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DESCRIPCION
Proteinas de fusién que comprenden dos dominios de unién TGF-8
Campo de la invencion

La invencién se relaciona con el campo de los antagonistas y, mas especificamente, con antagonistas de polipéptidos
capaces de usar como trampas de ligando multivalente de una sola cadena.

Antecedentes de la invencién

Muchos procesos biol6gicos indeseables se producen a través de la unién del ligando a receptores de superficie celular. Por
lo tanto, a veces es deseable contar con compuestos y métodos para reducir o modular dicha union.

La superfamilia TGF-$ incluye un nimero de ligandos de significado bioldgico.

TGF-B y activina desempefian papeles criticos patdgenos en muchas enfermedades que incluyen la progresion del cancer y
la fibrosis no controlada y la cicatrizacién de los tejidos, por ejemplo, enfermedades renales, pulmonares vy fibrosis hepatica.
Ademas, la miostatina/GDF8 es otro ligando que se relaciona con la activina y que comparte la unién al mismo receptor Tipo
Il (ActivinRIlb). La miostatina es un potente inhibidor del crecimiento del mdsculo esquelético y es un objetivo terapéutico
validado para las enfermedades de pérdida de musculo tal como la distrofia muscular. Las proteinas morfogenéticas 6seas
(BMP), que son otros ligandos en la familia TGF-B, se han implicado en las enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo,
altos niveles de BMP2 y BMP4 se encontraron en placas ateroscleréticas calcificadas y valvulas adrticas enfermas.

Agentes principales que se dirigen a estos ligandos son trampas/antagonistas del ligando que se unen y secuestran el
ligando. Dos ejemplos son: 1) anticuerpos anti-ligandos y 2) ectodominios del receptor solubles.

Se han hecho esfuerzos para identificar métodos para reducir la unién del ligando al atrapar el ligando y prevenir su
interaccion con los receptores de la superficie celular. La inhibicién de ciertos ligandos se informé por medio del uso de
anticuerpos anti-ligando que atrapan y neutralizan el ligando directamente. Para las aplicaciones terapéuticas y de
diagnostico, sin embargo, los anticuerpos son probleméticos, debido particularmente a los problemas derivados de su
inmunogenicidad (y el peligro de la respuesta inmune adversa en los pacientes) y su gran tamafio (la restriccion de su
capacidad de alcanzar objetivos fuera de la corriente sanguinea).

Versiones solubles de ectodominios del receptor antagonizan los ligandos directamente al unirse a ellos y evitar que
interactien con receptores de la superficie celular. En el caso de TGP-B, en modelos animales, la expresion de un
ectodominio (ED) del receptor TGF-f tipo de Il (TBRII) restaurd parcialmente la inmunidad del huésped y promovio el
aclaramiento del tumor, lo que indica que la neutralizacion de TGF-B mediada por el ectodominio del receptor inhibe la
progresion tumoral. Se ha demostrado, sin embargo, que la eficacia de TRRIl monovalente para antagonizar TGF-$ es
menor de lo que pudiera desearse. Los intentos para superar esto condujo a la produccion de una forma dimerizada
artificialmente de versiones de TBRII-ED, dimerizadas, a través de la fusion de cualquiera de los dominios superenrollados o
el dominio Fc de IgG. Esta dimerizacion mejoré el efecto antagonista.

Las trampas/neutralizadores basadas en receptores bivalentes que antagonizan la actividad del ligando multimérico tienen el
potencial de actuar como agentes terapéuticos o de diagnéstico (de imagenes 0 no imagenes) para
enfermedades/trastornos causados por la sobre-produccion/actividad del ligando objetivo. Se demostré que la dimerizacién
no covalente de TBRII-ED (por ejemplo, a través de la fusion para heterodimerizar filamentos helicoidales (TBRII-ED
superenrollado)), mejora en gran medida la potencia antagonista de TRRII-ED (De Crescenzo y otros, 2004, J. Biol. Chem.
279: 26013).

Una desventaja significativa del dimero fusionado superenrollado es que la naturaleza no covalente del dominio de
dimerizacion limita su potencia, es decir, se disocia a bajas concentraciones de tal manera que una gran parte del
ectodominio del receptor helicoidal-fusionado actuard como un mondémero en lugar de un dimero. El uso del dominio Fc de
IgG proporciona una interaccion covalente, pero a costa de gran tamafio y aumento de la probabilidad de inmunogenicidad.

Breve descripcion de las figuras
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Figura 1A . Modalidades representativas de secuencias de amino&cido correspondientes a regiones intrinsecamente no
estructuradas en las porciones extracelulares de los receptores de la superfamilia TGP- seleccionados.

Figura 1B. Modalidades representativas de secuencias de aminoéacido correspondientes a regiones de dominio de unién de
ligandos estructurados en las porciones extracelulares de los receptores de la superfamilia TGF-$ seleccionados.

Figura 2A. Ejemplos representativos de modalidades de ectodominios de receptores fusionados en linea como trampas de
una sola cadena homo bivalente de varios factores de crecimiento de la familia TGF-B.EI signo "/" indica el punto de fusion.
Figura 2B. Ejemplos representativos de secuencias correspondientes a enlazadores naturales de modalidades de trampas
de una sola cadena homo bivalente resultantes de la fusion de todas las porciones extracelulares de los receptores de la
superfamilia TGF-B- seleccionados.

Figura 2C. Ejemplos representativos de secuencias correspondientes a modalidades de enlazadores artificiales para
trampas de una sola cadena homo bivalente a diferentes identidades de secuencias con las secuencias enlazadoras
naturales.

Figura 2D. Ejemplos representativos de secuencias correspondientes a diferentes longitudes del enlazador para
modalidades de las trampas de una sola cadena homo-bivalente mediante la supresién o la repeticiébn de secuencias
naturales, o mediante la insercién de secuencias artificiales, en la secuencia enlazadora natural.

Figura 3. Representa una ilustracién de una modalidad de la construccién de la trampa de una sola cadena (TBR- II) enun
modelo de mecanica molecular tridimensional de la trampa de una sola cadena (TBR- II) unida al factor de crecimiento TGF-
3. Se proporcionan dos vistas rotadas 90°

Figura 4. Representa diagramas relacionados con la factibilidad de modalidades especificas de construcciones de trampas
con enlazadores naturales a partir de modelos estructurales tridimensionales. Se muestran enlazadores naturales con
energia mecéanica molecular minimizada para modalidades de trampa de una sola cadena homo-bivalente (TbR-11)2, (ActR-
IIb)2 y (BMPR-la)2 en complejo con los factores de crecimiento TGF-3, Activina y BMP-2, respectivamente. Cada dimero
covalente de factor de crecimiento se representa en gris. Cada trampa de una sola cadena se representa en negro, y
consiste de dos dominios de unién plegados y del enlazador no estructurado de intervencion. Cada punto indica el punto de
fusién en la region enlazadora entre dos ectodominios del receptor para generar la trampa de una sola cadena. Las puntas
de flecha indican la direccion de la cadena polipeptidica en el enlazador de la trampa. Se proporcionan dos vistas rotadas
90%Para cada complejo.

Figura 5A. Representa el modelo de dindmica molecular (MD) para una modalidad de la trampa de una sola cadena homo-
bivalente (TBR-I1)2 unida al factor de crecimiento TGF-33 (imagenes de la derecha). Ademas se muestra para referencia un
modelo inicial con enlazador de energia minimizada y con dominios de union de ligando en posiciones cristalogréficas
unidas al factor de crecimiento (imagenes de la izquierda, ver ademas las Figuras 3 y 4). La trampa de una sola cadena se
representa en negro y el dimero covalente del factor de crecimiento se representa en gris. Se superponen diez estructuras
promediadas en el tiempo (cada una durante 1 ns) que cubren el plazo de 10 ns de la simulacién MD. Se proporcionan dos
vistas rotadas 90°

Figura 5B. es una representacion grafica de las fluctuaciones de la raiz cuadrada media por residuo (RMS) de una
modalidad del complejo (TBRII)2 | TGF-33, promediado en el tiempo durante los Ultimos 10 ns de simulaciéon MD.

Figura 5C. es una representacion gréfica de la energia de interaccion solvatada (SIE) entre una modalidad de una trampa
de una sola cadena (TBRII)2 y el ligando TGF-B3 durante los ultimos 10 ns de simulacion MD de sus complejos, con un valor
promedio de -25.4 kcal/mol.

Figura 6. Representa un esquema de modalidades de prototipo de trampas (TBRII) y N-His (TBRII) modificada.

Figura 7A. Representa los sensogramas del biosensor basado en la resonancia de plasmon superficial (SPR) (Biacore™)
que muestra una modalidad de un prototipo (TBRII)2 (en medio condicionado diluido a partir de diferentes % de las
transfecciones) unido al ligando TGF-B3 inmovilizado en la superficie.

Figura 7B. Representa los sensogramas de resonancia de plasmoén superficial en comparacién con la unién de modalidades
del prototipo bivalente (TBRII)Z, el TBRII-Fc bivalente y el TBRII monovalente a 270 RUs del ligando TGF-f3 inmovilizado a
la superficie.

Figura 8. es una representacion fotografica de un gel que muestra la produccion y purificacion de alto nivel de rendimiento
de una modalidad de la proteina N-His (TBRII) a partir de 500 ml de cultivo de las células 293 transfectadas.

Figura 9A. Es una representacion grafica de Ia inhibicion de la sefializacion de TGF- en las células reporteras de luciferasa
Mv1Lu por una modalidad del prototipo (TBRII) en comparacion con el TpRII-Fc.

Figura 9B. es una representacion grafica de Ia determinacion basada en SPR de la unién de la trampa de TGF-B en
solucién por una modalidad del prototipo (TBRII) y TBRII-Fc en comparacion con TBRII-ED monomérico.

Figura 9C. Es una representacion gréfica de la inhibicion de la invasion de células 4T1 inducida por TGFB1 in vitro por una
modalidad del prototipo de trampas (TPRII) y TBRII-Fc.

Figura 10A. es un sensograma de Biacore™ que muestra la unién directa de las modalidades de N-His (TBRII)2 y N-His
TBRRII monomérico a diferentes isoformas de TGF-3.

Figura 10B. es una representacion grafica de una comparacion de Biacore™ del desempefio de las modalidades de 100 nM
de N-His (TBRII) y TBRII-Fc para unirse a 500 RUs cada uno de TGF-f1 o TGP-Bp3
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Figura 10C. es una representacion gréafica de la determinacién basada en SPR de IC50 para la union de la trampa a TGF-
B1 (5 nM) en solucién. El grafico muestra la unién eficiente de TGF-B1 por una modalidad de una trampa N-His (TORII)2 yla
trampa TRRII-Fc vs la union reducida por el TBRII monomérico (producido en células 293 o producido en E.coli).

