGFQ FEYGGQGSDP ADVAIQLTFL RLMSTEASQN 600
601 ITYHCKNSVA YMDQQTGNLK KALLLKGSNE IEIRAEGNSR FTYSVTVDGC TSHTGAWGKT 660
661 VIEYKTTKSS RLPIIDVAPL DVGAPDQEFG FDVGPVCFL

<210> 15

<211> 1947

<212> ADNc

<213> HOMO SAPIENS

<220>

<221> CDS

<222> 24 1931

<400> 15

Hind Il
AAGCTTCCCTCGGCAAGGCCACAATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTC
TGGTGCTGCAACTGGCGCTCCTCCCAGCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTGG
GCAAAAAAGGGGATACAGTGGAACTGACCTGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATAC
AATTCCACTGGAAAAACTCCAACCAGATAAAGATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCT
TAACTAAAGGTCCATCCAAGCTGAATGATCGCGCTGACTCAAGAAGAAGCCTTTGGG
ACCAAGGAAACTTTCCCCTGATCATCAAGAATCTTAAGATAGAAGACTCAGATACTT
ACATCTGTGAAGTGGAGGACCAGAAGGAGGAGGTGCAATTGCTAGTGTTCGGATTGA
CTGCCAACTCTGACACCCACCTGCTTCAGGGGCAGAGCCTGACCCTGACCTTGGAGA
GCCCCCCTGGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATGTAGGAGTCCAAGGGGTAAAAACATAC
AGGGGGGGAAGACCCTCTCCGTGTCTCAGCTGGAGCTCCAGGATAGTGGCACCTGGA
CATGCACTGTCTTGCAGAACCAGAAGAAGGTGGAGTTCAAAATAGACATCGTGGTGC
TAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAGGGGGAACAGGTGGAGT
TCTCCTTCCCACTCGCCTTTACAGTTGAAAAGCTGACGGGCAGTGGCGAGCTGTGGT
GGCAGGCGGAGAGGGCTTCCTCCTCCAAGTCTTGGATCACCTTTGACCTGAAGAACA
AGGAAGTGTCTGTAAAACGGGTTACCCAGGACCCTAAGCTCCAGATGGGCAAGAAGC
TCCCGCTCCACCTCACCCTGCCCCAGGCCTTGCCTCAGTATGCTGGCTCTGGAAACC
TCACCCTGGCCCTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTGGTGG
TGATGAGAGCCACTCAGCTCCAGAAAAATTTGACCTGTGAGGTGTGGGGACCCACCT
CCCCTAAGCTGATGCTGAGCTTGAAACTGGAGAACAAGGAGGCAAAGGTCTCGAAGC
GGGAGAAGGCGGTGTGGGTGCTGAACCCTGAGGCGGGGATGTGGCAGTGTCTGCTGA
GTGACTCGGGACAGGTCCTGCTGGAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCAGATCTGATG
CCAATGTGGTTCGTGACCGTGACCTCGAGGTGGACACCACCCTCAAGAGCCTGAGCC
AGCAGATCGAGAACATCCGGAGCCCAGAGGGAAGCCGCAAGAACcCceaGeeeaeAceT
GCCGTGACCTCAAGATGTGCCACTCTGACTGGAAGAGTGGAGAGTACTGGATTGACC
CCAACCAAGGCTGCAACCTGGATGCCATCAAAGTCTTCTGCAACATGGAGACTGGTG
AGACCTGCGTGTACCCCACTCAGCCCAGTGTGGCCCAGAAGAACTGGTACATCAGCA
AGAACCCCAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTCGGCGAGAGCATGACCGATGGATTCC
AGTTCGAGTATGGCGGCCAGGGCTCCGACCCTGCCGATGTGGCCATCCAGCTGACCT
TCCTGCGCCTGATGTCCACCGAGGCCTCCCAGAACATCACCTACCACTGCAAGAACA
GCGTGGCCTACATGGACCAGCAGACTGGCAACCTCAAGAAGGCCCTGCTCCTCAAGG
GCTCCAACGAGATCGAGATCCGCGCCGAGGGCAACAGCCGCTTCACCTACAGCGTCA
CTGTCGATGGCTGCACGAGTCACACCGGAGCCTGGGGCAAGACAGTGATTGAATACA
AAACCACCAAGTCCTCCCGCCTGCCCATCATCGATGTGGCCCCCTTGGACGTTGGTG
CCCCAGACCAGGAATTCGGCTTCGACGTTGGCCCTGTCTGCTTCCTGTAAACTCCCT
CCATCTAGA

Xba |
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<210> 16

<211> 635

<212> PROTEINA
<213> HOMO SAPIENS
<400> 16

1 MNRGVPFRHL LLVLQLALLP AATQGKKVVL GKKGDTVELT CTASQKKSIQ FHWKNSNQIK 60

61 ILGNQGSFLT KGPSKLNDRA DSRRSLWDQG NFPLIIKNLK IEDSDTYICE VEDQKEEVQL 120

121 LVFGLTANSD THLLQGQSLT LTLESPPGSS PSVQCRSPRG KNIQGGKTLS VSQLELQDSG 180
181 TWTCTVLQNQ KKVEFKIDIV VLAFQKASSI VYKKEGEQVE FSFPLAFTVE KLTGSGELWW 240
241 QAERASSSKS WITFDLKNKE VSVKRVTQDP KLOQMGKKLPL HLTLPQALPQ YAGSGNLTLA 300
301 LEAKTGKLHQ EVNLVVMRAT QLQKNLTCEV WGPTSPKLML SLKLENKEAK VSKREKAVWYV 360
361 LNPEAGMWQC LLSDSGQVLL ESNIKVLPRS DANVVRDRDL EVDTTLKSLS QQIENIRSPE 420
421 GSRKNPARTC RDLKMCHSDW KSGEYWIDPN QGCNLDAIKY FCNMETGETC VYPTQPSVAQ 480
481 KNWYISKNPK DKRHVWFGES MTDGFQFEYG GQGSDPADVA IQLTFLRLMS TEASQNITYH 540
541 CKNSVAYMDQ QTGNLKKALL LKGSNEIEIR AEGNSRFTYS VTVDGCTSHT GAWGKTVIEY 600
601 KTTKSSRLPI IDVAPLDVGA PDQEFGFDVG PVCFL
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para generar una proteina de fusion trimérica secretada, que implica:

(a) crear un constructo de ADN (AND recombinado) que incluya un promotor de transcripcion ligado a una matriz
que codifique una secuencia de péptido sefial seguido de una unién en fase en un polipéptido no colageno que va a
ser trimerizado, el cual es un polipéptido biolégicamente activo o un receptor soluble que consiste de un/unos
dominio/s de unién al ligando, y que a su vez esta unido en fase a una porciéon C-terminal de procolageno que es
capaz de autotrimerizarse en una forma soluble con enlaces intermoleculares disulfuro unidos fuertemente de forma
covalente;

(b) introducir dicho constructo de ADN en una célula eucariota;

(c) cultivar dicha célula huésped bajo condiciones fisiol6gicas en un medio de crecimiento adecuado para permitir la
secrecion de una proteina de fusién trimerizada soluble codificada por dicha secuencia de ADN; y

(d) aislar dicha proteina de fusion trimerizada del medio de cultivo de dicha célula huésped.

2. Procedimiento conforme a la reivindicacion 1 en el que la proteina de fusion polipeptidica trimerizada es un
homotrimero soluble.

3. Procedimiento conforme a la reivindicacion 1 en el que el residuo de polipéptido trimerizado comprende la porcién
C-terminal de coldgeno que es capaz de auto-ensamblarse en un trimero soluble seleccionado de un grupo que
consiste de pro.alfa.1 (l), pro.alfa 2 (l), pro.alfa.1 (ll), pro.alfa.1 (Ill), pro.alfa.1 (V), pro.alfa2 (V), pro.alfa.1 (XI),
pro.alfa.2 (XI) y pro.alfa.3 (XI).

4. Procedimiento conforme a las reivindicaciones 1 a 3, en el cual la secuencia de péptido sefial y el polipéptido no
coladgeno que va a ser trimerizado proceden de la misma proteina secretada nativa.

5. Procedimiento conforme a las reivindicaciones 1 a 4, en el cual tanto la secuencia de péptido sefial como el
polipéptido no coldgeno que va a ser trimerizado se seleccionan a partir de dos proteinas secretadas distintas.

6. Procedimiento conforme a la reivindicacién 1, en el cual la célula eucariota huésped es una célula procedente de
hongos o de insectos.

7. Procedimiento conforme a la reivindicacion 1, en el cual la célula eucariota huésped es una linea celular de
mamiferos cultivada.

8. Procedimiento conforme a las reivindicaciones 1 a 3, en el cual la porcion C-terminal del procolageno incluye una
regién de colageno de triple hélice de "glicina - repetida” unida al C-propéptido.

9. Procedimiento conforme a la reivindicacion 8, en el cual la porcién C-terminal de procolageno esta identificada con
los nimeros de ID de secuencia 1-2.

10. Procedimiento conforme a las reivindicaciones 1 a 3, en el cual la porciobn C-terminal de trimerizacion de
procolageno comprende Unicamente un C-propéptido sin una regién de colageno de triple hélice de "glicina -
repetida”.

11. Procedimiento conforme a las reivindicaciones 8 a 10, en el cual la porcion C-terminal de trimerizacion del
procolageno comprende una secuencia de reconocimiento de la proteasa BMP-1 mutada o suprimida, confiriendo de
este modo a las proteinas de fusion triméricas resistencia a la degradacion por las proteasas BMP -1.

12. Procedimiento conforme a las reivindicaciones 10 a 11, en el cual la porciéon C-terminal de trimerizacién de
procolageno esté identificada por los nimeros de ID de secuencia 3-4.

13. Composiciones de proteinas de fusién secretadas generadas por los procedimientos de las reivindicaciones 1,
2,3,8,9, 10, 11y 12, siendo el receptor soluble trimérico humano TNF-a Il (p75) identificado por los nimeros de ID
de secuencia 9-12.

14. Composiciones de proteinas de fusion secretadas generadas por los procedimientos de las reivindicaciones 1, 2,
3,8,9, 10, 11y 12, siendo los CD4 triméricos humanos solubles identificados por los numeros de ID de secuencia
13-16.

15. Composiciones de proteinas de fusién secretadas generadas por los procedimientos de las reivindicaciones 1, 2,
3,8,9, 10, 11y 12, siendo la fosfatasa alcalina de placenta humana trimérica soluble identificada por los nimeros de
ID de secuencia 5-8.
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16. Receptor soluble TNF-a Il trimerizado que comprende tres cadenas polipeptidicas, incluyendo cada una de
dichas cadenas polipeptidicas un dominio de unién al ligando del receptor, unido a un C-propéptido de colageno, en
cuyo caso la trimerizacion de la fusion polipeptidica resulta en la mejora de la actividad bioldgica hacia TNF-a.

17. Producto o composicién para ser usada en un tratamiento médico mediante el bloqueo de la actividad biolégica
del TNF-a usando un receptor soluble TNF-a Il trimerizado generado conforme a la reivindicacion 13.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION
La lista de referencias citada por el solicitante lo es solamente para utilidad del lector, no formando parte de los
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