Figura 10D. Es una representacion grafica que muestra la inhibicion eficiente de la sefializacion de TGF-B en las células
reporteras de luciferasa Mv1Lu por una modalidad de N-His (TBRII)2 y TBRII-Fc en comparacién con la pobre inhibicion por
el TBRII monomérico (producido en células 293 y producido en E.coli).

Figura 11. (A) es una representacion fotogréfica y (B) es una representacion grafica de los resultados que muestran que
una modalidad de N-His (TBRII)2 exhibe estabilidad a largo plazo y actividad en 10% de suero a 37C

Figura 12. Proporciona la representacion grafica que muestra la neutralizacion eficaz de TGF-B1 (A) y union de TGF-B1 en
soluciéon (B) por una modalidad de una trampa (TBRII)2 (agente de unién de ligando) que tiene un enlazador de 60
aminocidos.

Figura 13. Es una representacion gréfica que muestra la inhibicion eficaz de la sefializacién de la miostatina en las células
A204 por una modalidad de una trampa (ActRIIB)2 (agente de union de ligando) en comparacion con la inhibicion menos
potente de ActRIIB-Fc y ActRIIB monomérico.

Figura 14 . Es una representacion grafica de los resultados que muestran que una modalidad de una trampa (BMPRla)2
bivalente (agente de unién de ligando) es mas potente que la trampa BMPR1a monovalente para la neutralizacion de BMP2.
Figura 15A. Proporciona diagramas esquematicos que ejemplifican modalidades de fusiones en linea de ectodominios de
receptores que conducen a modalidades de trampas de una sola cadena heterovalente de factores de crecimiento de la
superfamilia TGF-.

Figura 15B partes 1y 2. Representan modalidades de secuencias de aminoacido que ejemplifican modalidades de trampas
de una sola cadena heterovalente (agentes de unioén de ligando) de factores de crecimiento de la superfamilia TGF-8, y
correspondiente a los diagramas de organizacién de dominio representados en la Figura 15A.

Resumen de la invencién

La invencién se refiere a agentes de unién de ligando capaces de permitir la modulacién de la respuesta celular a los
miembros de la superfamilia TGF-B mediante la unién de uno o mas miembros de la superfamilia TGF-B y la prevencion de
la interaccién con receptores celulares, y métodos de disefio y uso de tales agentes. Los agentes de unién de ligando que
se ensefian en la presente descripcion son preferentemente agentes de unién de ligando multivalentes de una sola cadena.
Sin embargo, seria posible enlazar dichas construcciones de una sola cadena a otras moléculas uni-o multivalentes y/o
combinar dos 0 méas de tales trampas de una sola cadena por medio del uso de dominios de multimerizacién conocidos en
la materia (por ejemplo, dominios superenrollados, dominios Fc, penta-anticuerpos) para formar una trampa multimérica si
asi se desea y cualquier trampa que tenga una porcidon de una sola cadena multivalente cae dentro del alcance de la
presente invencion.

Los agentes de unién a ligando de la invencion son trampas de ligandos multivalentes, que tiene dos dominios de unién (bd)
que reconocen diferentes sitios en (o el mismo sitio de diferentes porciones de) el mismo miembro de la superfamilia TGF-f3.
Los dominios de unién pueden ser modificados, por ejemplo para facilitar la purificacion, siempre que tales modificaciones
no reduzcan la afinidad de unidn a niveles inaceptables.

Los dominios de union (bd) de las trampas de ligando se unen preferentemente por una region enlazadora de polipéptido
flexible. Este enlazador comprende la sec. con nim. de ident.: 49 o sec. con num. de ident.:50.

La invencién proporciona un agente de unidén bivalente de la estructura general Il con afinidad por un miembro de la
superfamilia TGF-B:

<bd1>-enlazador-<bd2>(ll)
donde:
bd1 y bd2 son los mismos y son dominios de unién al polipéptido con una afinidad por el mismo miembro de la superfamilia
TGF-B:y,
el enlazador comprende la sec. con nim. de ident.: 49 o sec. con ndim. de ident.: 50.

Como se usa en la presente descripcion "una forma aislada" de un dominio de unién es una forma de ese dominio de unién
gue actlia como un monémero monovalente.

En algunas modalidades de la invencion, el miembro de la superfamilia TGF-3 por el cual los dominios de unién (bd) tienen
afinidad se selecciona del grupo que consiste de: TGF-B1, TGF-2, TGF-3, activina BA, activina BB, activina BC, activina
BE, proteina morfogénica 6sea (BMP) 2, BMP 3, BMP4, BMP 5, BMP 6, BMP 7, BMP 8, BMP 9, BMP 10, BMP 11, BMP 12,
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BMP 13, BMP 14, BMP 15, factor de diferenciacion de crecimiento (GDF) 1, GDF 3, GDF 8, GDF 9, GDF 15, Nodal, Inhibina
a, hormona antimdilleriana, Lefty 1, Lefty 2, arteman, persefina y neurturina.

En una modalidad de la invencion se proporciona un agente de union en donde bdl y bd2 se seleccionan de una de la sec.
con num. de ident. 43-48.

De acuerdo con la invencién el agente de unién comprende la sec. con nium. de ident.: 49 o sec. con num. de ident.: 50
como una secuencia enlazadora.

Los agentes de unién de ligando descritos en la presente descripcion son (tiles ademas en la purificacion del ligando, por
ejemplo, por inmovilizacion en una matriz inerte en un soporte sélido, sobre, por ejemplo, de nanoparticulas a niveles
concentrados del ligando en una muestra.

En una modalidad de la invencién se proporciona un agente de unién que tiene la estructura general V:

R3
I
R1-(<bd 1> enlazador<bd 2>)-R2

en donde R1, R2 y R3 pueden ser iguales o diferentes, pueden no estar presentes y, cuando estan presentes, pueden ser
independientemente uno o mas de una proteina de fusién para el marcaje, un anticuerpo de dominio sencillo, un agente de
radioterapia, un agente de imagen, un colorante fluorescente, una etiqueta de la proteina fluorescente, un agente citotéxico
para la quimioterapia, un polimero conjugado a farmacos, un agente estabilizante, un farmaco, un nanoportador, un soporte
o un dendrimero.

Breve descripcion de la invencion

En una modalidad de la invencién se proporciona un polipéptido de origen no natural de una sola cadena util como un
agente de unién de ligando. El agente de unién de ligando comprende dominios de unién de ligandos estructurados
(denotados bd) derivados de o basado en la porcion extracelular de un receptor receptores naturales, unidos por uno 0 mas
enlazadores polipéptidos. El agente de unién a ligando proporciona un agente de uniéon multivalente y no requiere la fusién
de cualquiera de las porciones de dimerizacion o multimerizacion convencionales tales como dominios superenrollados de
dominios Fc para que sean multivalentes.

La invencién proporciona un agente de unidén bivalente de la estructura general Il con afinidad por un miembro de la
superfamilia TGF-:

<bd1>-enlazador-<bd2>(ll)
donde:

bdl y bd2 son los mismos y son dominios de union al polipéptido con una afinidad por el mismo miembro de la superfamilia
TGF-B;y,

el enlazador comprende la sec. con nim. de ident.: 49 o sec. con nim. de ident.: 50.

Como se usa en la presente "una forma aislada" de un dominio de unién es una forma de ese dominio de unién que actda
como un monémero monovalente.

Enlazadores utiles que no forman parte de la invencién se encuentran en las secuencias de aminoéacido en sec. con nims.
de ident. 53 a 74 que se debe leer convencionalmente con el N-terminal en la izquierda y el C-terminal en la derecha, y en
las correspondientes secuencias reversas que tienen los mismos aminoacidos pero en donde el C-terminal estd en la
izquierda y el N- terminal esta en la derecha cuando las secuencias se escriben en su totalidad. En algunas modalidades,
tales secuencias reversas se produciran preferentemente por medio del uso de D-aminoéacidos. Cuando la inmunogenicidad
es motivo de preocupacion, por lo general, sera deseable detectar dichas secuencias reversas para inmunogenicidad en una
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etapa temprana. (Para los ejemplos de secuencias reversas, ver sec. con nums. de ident. 83-91 y sec. con nums. de ident.
93-118 y la secuencia COOH -IPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP- NH2 (que corresponde a la sec. con nim. de ident. 119
en el lista de secuencia) y la secuencia COOH -IQNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPED NH2 (que corresponde a
la sec. con num. de ident. 92 en la lista de secuencia) y secuencia COOH -PVVIGPFFDGSIR NH2 (que corresponde a la
sec. con num. de ident.12 en la lista de secuencia). Todas las secuencias de aminoacido en este documento se escriben N-
terminal a C-terminal a menos que se denote de cualquier otra forma. Todas las secuencias descritas en la presente
descripcién excepto las sec. con nums. de ident. 83-91 y sec. con nums. de ident. 93-118 y la secuencia COOH -
IPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP- NH2 (que corresponde a la sec. con nim. de ident. 119 en la lista de secuencia) y la
secuencia COOH -IQNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPED NH2 (que corresponde a la sec. con nim. de ident. 92
en la lista de secuencia) y la secuencia COOH -PVVIGPFFDGSIR NH2 (que corresponde a la sec. con nim. de ident. 12 en
la lista de secuencia) se describen usando L-amino&cidos y el uso de un D-aminoécido se considera una variante que afecta
el porcentaje de identidad de secuencia con las secuencias como se indico.

En algunos casos, la region de dominio de unién del polipéptido de una sola cadena se seleccionara por su capacidad de
unirse a un ligando del factor de crecimiento que tiene una estructura cuaternaria dimérica covalentemente estabilizada, y
puede seleccionarse de una lista de factores de crecimiento dentro de la familia TGF-, por ejemplo, factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B, proteina morfogenética 6sea (BMP), activina, miostatina, e incluyen sus isoformas de origen
natural.

En algunos casos, el polipéptido se designa para unirse simultdneamente a sitios equivalentes pero espacialmente distintos
en un ligando multimérico. Como se usa en la presente descripcion "multimérico” incluye dimérica, trimérica, y nimeros
mayores de unidades, y "multivalente" incluye bivalente, trivalente y nimeros mayores de dominios de unién.

En algunos casos, la masa molecular total de los agentes bivalentes descritos en la presente descripcion antes de la
glicosilacion esta entre aproximadamente 29 kDa y 37 kDa, y la masa total después de la glicosilacién tipica esta entre
aproximadamente 40 kDa y 60 kDa. Asi, en la presente descripcion se proporcionan trampas de ligando multivalente con un
tamafio de pre-glicosilacion de entre aproximadamente 12 kDa y 19 kDa por dominio de unién.

Las trampas de ligandos descritos en la presente descripcion tendran generalmente un peso molecular inferior a trampas de
ligando multimérico comparables construidas por medio del uso de dominios de multimerizacion conocidos.

Ejemplos de los tamafios de trampas de ligandos seleccionados

Agente Previsto para la proteina | Real (con glicosilacion) basado en SDS-PAGE
(TBRIN? 34 kDa 50-60 kDa
(TBRIIb)? 37 kDa 50-60 kDa
(ActRIIB)? 30 kDa 50-60 kDa
(BMPR1a)* 29 kDa 40-50 kDa
RIIEcoil+RIIKcoil 37 Kd+40 kDa = 77 kDa
TBRRII-Fc 60 Kd+60 kDa = 120 kDa

Los polipéptidos de la invencién pueden ser Gtiles como agentes terapéuticos que neutralizan la accién de los ligandos
diméricos covalentemente estabilizados asociados con la enfermedad tales como factores de crecimiento. Ademas pueden
tener un potencial comercial para su uso como agentes de diagnéstico para detectar la presencia de ligandos diméricos
covalentemente estabilizados asociados con la enfermedad tales como factores de crecimiento en aplicaciones de
diagndstico sin imagenes o con imagenes. Ademas pueden ser Utiles en la purificacién y/o concentracion o la segregacion
de ligando in vitro.

Descripcion detallada de la invencién
Aungue la invencion se describe con referencia a ejemplos especificos, se entendera que no se limita por eso.

Experimento #1: Estrategia de disefio de trampas bivalentes de una sola cadena para ligandos de la familia TGF-8
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1. Se disefiaron trampas recombinantes de una sola cadena contra factores de crecimiento que pertenecen a la
superfamilia del factor de crecimiento TGF-f de las citocinas con nudo de cisteina de acuerdo con SCOP (Andreeva y
otros, 2008, Nucl. Acid Res. 36: D419) y Pfam (Finn y otros, 2006, Nucl Acid Res. 34: D247) clasificaciones
estructurales. Mas especificamente, estos factores de crecimiento que incluyen, por ejemplo, TGF-s, activinas y BMPs,
comparten la misma arquitectura 3D y forman homodimeros unidos por disulfuros covalentes. El método descrito en la
presente descripcion es aplicable a todos los miembros de la superfamilia TGF-, que incluye TGF-1, B2, - B3; activina
BA, Ba, BC, BE; proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) 2-15; factores de diferenciacion de crecimiento (GDF) 1, 3, 8
(miostatina), 9 y 15; Nodal; Inhibina a; hormona antimilleriana (AMH); Lefty 1 y 2; Arteman, persefina y neurturina.

2. Las trampas recombinantes de una sola cadena contra los factores de crecimiento de la superfamilia TGF- se
disefiaron a partir de la porcion extracelular de sus receptores afines naturales. El segmento extracelular de todos estos
receptores de la superfamilia TGF-f contienen un domino sencillo estructurado que pertenece a la familia de toxina de
serpientes de acuerdo con SCOP (Andreeva y otros, 2008, Nucl. Acid Res. 36: D419) y Pfam (Finn y otros, 2006, Nucl
Acid Res.34: D247) clasificaciones estructurales. La porcidn extracelular completa de estos receptores incluye
tipicamente segmentos no estructurados que flanquean sus dominios de unién a ligando plegado. Estas porciones
extracelulares no estructuradas fueron evidentes a partir de las estructuras 3D determinadas experimentalmente
disponibles de la base de datos PDB (Berman y otros, 2000, Nucl. Acid Res. 28: 235), por ejemplo, estructuras
cristalinas para el ectodominio del receptor de TGF-B tipo Il (Hart y otros, 2002 Nat. Struct. Biol. 9: 203; Boesen y otros,
2002, Structure 10: 913; Groppe y otros, 2008, Mol. Cell 29: 157), ectodominio del receptor de TGF- tipo | (Groppe y
otros, 2008, Mol. Cell 29:157), ectodominio del receptor de activina tipo lla (Allendorph y otros, 2006, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 103: 7643), ectodominio del receptor de activina tipo llb (Thompson y otros, 2003, EMBO J. 22: 1555;
Greenwald y otros, 2004, Mol. Cell 15: 485), ectodominio del receptor de BMP tipo 1 (Kirsch y otros, 2000, Nat. Struct.
Biol. 7: 492), o la estructura NMR del ectodominio del receptor de TGF-B tipo Il (Deep y otros, 2003, Biochemistry 42:
10126)]. En ausencia de datos experimentales, como por ejemplo en el caso de la region extracelular de la variante de
empalme Ilb del receptor tipo Il del TGF-B, los segmentos extracelulares no estructurados se definieron por: (i) porciones
de secuencia en su defecto fuera de los limites de los dominios de unién de ligandos plegados situados por analisis
comparativo contra los homologos caracterizados estructuralmente, y (ii) las predicciones basadas en los algoritmos
basados en el conocimiento, por ejemplo, DISOPRED (Ward y otros, 2004, J. Mol. Biol. 337: 635). Las secuencias de
aminoéacido que corresponden con las regiones no estructuradas (es decir, flexibles) y estructuradas (es decir, plegadas,
dominio de unién- ligando) de los ectodominios de muchos receptores de los factores de crecimiento de la superfamilia
TGF-B, se dan en las Figs. 1Ay 1B , respectivamente.

3. Las trampas recombinantes de una sola cadena homo-bivalente de este modo designadas contra los factores de
crecimiento de la superfamilia TGF-B descritos en la presente descripcion se disefiaron con respecto al modo de union
determinado experimentalmente entre ligandos de la familia TGF-B y la porcion extracelular de sus receptores afines
naturales. El modo de unién de ligando-receptor se proporciond a nivel atdmico por las estructuras 3D de alta resolucion
disponibles para muchos miembros de la ligandos de la superfamilia TGF-B en complejo con sus ectodominios del
receptor afin. Los ejemplos de estructuras moleculares experimentales para los complejos superfamilia TGF--factor de
crecimiento/ectodominio del receptor incluye la union de TGF-B3 a TBR-II-ED (Hart y otros, 2002 Nat. Struct. Biol. 9:
203), activina unida a ActR-IIb-ED (Thompson y otros, 2003, EMBO J. 22: 1555; Greenwald y otros, 2004, Mol. Cell 15:
485), BMP-2 unida al ectodominio del receptor BMP tipo la BMPR-la-ED (Kirsch y otros, 2000, Nat. Struct. Biol. 7: 492) y
ActR-lla-ED (Allendorph y otros, 2006, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 7643), BMP-7 unida a ActR-lla-ED (Greenwald y
otros, 2003, Mol. Cell 11: 605). Estas estructuras proporcionan la orientacién espacial relativa entre dos cadenas del
ectodominio del receptor separadas (moléculas) que se unen de forma simultinea en una molécula de ligando
covalentemente homodimerizada, es decir, estequiometria receptor:ligando 2:1. Los conjuntos de ligando-receptor de
orden superior entre un factor de crecimiento de la superfamilia TGF-f particular y los ectodominios de diferentes tipos
de receptores también se han determinado, por ejemplo, los complejos ternarios entre TGF-33, TBR-II-ED y TPR-I-ED
(Groppe y otros, 2008, Mol. Cell 29:157) o entre BMP-2, ActR-lla-ED y BMPR-la-ED (Allendorph y otros, 2006, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 103: 7643). Estas estructuras proporcionan la orientacion espacial relativa entre cuatro cadenas de
ectodominio del receptor separadas (moléculas) que se unen simultineamente en una molécula ligando covalentemente
homodimerizada, es decir, estequiometria receptor-alta-afinidad:receptor-baja-afinidad:ligando 2:2:1. Tales estructuras
se usaron como guias para disefiar trampas de una sola cadena hetero-bivalente, hetero-trivalente y hetero-tetravalente
de factores de crecimiento de la superfamilia TGF-f y son utiles en el disefio de las trampas de una sola cadena para
otros ligandos adecuados de interés que implican la superfamilia TGF-8.

4. Las trampas de una sola cadena homo-bivalente de ligandos de la familia TGF-$ por lo tanto se disefiaron como
proteinas de fusién no naturales que consisten en la secuencia (que excluye el péptido sefial) de la porcion extracelular
natural del receptor repetida dos veces. La Figura 2A presenta esquematicamente trampas de una sola cadena homo-
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bivalente con enlazadores naturales para tres ligandos de la familia TGF-B, donde las regiones estructuradas y no
estructuradas se basan en datos experimentales para porciones extracelulares de un solo dominio, como se presentan
en las Figuras 1A y 1B .Esto resultd en construcciones con dos dominios estructurados para unir al ligando(s) de la
superfamilia TGF-B seleccionado, espaciado por un enlazador flexible no estructurado formado mediante la fusion del C-
terminal no estructurado del primer dominio al N-terminal no estructurado del segundo dominio. El enlazador natural
ademas se sustituyd progresivamente por secuencias artificiales asi como se varié en longitud (Figuras 2B-D ). A partir
de consideraciones termodinamicas y cinéticas, se esperaba que los ectodominios de receptores divalentes
proporcionarian afinidades de unién de ligandos aumentadas y tasas de disociacion del ligando més lentas con respecto
a ectodominios del receptor de una sola cadena.

Experimento #2: Procedimiento de evaluacién de factibilidad para trampas bivalentes de una sola cadena

En la medida en que se conservan las estructuras de diversos factores de crecimiento de la superfamilia TGF-B, las
estructuras de sus ectodominios de receptor afin se conservan, y la estequiometria 2:1 de unién ligando-receptor se
conserva, el concepto de fusionar dos secuencias ectodominio del receptor natural para producir trampas homo-bivalentes
de una sola cadena de afinidad de unién a ligando in vitro y actividad celular neutralizante del ligando mejoradas, en relacion
con los respectivos ectodominios del receptor monovalente, es aplicable a toda la familia TGF-B. La factibilidad de estas
trampas de ligando puede evaluarse teéricamente rutinariamente siguiendo el procedimiento paso a paso que se describe
mas abajo. Aunque el procedimiento se presenta para las trampas de una sola cadena homo-bivalente, ademas se aplica a
otros disefios cubiertos aqui, por ejemplo, trampas de una sola cadena hetero-bivalente y hetero-tetravalente.

1. La distancia lineal se mide entre el atomo de carbono de la cadena principal C-terminal de un dominio y el atomo de
nitrégeno de la cadena principal N-terminal del otro dominio cuando se une al ligando dimerizado covalentemente. Las
estructuras alternativas del complejo que reflejan la flexibilidad geométrica interna en el modo de homodimerizacion del
ligando disulfuro estabilizado cuando se une a los receptores de ectodominios, como se informé en varios casos
(Greenwald y otros, 2004, Mol. Cell 15: 485), puede incluirse en el proceso de disefio. Un ordenador equipado con un
software comercial/publico adecuado para la manipulacion de estructuras moleculares en un dispositivo de gréaficos
disponible puede emplearse habitualmente para este fin.

2. La distancia lineal (en unidades A, 1 A = 10 m) se divide por un factor de 2.5 para calcular el nimero minimo de
residuos de aminoacidos que el enlazador flexible debe poseer (Tabla 1) con el fin de permitir la unién simultanea de los
dominios plegados a sus sitios de unién en el ligando homodimérico. El factor 2.5 se basa en la extension Ca-Ca de
enlazadores totalmente extendidos, que tiene el maximo a 3.0 A (George y Heringa, 2002, Protein Eng. 15: 871), menos
una tolerancia promedio de 0.5 A por residuo de amino&cido para permitir desviaciones de la trayectoria del enlazador a
partir de la linealidad.

(Tabla 1. Caracteristicas del enlazador para ejemplos selectos de trampas de una sola cadena de factores de
crecimiento de la familia TGF-B. EI nimero minimo de residuos requeridos para el enlace representa la distancia lineal
basada en la estructura para el enlace (A) dividido por un factor de 2.5.)

3. El nimero de residuos de aminoécidos en la porcién del enlazador no estructurada de la trampa de una sola cadena
bivalente debe ser al menos igual al nimero minimo estimado de residuos del enlazador requerido. Las isoformas del
receptor que difieren en la longitud de los segmentos no estructurados extracelulares, tales como las isoformas Il y llb
del receptor de TGF-B (Figura 2B ), se pueden incluir en el proceso de disefio. El enlazador basado en la secuencia
natural ademés se puede acortar hasta el numero minimo estimado de residuos de aminoé&cidos sin perjudicar
significativamente la afinidad de unién de ligando y la actividad neutralizante de la trampa. Un lugar preferible para
acortar el enlazador no estructurado es a partir del punto de fusién (ver la Figura 3) en cualquiera o en ambas
direcciones con respecto a la secuencia de aminoacidos. Ejemplo de enlazadores naturales acortados que se pueden
utilizar en el disefio de trampas de una sola cadena se dan en la Figura 2D . Tal como se enumera en la Tabla 1, la
longitud minima requerida del enlazador varia entre diversas trampas de una sola cadena de factores de crecimiento de
la superfamilia TGF-B. Un limite superior para la longitud del enlazador no estructurado no esta definido. Por lo tanto, las
construcciones de agentes de unién de ligandos (trampa) con enlazadores que comprenden segmentos de secuencia no
estructuradas repetidas en su totalidad o en parte se prevén para cumplir con el disefio bivalente y preservar las
caracteristicas deseadas de la trampa. El enlazador natural se puede sustituir progresivamente por secuencias
artificiales, que puede o no puede dar lugar a diferentes longitudes del enlazador. Ejemplos de enlazadores mas largos
que el enlazador natural disefiado mediante la repeticién de la secuencia natural o mediante la introduccién de la
secuencia artificial se dan en la Figura 2D.
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4. Finalmente, el andlisis tedrico a nivel atdbmico se llevard a cabo, cuando se modele el enlazador entre los dominios
estructurados y la estructura molecular del complejo trampa-ligando se refina mediante la reduccién al minimo de la
energia mecanica molecular y mediante la realizacién de simulaciones de dindmica molecular (Cornell y otros, 1995, J.
Am. Chem. Soc. 117: 5179). Esto puede, en algunos casos, destacar regiones de incompatibilidad estérica y/o
electrostética entre los enlazadores de la trampa y el factor de crecimiento, y sugerir que la longitud y/o la composicion
del enlazador puede ser incompatible con el disefio bivalente, aun si el enlazador cumple con el nimero minimo de
requerimiento de amino&cidos segun la etapa (3.) anterior. Si el enlazador se puede acomodar sin afectar la union
simultdnea de los dominios estructurados a sus sitios de unién en el ligando, entonces la construccién de la trampa se
considera factible para la aplicacion propuesta. El ordenador equipado con un software comercial/publico adecuado para
la manipulacién de las estructuras moleculares en un dispositivo de graficos disponible, y para realizar el calculo de
energia y de simulacion basado en campos de fuerza mecénica molecular, por ejemplo, el campo de fuerza AMBER
(Cornell y otros, 1995, J. Am. Chem. Soc. 117: 5179), alguien con experiencia en la materia lo puede emplear
rutinariamente con el fin de llevar a cabo este andlisis de modelacion estructural. Un andlisis de modelacion molecular
detallada de la trampa de una sola cadena homo-bivalente (TBR- II)2 se proporciona como ejemplo en la siguiente
seccion e incluye la simulaciéon de dindmica molecular. Ejemplos de modelos refinados de energla mecanica molecular
de tres trampas homo-bivalentes de una sola cadena: (TBR- II) (ActR- IIb) y (BMPR- Ia) unidas a sus respectivos
factores de crecimiento se muestran en las Figuras 3 y 4. Estos modelos a nivel atdmico representan puntos de partida
para la optimizacién adicional basada en ordenador de la composicién y longitud del enlazador.

Este proceso se explica con mayor detalle en el ejemplo més abajo:

Ejemplo A de modelacién, Experimento #2

I. En un ejemplo, la solucién a nivel atémico de la estructura de la trampa homo-bivalente de una sola cadena (TBR-II)2
se simulé en complejo con el factor de crecimiento TGF-33.

El punto de partida para el disefio molecular de la trampa (TBR- II) fue la estructura de resolucion 2.15 A del cristal del
complejo TGF-B3 humano dimérico enlazado por disulfuro con dos ectodominios del receptor de tipo Il de TGF- (Harty
otros, 2002 Nat. Struct. Biol. 9: 203), depositada en el banco de datos de proteinas (Berman y otros, 2000, Nucl. Acid
Res. 28: 235) bajo el codigo 1KTZ. Debido a que esta estructura muestra el factor de crecimiento en una conformacion
no canonica probablemente debido al bajo pH usado en las condiciones de cristalizacion (Hart y otros, 2002 Nat. Struct.
Biol. 9: 203; Groppe Yy otros, 2008, Mol. Cell 29:157), la estructura del complejo binario primero se reconstruyé con el
ligando en la conformacién candnica como se informé previamente (Hinck y otros, 1996, Biochemistry 35: 8517; Mittl y
otros, 1996, Protein Sci. 5: 1261), que ademas recientemente se confirmé por la estructura ternaria del ensamble
receptor ligando TGF-B (Groppe y otros, 2008, Mol. Cell 29:157). Un modelo molecular en 3D inicial de la trampa (TRR-
II) que incorpora un enlazador natural entre dominios de 35 residuos de aminoacido (segun la secuencia enumerada en
la Figura 2B ) se construyé a partir de geometrias estandar seguido por minimizacién del gradiente de energia del
conjugado de la energia del campo de fuerza mecanica molecular por medio del uso de un campo de fuerza de todos los
atomo AMBER (Cornell y otros, 1995, J. Am. Chem. Soc. 117: 5179) y el conjunto de programas AMBER 9 (Case y
otros, 2005, J Comput. Chem. 26: 1668). Durante minimizaciones de energia, sélo las regiones enlazadoras de las
trampas se les permiti6 moverse, mientras que las coordenadas de los factores de crecimiento y de los dominios
plegados de las trampas se fijaron. EI modelo molecular 3D resultante de la trampa de una sola cadena homo-bivalente
(TBRII) unido a TGF-B3 se representa en la Figura . 4.

Este modelo inicial del complejo se us6é como entrada para la simulacién de la dinamica molecular (MD) llevada a cabo
junto con el campo de fuerza AMBER FFO3 (Duan y otros, 2003, J. Comput. Chem. 24: 1999; Lee & Duan, 2004,
Proteins 55: 620) dentro del conjunto de programas AMBER 9 (Case y otros, 2005; J. Comput. Chem. 26: 1668). El
sistema_molecular consistente de 245 residuos de aminoacidos de la trampa de una sola cadena (a partir de la trampa
(TBR-II)2 de longitud completa con 272 residuos de aminoéacido, 21 residuos no estructurados a partir del N-terminal y 6
residuos flexibles a partir del C-terminal no se incluyeron en la simulaciéon MD), 224 residuos de aminoacido del dimero
TGF-B3 y 14 contraiones Na® (se afiadieron para mantener la electroneutralidad) se solvatd en la caja de agua
rectangular por medio del uso del programa Xleap en el software AMBER 9. La distancia entre la pared de la caja y el
atomo mas cercano del soluto fue de 12.0 A, y la distancia mas cercana entre los atomos de soluto y disolvente fue 0.8
A. La energia de todo el sistema se redujo al minimo mediante la aplicacion de restricciones armonicas con constantes
de fuerza de 10 kcal/mol/A? para todos los atomos de soluto, seguido por el calentamiento a partir de 100 K a 300 K
durante 25 ps en el ensamble canénico (NVT), y mediante el equilibrio para ajustar la densidad del solvente bajo presion
de 1 atm durante 25 ps en la simulacién del ensamble isotérmico isobéarico (NPT). Las restricciones armdnicas después
se redujeron gradualmente a cero con cuatro rondas de 25 ps de simulaciones NPT. Después de 25 ps adicionales de
simulacién, una corrida de produccion de 15 ns se obtuvo con instantdneas recogidas cada 1 ps: Para todas las
simulaciones, se usaron 2 fs de tiempo de la etapa y 9 A de corte de lo no unido. El método de particulas de malla Ewald
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(Darden y otros, 1993, J. Chem. Phys. 98: 10089) se us0 para tratar la electrostética de largo alcance, y longitudes de
union que implican a los atomos de hidrégeno se limitaron mediante SHAKE (Ryckaert y otros, 1977, J. Compt. Phys. 23:
327). No se impusieron otras restricciones durante la simulacién MD.

Como se ve a partir la Figura 5A, la trampa de una sola cadena (TBR- II) unida a TGF-B3 alcanza una estructura de
solucion MD estable que conserva la unién simultdnea de los dos dominios de union de ligando sobre el factor de
crecimiento dimérico como se observa en la estructura cristalina de los ectodominios del receptor sin recubrimiento (Hart
y otros, 2002 Nat. Struct. Biol. 9: 203, Groppe y otros, 2008, Mol. Cell 29:157). Esto corrobora la factibilidad de la trampa
de TGF- de una sola cadena disefiada en términos de la longitud del enlazador. El analisis MD ademas revela que en el
complejo, la region enlazadora de la trampa de una sola cadena se vuelve relativamente rigida, con sélo 6 residuos que
experimentan una mayor movilidad (expresado como las fluctuaciones de la raiz cuadrada media promediada en el
tiempo y por residuo) que el resto de los residuos de aminoacidos de la trampa (Figura 5B ). Adicionalmente, la trampa
de una sola cadena establecié interaccion favorable con el factor de crecimiento, como se evalud por la funcion de
energia de interaccion solvatada para calificar la afinidad de unién proteina-ligando (SIE) (Naim y otros, 2007, J. Chem.
Inf. Model. 47: 122). Un valor SIE muy favorable de -25.4 kcal/mol se calculé como promedio durante los Gltimos 10 ns
de simulacion MD (Figura 5C). Esto indica ademas la factibilidad del enlazador natural empleado en términos de
composicién de aminoacido, es decir, no hubo contactos estéricos y electrostaticos desfavorables significativos previstos
entre el enlazador de la trampa y el factor de crecimiento.

1. En un ejemplo, el disefio basado en la estructura conduce a una molécula divalente consistente de dos ectodominios
TBRII humanos que se fusionan en tandem en una sola cadena de polipéptido (se muestra esquematicamente en la
Figura 6). En esta construccién, una secuencia enlazadora de intervencién se forma a partir de la secuencia C-terminal
natural no estructurada de un ectodominio (negro, 10 residuos) y la secuencia N-terminal natural no estructurada de otro
ectodominio (blanco, 25 residuos). Este enlazador tiende un puente entre los dos dominios de uniéon de TGF-B
estructurados. Esta trampa de TGF- se denomina de este modo prototipo (TBRII) La construccién ademas contiene
una etiqueta myc N-terminal y una etiqueta 6xHis C-terminal para facilitar la deteccion y purificacion de proteinas. En el
prototipo (TBRII) la secuencia IPP nativa se remplaza por GGR dentro del enlazador debido a un sitio de restriccion Notl
insertado durante la construccion del gen (TBRII) Ademas se muestra otra construccién con un enlazador de 35
residuos de ammoamdo con IPP nativa restaurada, y que tiene una etiqueta His N-terminal. Esta construccion se
denomina "N-His (TBII) modificada" y cuenta con una secuencia enlazadora nativa. Se dan modelos moleculares
previstos de (TBRII) unido a TGF-B

Figuras 3-5.

Experimento #3: Produccion a pequefia escala del prototipo (TBRII)? y demostracion de la actividad de unién de TGF-8

La Figura 6 muestra un prototipo esquemético de (TBRII)z. El prototipo del gen (TBRII)2 se clono en el vector de expresion
de mamifero pTT y cantidades crecientes se transfectaron transitoriamente en las células HEK293. El medio condicionado a
partir de estas células transfectadas se recogio después de 5 dias y se prob6é mediante el analisis SPR de Biacore para la
union de (TBRII)2 secretada a una superficie de TGF-B3 (Figura 7A). El sensograma muestra niveles crecientes de union
que se correlacionan con las células transfectadas con niveles crecientes del plasmido (TBRII)2 (que esté en el intervalo a
partir de 1% a 95% de las células transfectadas), lo que indica un efecto de dosis y de union especifica. Las caracteristicas
de unién de (TBRII) (producido a partir de 95% de células transfectadas) se comparé con el TBRII-Fc dimerizado y el TBRII
monomerlco (Figura 7B ). El sensograma del prototipo

(TBRII) fue similar a la interaccion de TBRRII-Fc (lenta tasa de dISOCIaCIOI’]) y ambos fueron distintos de la interaccion de TRl
monomeérico (rapida tasa de disociacién), lo que indica que (TBRII) interactla con la superficie de TGF-B3 en una manera
bivalente de alta afinidad.

Experimento #4: Produccion y purificaciéon del prototipo y N-His (TBRII)?modificado

Escalado de la produccién del prototipo (TBRII)2 en las células 293 resulté en rendimientos variables de proteina (1-3 mgs
por 1 litro de cultivo) sobre la purificacion a través de la columna de cobalto, quiz4 debido a una etiqueta de His menos
accesible en eI C-terminal. Se construyé una versién modificada que tenia una etiqueta de His en el N- termlnal denominada
N-His (TBRII) como se muestra en la Figura 6 . Las células HEK293 transfectadas con N-His (TBRII) se cultivaron en 500
ml de cultivo. El medio se recogid, se concentrd 5 veces por filtracion en Centricon 10 kDa y después se pasé a traves de
una columna de 10 ml de Fractogel cobalto. La Figura 8 muestra un analisis de SDS-PAGE de N-His (TBRII) en las
diversas etapas de purificacion. La N-His (TBRII) en las fracciones eluidas (carril 6) esta relativamente pura y migra como
una mancha (probablemente debido a la glicosilacién) en el mtervalo de 50-60 kDa. El rendimiento total a partir de 500 ml de
cultivo fue de 7-8 mgs, lo que indica que la proteina N-His (TBRII) es susceptible a la produccién a gran escala.

Experimento #5: Demostracion de que (TBRIN? es una potente trampa de TGF-8
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La capacidad del prototipo purificado (TBRII)2 para neutralizar TGF-8 se prob6 en las células MvlLu que tienen un gen
reportero de luciferasa sensible a TGF-B y en comparacion con TBRII-Fc a partir de dos fuentes, comercial R&D y eI
colaborador H. Lin (Figura 9A). Las curvas de inhibicion resultantes indicaron que la ICso promedio para el prototipo (TBRII)

es 0.58 nM (S.D. 0.64) que esta en el mlsmo intervalo que para TBRII-Fc de Lin (0.45 nM) y ligeramente mayor que TRRII-Fc
de R&D (0.1 nM). El prototipo (TBRII) purificado ademés se compar6 con el TBRII-Fc dimérico y TBRII-ED monomérico por
su capacidad para unir de forma competitiva el TGF-f en solucién a través de andlisis de Biacore (Figura 9B). Cantidades
crecientes de cada aglutinante se afiadié por separado a una cantidad constante de TGF-f1 o -3 (5 nM) seguido por
coinyeccion de esta mezcla sobre una superficie de anticuerpo especifico de TGF-B. El nivel de TGF- no unido en equilibrio
se evalué por el nivel maximo / meseta de la curva de unién de superficie (Figura 9B) el prototipo (TBRII)2 y TBRII-Fc tienen
IC50s similarmente baja en el intervalo de 5-8 nM, como seria de esperar para la union de TGF-§ divalente, intra-molecular.
En contraste, la IC50 para el TBRII-ED monovalente es 10-20 veces mayor. Uno podria predecir, para completa avidez, que
IC50 para (TBRII) dimérico podria ser al menos 100-veces mayor que para el TRRII-ED monomérico. Con el fin de
aumentar la avidez, se pueden muestrear Iongltudes de enlazadores variables para(TBRII)2 (ver las Figuras 2C y 2D ). Estos
resultados (Figuras 9A y 9B) indican que (TBRII) es un excelente reactivo de captura / neutralizacién para el TGF-B y por lo
tanto es un buen candidato a agente terapéutico y/o diagnéstico para enfermedades en las que el TGF-B es causal y
sobreexpresado/hlperactlvo (por ejemplo, tumores de mama). Con este fin se analizé la capacidad del prototipo (TBRII)

para prevenir la i |nva3|on de las células de cancer de mama 4T1 inducida por TGF-@ in vitro (Figura 9C ). Similar al TBRII-Fc,

el prototipo (TBRII) redujo la invasion de las células 4T1 a aproximadamente 20% del (+ TGF-B) control no tratado con
trampa.

Experimento #6: Evaluacion de las caracteristicas de unién vy eficacia de N-His (TBRII)?

Los dos ensayos diferentes de SPR de Biacore que se utilizaron en la Figura 7 y la Figura 9B se usaron de nuevo para
caracterizar la interaccién N-His (TBRII) - ligando TGF-B. Primero, el ensayo de union directa se utiliz6 cuando la trampa de
TGF-B se inyect6 sobre diversas superficies de isoformas de TGF-f inmovilizado. Mientras que este ensayo puede verificar
la unién a diferentes superficies de isoformas de TGF-B, no puede verificar que una interaccion 1:1, trampa: homodimero de
TGF- se produce en solucion debido a la naturaleza del uso de una superficie de TGF-f inmovilizado. Con el fin de mostrar
que la trampa de unién mejora al ligando TGF-B soluble, se llevaron a cabo ensayos de unién indirectos en los que una
concentracion de TGF-13 constante se preincubé con diversas trampas o0 concentraciones del mondémero de TBRII y
después se inyectaron sobre una superficie de anticuerpo 1D11 (anti-TGF-B1 a 3).De esta manera, la superficie 1D11 mide
la cantidad de TGF-@ libre (0 no unido). Una IC50 inferior |nd|ca que la mejora de la unién se debe Unicamente a la avidez.
En el ensayo de unién directa, la unién de N-His (TBRII) bivalente a TGF-f1 y 3 inmovilizado se comparé a la de la
construccion N-His TRRII monomérica (Figura 10A). N-His (TBRII)2 se uni6 a todas las isoformas de TGF-B (1-3), y mostro
una tasa de asociacion rapida y significativamente mas lenta tasa de disociacion de la union a TGF-f1y 33 en comparamon
con N-His TRRII monomérico, como se esperaba para una interaccién de union bivalente. Adicionalmente, N-His (TBRII)

mostro union a TGF- BZ mientras que la uniéon de TRRII monomérico a esta isoforma fue indetectable. Ademas se comparo la
union de N-His (TBRII) y TBRII-Fc a TGF-B1 y B3 (Figura 10B ). Ambas trampas mostraron cinéticas de unién similares con
rapida tasa de asociacion y lenta tasa de disociacion caracteristicas. Con el fin de evaluar la unién de la trampa al ligando en
solucion, se llevé a cabo el ensayo de unién |nd|recto para determinar IC50s por medio del uso de 5 nM de TGF-B1. Se
generaron las curvas de IC50 para N-His (TBRII) blvalente TBRRII-Fc y TBRII monovalente (producidos ya sea en células 293
0 E. coli) (Figura 10C). Tanto N-His (TBRII) y TBRII-Fc mostraron union eficaz, con IC50s de 1.1 y 1.6 nM,

respectivamente. Las IC50s de N-His TBRII (células 293) y TBRIIED (E.coli) fueron aproximadamente 8 y 70 veces mayor
(respectivamente) que la de N-His (TBRII) Diferencias similares entre las trampas bivalente y monovalente se observaron
en los ensayos de neutralizacién por medio del uso de las células reporteras de luciferasa Mv1Lu (Figura 10D ). Las IC50s
para N-His (TBRII)2 y TBRII-Fc en este ensayo estaban en el intervalo sub nM mientras que N-His TBRII monomérico (
células 293) mostr6 solo neutralizacion parcial en el intervalo de 10-100 nM, y TBRIl monomérico (E. CO|I) fue incapaz de
neutralizar el TGF-B. Los resultados ademas mostraron que, en comparacion con el prototipo (TBRII) el N-His (TBRII)

modificado fue més eficaz en la neutralizacion del TGF- (compare las Figuras 9A'y 10D ).

Experimento #7: N-His (TBRII)® exhibe estabilidad y actividad a largo plazo

La susceptibilidad de N-His (TBRII) a la degradacioén proteolitica se evalu6 mediante la incubacion de N-His (TBRII) en
presencia de 10% de suero bovino fetal a 37C por un periodo de 7 dias (Figura 11). La transferencia de tipo Western a la
izquierda muestra que la proteina N-His (TBRII) permanece mtacta durante todo el periodo de 7 dias. Adicionalmente, las
curvas de neutrallzacmn a la derecha demuestran que N-His (TBRII) conserva su actividad. Estos resultados muestran que
N-His (TBRII) no es sensible de manera adversa a la proteolisis y por lo tanto es un buen candidato terapéutico y/o agente
de imagen para los estudios en animales.
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Experimento #8: El N-His (TBRII)%, que tiene un enlazador largo (60 aminoacidos, ver las Figuras 1A y 2A) es mas potente
que N-His (TBRII)®

La IC50 para N-His (TBRIIb) para la neutralizacion de TGFB1 fue 0.04 nM (Figura 12A), que es 4 veces mas potente que
N-His (TBRII) (IC50 = 0.16 nM, Figura 10D) De manera similar, cuando se probaron por andlisis de SPR (Biacore) para la
union de TGF-B1 en solucion, N-His (TBRIIb) fue mas potente que N-His (TBRII) (Figural2B). Estos resultados ilustran que
la modificacion de la longitud del enlazador es al menos un parametro mediante el cual la eficacia de la trampa se puede
mejorar.

Experimento #9: (ActRlIlb): otro ejemplo de una trampa de receptor de una sola cadena dentro de la familia TGF-B

Con el fin de mostrar que la estrategia del receptor bivalente de una sola cadena que ensefia la presente descripciéon se
puede aplicar a otros ligandos de la familia TGF-(3, (A(:tRIIb)2 (que se muestra esquematicamente en la Figura 2A) se
construy6 a partir del receptor ActRIlb humano por medio del uso de esta estrategia. ActRIlb es el receptor de alta afinidad
tanto para miostatina y activina B. (ActRIIb) y ActRIlb monomérico se produjeron en las células 293 y su capacidad para
neutralizar la miostatina se probd por medio del uso de las células A204 de rabdosarcoma humano. Estas células tienen el
receptor ActRIIb y se transfectaron con el gen reportero de la luciferasa (CAGA)12 (senS|bIe a la activina y la miostatina)
(Figura 13). (ActRIIb) superd la potencia de neutralizacion de ActRIlb monomérico (IC50 de 0.1 y 0 38 nM,
respectivamente), asi se demostré la mejor eficacia de unién de esta trampa bivalente. Adicionalmente, (ActRIIb) fue 10-
veces mas potente que ActRIlb-Fc dimérico. Estos resultados por lo tanto indican que la estrategia del receptor de una sola
cadena que ensefia la presente descripcion se puede usar como una tecnologia de plataforma para desarrollar eficaces
reactivos de captura de otros ligandos dentro de la familia TGF-f.

Experimento #10: (BMPR1a)* otro ejemplo de una trampa del receptor de una sola cadena dentro de la familia TGF-B

Otro ejemplo de una trampa del miembro de la familia TGF- es (BMPRla)2 gue se muestra esquematicamente en la
Figura 2A . La trampa (BMPRla)2 se comparé con BMPR1a monomérico para la neutralizacién de BMP2 (Figura 14). La
trampa (BMPRla) bivalente fue claramente capaz de neutralizar BMP2 mientras que BMPR1 monomérico mostré una
pobre neutralizacion.

Los agentes de union de ligando polipéptido multivalentes descritos en la presente descripcion permiten una alta afinidad y
especificidad por la multivalencia de una sola cadena. Este atributo de una sola cadena es fundamentalmente diferente de
los agentes multi-cadenas existentes tales como las fusiones basadas en Fc (dimero covalente), fusiones basadas en E/K-
superenrollado (dimero no covalente), o las citocinas y las trampas de ligandos descritas que incluyen restos
multimerizantes fusionados. El presente disefio puede facilitar la penetracion en el tejido, de ese modo aumenta el acceso a
los sitios de interés. El presente disefio ademas puede proporcionar una media vida mas corta en la circulacion sistémica,
que puede ser deseable para ciertas aplicaciones tales como imagenes y otras aplicaciones de diagnéstico, asi como
cuando no se desea corriente de distribucion sistémica del antagonista abundante. Adicionalmente, el presente disefio
permite el enlace de otras moléculas de carga (por ejemplo agentes de imagenes como moléculas fluorescentes), toxinas,
etc.

Los enlazadores pueden designarse para facilitar la purificacién del enlazador y/o agente de unién de ligando. El esquema
exacto de purificacion elegido determinard qué modificaciones son necesarias, por ejemplo, se contempla la adiciéon de
"etiquetas"” de purificacion tales como las etiquetas His.

La estructura general |

(<bd1>-enlazadorl )i-[{<bd1>-(enlazador2-<bd2>)-enlazador3i-}n-{<bd3>)m-(enlazadord-<bd4>)qp

puede modificarse para afiadir una 0 mas moléculas de carga y/o accesorias (denominadas colectivamente en la presente
por R1, Rz, Rs, Ry, etc.).

Por ejemplo, para proporcionar la Estructura V:
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Rs R« Rs R Rz Rs Rs
I I | | 1 I !
Ri{<bd1>enlaz. 1 )-[{<bd1>{ enlsz. 2-<bd2>}enlaz. 3}, <{<bd3>) o enlaz 4-<bdd> )g}i-Rz

Donde bdl, bd2, bd3, bd4, enlazadorl, enlazador2, enlazador3, enlazador4, k, f, n, m, d, y h se definen como en la
Estructura I.

Sin limitaciéon la generalidad de sustituyentes R disponibles, Ri, R2, R3, Ra, Rs, Re, R7, Rs, Ro, pueden ser iguales o
diferentes, pueden no estar presentes y cuando estan presentes, pueden ser independientemente uno o mas de:

Una proteina de fusién para dirigir tal como un fragmento de anticuerpo (por ejemplo una sola cadena Fv) y/o un anticuerpo
de un solo dominio (sdAb).

Un agente de radioterapia y/o imagen tal como un radionucleétido (por ejemplo*®I, *in, BF, ®4c, %8y, 24, 3% Oy 177y,
’cu, 2**Bi, At), un colorante fluorescente (por ejemplo Alexa Fluor, colorante Cy) y/o una etiqueta de proteina
fluorescente (por ejemplo GFP, DsRed).

Un agente citotéxico para la quimioterapia tal como doxorubicina, caliqueamicina, un derivado de maitansinoides (por
ejemplo DM1,DM4), una toxina (por ejemplo, endotoxina A de Pseudomonas truncada, toxina de difteria).

Un portador basado en nano particulas tales como polietilenglicol (PEG), un polimero conjugado con un farmaco,
nanoportador o agente de imagenes (por ejemplo de un polimero N-(2-hidroxilpropil)metacrilamida (HPMA), acido glutamico,
PEG, dextrano).

Un farmaco (por ejemplo, doxorrubicina, camptotecina, paclitaxel, palatinato).
Un nanoportador tal como un nanoconcha o liposoma.

Un agente de imagen tal como 6xido de hierro supermagnético (SPIO)

Un dendrimero

Un soporte s6lido para su uso en la purificacién del ligando, concentracion o secuestro (por ejemplo, nanoparticulas, resinas
inertes, soportes de silice adecuados).

Generalmente, serd preferible no tener moléculas de carga o accesorias en todas las posiciones posibles, ya que esto
puede causar complicaciones estéricas o electrostéticas. Sin embargo, los efectos de afiadir una molécula de carga o
accesoria a cualquier posicion o posiciones dadas en la estructura puede determinarse rutinariamente a la luz de lo descrito
en la presente descripcion mediante la modelacion del enlazador entre los dominios de unidon y llevar a cabo simulaciones
de dinamica molecular para minimizar sustancialmente la energia mecénica molecular y reducir la incompatibilidad estérica
y electrostatica entre el enlazador y el miembro de la superfamilia TGF-B como se ensefia en la presente descripcion.

Seré frecuentemente preferible adicionar la molécula de carga o accesoria a la porcion enlazadora del agente, en lugar de al
dominio de unién, para reducir la probabilidad de interferencia en la funcién de unién. Sin embargo, la adiciéon al dominio de
union es posible y podria ser deseable en algunos casos y el efecto de tal adicion se puede determinar rutinariamente con
antelacion mediante la modelacion del agente de unién y el enlazador con la adicion propuesta como se describe en la
presente descripcion.

En algunas modalidades de conjugacion a las moléculas de carga o moléculas accesorias, se produjeron las siguientes
estructuras:

R-[bd]-(enlazador-[bd])n

[bd]-(R-enlazador-[bd])n
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R-[bd]-(enlazador-[bd]-R)x
R-[bd]-(R-enlazador-[bd]),
[bd]-(R-enlazador-[bd]-R)n
R-[bd]sR-enlazador-[bd]-R),

Las metodologias de conjugacion son algo diversas pero tipicamente se pueden realizar por medio del uso de kits
comerciales que permiten la conjugacion a través de grupos reactivos comunes tales como aminas primarias, ésteres de
succinimidilo (NHS) y grupos sulfidral-reactivos Algunos ejemplos son; kit de etiquetado de proteinas con Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, tecnologias de deteccion Invitrogen) y kits de PEGylacion (Pierce Biotechnology Inc.).

Muchas modalidades de los agentes de unién que se ensefian en la presente descripcion tendran una masa molecular méas
baja, en comparacion con agentes neutralizantes basados en receptores multivalentes competidores.

En una modalidad de la invencién se proporcionan agentes de unién de ligandos en donde la secuencia del enlazador de
intervencion, entre los dominios de unién de ligandos, esta compuesta por aminoacidos nativos, cuya secuencia se basa en
los ectodominios del receptor (por ejemplo, los diversos enlazadores mostrados en la Figura 2B y los enlazadores
"repeticion" y "supresion" mostrados en la Figura 2D) o sustituciones conservativas de aminoacidos naturales o no naturales
dentro de tales regiones o la reversion de tales secuencias naturales o modificadas. Frecuentemente se considerara
preferible usar regiones no estructuradas a partir de los ectodominios de estos receptores como molde para el disefio del
enlazador. Una vez disefiados los enlazadores, generalmente sera preferible probar su efectividad por medio del uso de
procedimientos descritos en la presente descripcidn u otros procedimientos sustancialmente funcionalmente equivalentes.
Las pruebas de rutina para la inmunogenicidad pueden ser deseables para el uso in vivo.

En algunos casos, sera deseable someter el disefio de enlace basado en polipéptido de los agentes de unién de ligandos
descrito en la presente descripcion a la optimizacion de las caracteristicas deseadas para una aplicacion particular. Por
ejemplo, el enlazador se puede modificar en longitud y composiciéon en base a simulaciones a nivel atbmico y un disefio
basado en el conocimiento con el objetivo de mejorar la afinidad de union, la especificidad, la inmunogenicidad y la
estabilidad. Esto se aplica a una amplia variedad de sistemas moleculares que exhiben caracteristicas estructurales ligando-
receptor homoméricas, heteroméricas, diméricas y multiméricas.

Diferentes dominios de unién adicionales se pueden incorporar para generar trampas multivalentes con una potencia de
unién adn mayor.

En una modalidad de la invencidn, un polipéptido hetero-bivalente de una sola cadena no natural se produce por la fusion en
linea de dos o méas dominios de unidn de ligandos con diferentes estructuras (indicados <bd1>, <bd2>, <bd3> y <bd4>) a
partir de la porcion extracelular de diferentes receptores naturales, y que no se fusiona a ningun resto dimerizante o
multimerizante. En algunos casos, este polipéptido tendré la estructura general <bd1>-enlazador2-<bd2>. En algunos casos,
los dominios de unién se seleccionaran de los ectodominios de los receptores TBR-Il y TRRI, y se fusionaran para producir
trampas de una sola cadena hetero-bivalentes activas contra las isoformas de TGF-f3. En otros casos, los dominios de unién
se seleccionaran de ectodominios de los receptores ActR-lla y BMPR-la y se fusionaran para generar trampas de una sola
cadena hetero-bivalentes activas contra activina, miostatina e isoformas de BMP. En otras modalidades, los dominios de
union se seleccionan a partir de otros receptores de miembros de la superfamilia TGF-f.

En una modalidad de la invencion, un polipéptido hetero-bivalente de una sola cadena no natural se produce por la fusion en
linea de dos 0 mas dominios de union de ligandos con diferentes estructuras (indicados bd1 y bd2) a partir de la porcién
extracelular de diferentes receptores naturales, y que no se fusiona a ningin resto dimerizante o multimerizante. En algunos
casos, este polipéptido tendrd la estructura general [bdl]-enlazadorl-[bd2]-enlazador2-[bd2]. En otros casos, este
polipéptido tendra la estructura general [bdl]-enlazadorl-[bd1l]-enlazador2-[bd2]. En algunos casos, [bdl] y [bd2] se
seleccionaran a partir de los ectodominios de los receptores TBR-Il y TBRI, y se fusionaran para producir trampas de una
sola cadena hetero-bivalentes activas contra isoformas de TGF-B. En otros casos, bdl y bd2 se seleccionaran a partir de
ectodominios de los receptores ActR-lla y BMPR-la y se fusionaran para generar trampas de una sola cadena hetero-
bivalentes activas contra activina, miostatina e isoformas de BMP.
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En otra modalidad de la invencién un polipéptido hetero-tetravalente de una sola cadena de origen no natural se produce por
la fusion en linea de dos o mas dominios de union al ligando estructurados idénticos o diferentes a partir de la porcién
extracelular de receptores naturales repetidos dos o més veces en diversos 6rdenes. En una modalidad de la invencion este
polipéptido hetero-tetravalente no esta fusionado a ninguna de las porciones de dimerizaciébn o multimerizacion. En una
modalidad, este polipéptido tendra la estructura general [bd1]-enlazadorl-[bd2]-enlazador2-[bd1]-enlazadorl-[bd2]. En otros
casos, este polipéptido tendra la estructura general [bdl]-enlazadorl-[bd1]-enlazador2-[bd2]-enlazador3-[bd2]. En una
modalidad, este polipéptido tendra la estructura general [bdl]-enlazadorl-[bd2]-enlazador2-[bd2]-enlazador3-[bd1]. En
algunos casos, [bd1] y [bd2] se seleccionaran a partir de los ectodominios de los receptores TRR-Il y TBR-I, y se fusionaran
para producir trampas hetero-tetravalentes de una sola cadena activas contra las isoformas de TGF-B. En otros casos, [bd1]
y [bd2] se seleccionaran a partir de ectodominios de los receptores ActR-lla y BMPR-la y se fusionaran para generar
trampas hetero-tetravalentes de una sola cadena activas contra activina, miostatina e isoformas de BMP.

Los ejemplos no limitantes especificos de las modalidades de trampas heteroméricas de una sola cadena contra TGF-$ se
representan esquematicamente asi como con detalles de la secuencia completa en las Figuras 15A y 15B.

Una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de una sola cadena producida de acuerdo a las ensefianzas de la
presente descripcion se puede clonar e insertar en cualquier vector adecuado y por lo tanto es muy susceptible para la
produccién (es decir no se requieren dos vectores, o un vector con dos promotores para expresar dos ectodominios del
receptor).

La region enlazadora proporciona un segmento que es diferentes de los dominios de unién de ligandos estructurados y asi
se puede usar para la conjugacién a moléculas (por ejemplo, moléculas utiles para aumentar la estabilidad tales como
restos de PEGylacion) o moléculas de carga tales como agentes de contraste (para imagenes) sin tener que modificar
guimicamente los dominios de unién.

En una modalidad de la invencion en la que los dominios de unién de ligandos y el enlazador contienen principalmente
secuencias naturales no se espera habitualmente que sean severamente inmunogénicos o tdxicos en un paciente tipico.

Un tamafio méas pequefio (por ejemplo, 50-60 kDa para (TBRII)2 comparado con 100-120 kDa para TBRII-Fc o 150 kDa para
anticuerpos monoclonales) se esperara generalmente que aumenten el acceso a los tejidos objetivo.

La produccién a gran escala es un objetivo alcanzable. Un escalado de 500 ml de N-His (TBRII)2 en células 293 produjo 7
mg de proteina pura.

En algunos casos, se puede desear permitir que una computadora u otra maquina capaz del célculo para determinar la
longitud del enlazador de acuerdo a la descripcién en la presente descripcion. Asi, en una modalidad de la invencion se
proporciona un medio de almacenamiento de datos que comprende instrucciones para determinar la minima longitud del
enlazador. En una modalidad de la invencion se proporciona un medio de almacenamiento de datos que comprende medios
para identificar la minima longitud del enlazador aceptable.

La longitud del enlazador se considerard aceptable cuando permita que la unién de los dominios de unién localizados en
cada extremo N- y C- del enlazador se unan a sus sitios de unién naturales en sus ligandos naturales, de forma tal que, con
ambos dominios de unién unidos de esa forma, el ligando se une con una mayor afinidad que con la que se uniria mediante
la unién a uno solo de los dominios de union.

Métodos

Construccién y clonacion de trampas de la familia TGF

1) Prototipo (TBRII)?

Etapa 1: El vector de expresion de mamiferos pTT2-RIIE (De Crescenzo y otros, 2003, J. Mol. Biol. 328: 1173), que contiene
un ectodominio etiquetado con myc del receptor TGF-f humano tipo Il (TBRII) se corté con Notl y BamHI para eliminar las
regiones His/E-coli. Etapa 2: Un segundo ectodominio de TBRIl se amplific6 por PCR a partir del plasmido
huTGFBRII/pCDNA3 como molde y por medio del uso de cebadores R2ZECD3'Bamrev2 y R2ECD 5' Not para incorporar un

sitio 3' Bam HI etiquetado con 6-His, y un sitio de restriccion 5' Not |, respectivamente.

R2ECD3'Bamrev2: sec. con nim. de ident. 1
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GACAGGATCCTAGTGATGATGGTGGTGATGGTCAGGATTGCTGGTGTTATATTC
R2ECD 5'Not: sec. con nam. de ident. 2
CACGGCGGCCGCCACGTTCAGAAGTCGGTTAATAAC

Este producto de PCR se ligé a pCDNAS3 cortado con Notl y BamHI. El inserto se verificO mediante secuenciacion, se volvio
a cortar mediante digestion con Not I/Bam HI y después se clon6 en el vector de la etapa 1, lo que resultdé en el ensamblaje
de dos ectodominios TRRII en tAndem. La secuencia de esta construccion se verificO mediante secuenciacion y la secuencia
de aminoacidos de la proteina prototipo (TBRII)2 se muestra mas abajo y se presenta esquematicamente en la Figura 6.

Prototipo (T BRII)Z: sec. con nam. de ident. 3

[MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIAST]IPPEQKLISEEDLLHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKF
PQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPK
LPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDGGRHV
QKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVA
VWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECND
NIIFSEEYNTSNPDHHHHHH

* La secuencia gris dentro de paréntesis indica el péptido sefial huTBRIl que se cliva al procesarse en células 293. Las
secuencias en recuadros (EQK...LL y HH...HH), son etiquetas Myc y His, respectivamente.

2) Mondmero N-His (TBRII)2 y N-His TBRII modificado

Etapa %: Reversion de los aminoacidos no nativos GGR a los amino&cidos nativos IPP en los enlazadores del prototipo
(TBRIN)

El sitio Not1 dentro de la secuencia codificante del enlazador del prototipo (TBRII)2 cre6 una secuencia GGR (subrayada en
las secuencias de aminoacidos mostradas anteriormente). Esto se revirti6 a la secuencia IPP nativa por mutagénesis
basada en PCR. Los cebadores internos 2XR2mutfor y 2Xmutrev abarcan la regién a mutar y dos cebadores flanqueadores
pTT25'y pTT2 3' contienen las regiones flanco.

2XR2mutfor : sec. con nim. de ident. 4
CCTGACATCCCACCGCAGGTTCAGAAG
2Xmutrev : sec. con nim. de ident. 5
GAACGTGCGGTGGGATGTCAGGATTGC
pTT2 5' sec. con ndm. de ident. 6
ATACACTTGAGTGACAATGACA

pTT2 3'sec. con nim. de ident. 7
AAAATTCCAACACACTACTTTGCAATCT

El molde usado fue pTT2-prototipo(TBRII)2. Los cebadores pTT2 5'y 2XR2mutrev se aparearon para crear el fragmento 1 de
PCR. Los cebadores pTT2mutfor y PTT2 3' se aparearon para crear el fragmento 2 de PCR. Los fragmentos de PCR 1y 2
se calentaron a 95 € y se hibridaron juntos. Los cebadores flanqueadores se usaron después para amplificar los
fragmentos ensamblados 1+2. Los fragmentos amplificados 1+2 después se cortaron con Hindlll y BamH1 y se insertaron
en el vector pTT cortado ademas con Hindlll y BamHI. El plasmido resultante se designo pTT2-nativo(TBRII)2.

Etapa 2: Eliminacién de las etiquetas His C-terminal y Myc N-terminal y fusiéon con etiqueta His N-terminal/ sitio de clivaje
trombina.

Se disefiaron dos cebadores, que incorporan el cambio de secuencia deseado (sitio de restriccion, sitio de clivaje trombina,
y eliminacion de la etiqueta mycMyc, y la etiqueta His).
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BamHI-Thr-IPP-R2ECD _for: sec. con nim. de ident. 8
GGATCCTTCAACCCGCGTATTCCGCCGCACGTTCAGAAGTCGGTT
BstBI stop R2ECD rev : sec. con num. de ident. 9
GCGTTCGAACTAGTCAGGATTGCTGGTGTTATATTC

Estos cebadores se usaron para generar dos fragmentos por PCR por medio del uso de pTT2-nativo(TBRII)2 como un
molde: fragmento 1XECD (mondémero) y 2XECD (dimero). Ambos fragmentos se digirieron con BstBl y BamHI y se clonaron
de separadamente en el vector plasmidico pTTVH8G (no publicado, derivado a partir del vector pTT; Durocher y otros, 2002,
Nucl. Acid. Res. 30: Nim.. 2 €9) que tiene la secuencia sefial del VEGF humano/10 aminoacidos N-terminales del VEGF y la
etiqueta 8Xhis. Las secuencias de proteina de las construcciones resultantes son como sigue:

N-His (T BRII)2: sec. con num. de ident. 10

[MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQA]JAPMAEGGGQNHHHH
HHHHIGGSFNPRIPP HVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKF

CDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDE
NITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFM

CSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDHVQKSVNNDMIVTD

NNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQ
EVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIM
KEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

* La secuencia gris entre paréntesis indica el péptido sefial VEGF. Las secuencias en recuadro; (HH...HH y IPP), son la
etiqueta His y la secuencia IPP reversa, respectivamente.

mondémero N-His TBRII : sec. con nim. de ident. 11

[MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQA]JAPMAEGGGQNHHHH
HHHHIGGSFNPRIPP HVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKF

CDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDE
NITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFM
CSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

3) N-His (TBRIIb)?

Etapa 1: Ensamblaje del gen (TBRIIb)Z.

a. El plasmido pTT2-nativo(TBRII)2 se cortd con Notl y BamHI para eliminar el segundo TRRIIECD.

b. Se generd un fragmento de PCR por medio del uso del plasmido pRC/CMV-huTBRIIb (que contenia el gen humano

TBRIIb) como un molde con los siguientes cebadores:

R2ECD-3'Bamrev-2: sec. con num. de ident. 12
GACAGGATCCTAGTGATGATGGTGGTGATGGTCAGGATTGCTGGTGTTATATTC

y
R2bECD 5'Not for : sec. con nim. de ident. 13
CACGGCGGCCGCCACGTTCAGAAGTCGGATGTGG

El fragmento resultante comprende el TBRIIb con una etiqueta 3' 6-His, un sitio Bam HI y codén de terminacion, y Not | en el
extremo 5'. Este fragmento se corté con Not | y Bam HI y después se cloné en el vector de la etapa a.

Etapa 2:
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Por medio del uso del plasmido de la etapa 1b como molde se gener6 un fragmento de PCR (que elimina la etiqueta Myc N-
terminal y la etiqueta His C-terminal) con los siguientes cebadores:

BamHI-Thr-IPP-R2-ECD-for: sec. con nim. de ident. 14
GGATCCTTCAACCCGCGTATTCCGCCGCACGTTCAGAAGTCGGTT
BstBI terminacion R2ECD rev: sec. con nim. de ident. 15
GCGTTCGAACTAGTCAGGATTGCTGGTGTTATATTC

El fragmento de PCR resultante se digiri6 con las enzimas adecuadas y se subcloné en pTTVH8G. La secuencia de proteina
de esta trampa es como sigue:

N-His (TBRIIb)2: sec. con nim. de ident. 16

[MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAJAPMAEGGGQNHHHHHHHHGGSF
NPRIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICE
KP
QEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCS
S
DECNDNIIFSEEYNTSNPDIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINNDMIVT
DNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITL
ET
VCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNP
D

* La secuencia gris entre paréntesis indica el péptido sefial VEGF. La secuencia en recuadro es la etiqueta His.
4) (ActRIIB)? y monémero ActRIIB

Para la construccion de (ActRIIB)Z, se usaron tres pares de cebadores (1+2, 3+4, 5+6) para generar 3 fragmentos de PCR
(A, By C) por medio del uso de un plasmido que contiene la secuencia humana ActRIIB como un molde.

Cebadorl: sec. con nim. de ident. 17

cgeagatelgeggecgcATGACGGCGCCCTGGGTGGCCCTCGCCCTCCTCTGGGGATCG
CTGTGCGCAGGBATCAGGATCAGAACAGAAGCTGATCaGCG

Cebador2: sec. con nim. de ident. 18

CCGtBATCAGCTTCTGTTCTGATCCTGATCCTGCGCACAGCGATCCCCAGAGGAGG
GCGAGGGCCACCCAGGGLCGCCGTCATgeggeegeagatetgge

Cebador3: sec. con nim. de ident. 19

GGCaGATCTCCGAGGAAGATTTACTAGGGCGTGGGGAGGCTGAGACACGGGAGT
G CATC

Cebador4: sec. con nim. de ident. 20
ccgactagtGGGGGCTGTCGGGGGTGGCTC

Cebador5: sec. con nim. de ident. 21
ccgactagtGGGCGTGGGGAGGCTGAGAC
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Cebador6: sec. con num. de ident. 22
cgctggatccCTAATGGTGATGATGGTGATGGGTGGGGGCTGTCGGGGGTGGC

El fragmento de PCR A contiene sitios 5' Bgl Il y Notl, el coddn de iniciacion ATG, el péptido sefial y la mitad 5' de la etiqueta
Myc y el sitio Bcl I. El fragmento de PCR B contiene el primer ECD, con un sitio Bglll y la mitad 3' de la etiqueta Myc y el sitio
Spel. El fragmento C contiene el segundo ECD, el sitio Spel en el extremo 5', y un sitio BamHI, cod6n de terminacion, la
etiqueta 6Xhis en el extrema 3'. Estos fragmentos se subclonaron en el vector pGemT (Promega), se digirieron con las
enzimas apropiadas, y se ligaron juntos. El fragmento resultante A+B+C, que codifica el dimero de una sola cadena
(ActRIIB)z, se corto por medio del uso de Notl y BamH1 y se inserto en el vector de expresion pTT. El monémero ActRIIB se
ensamblé de forma similar por medio del uso de los pares de cebadores 1+2 y 3+6. Las construcciones resultantes tienen
las siguientes secuencias de proteinas:

(ActRIIB) % sec. con ntim. de ident. 23

[MTAPWVALALLWGSLCAG]SGS[EQKLISEEDLLGRGEAETRECIYYNANWELERTNQ
SSRCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYF
gf\:IIC::ENERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTSG RGEAETRECIYYNANWELERTNQSGL
E(F;EQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCE
GNFC

NERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPT|HHHHHH

monomero ActRIIB: sec. con nim. de ident. 24

[MTAPWVALALLWGSLCAG]SGS|EQKLISEEDLLIGRGEAETRECIYYNANWELERTNQ
SGLE
RCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVKKGCWLDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCC
CEGN

FCNERFTHLPEAGGPEVTYEPPPTAPTHHHHHH

*La secuencia gris entre paréntesis indica el péptido sefial ActRIIB humano. Las secuencias en recuadros (EQK...LL y
HH...HH), son etiquetas Myc y His, respectivamente.

5) (BMPR1a)? y monémero BMPR1a

Para la construccién (BMPRla)Z, se usaron 2 pares de cebadores (1+2, 5+6) para generar dos fragmentos de PCR (A, B)
por medio del uso de un plasmido que contiene la secuencia humana BMPR1a (ALK3) como un molde.

Cebadorifor : sec. con nim. de ident. 25 GCG AAG CTT ATG CCT CAG CTA TAC ATT TAC ATC

Cebador4rev : sec. con num. de ident. 26 CGGC CTC CGG ATG CTG CCA TCA AAA AAC GG

Cebadarsfor: S=c. Con Mam. oe ident. 27 CCOGCG COL CGG CAG AAT CTG GAT AGT ATG CTT
c

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2449753 T3

Cebadorbrey - Sec. Con. Num. de ident. 28 COAC AGG ATC CTA GTG ATG ATG GTG GTG ATG
TCG AAT GCT GCC ATC AAK ARA CGG

El fragmento de PCR A contiene un sitio 5'Hind Ill, cod6n de iniciacion, péptido sefial y el primer BMPR1aECD. El fragmento
de PCR B contiene el segundo BMPR1aECD, etiqueta 6Xhis, codén de terminacion y sitio BamHI.

Estos fragmentos se subclonaron en el vector pGemT (Promega), se digirieron con las enzimas apropiadas, y se ligaron
juntos. El fragmento A+B resultante, que codifica el dimero de una sola cadena (BMPRla)Z, se corté con Hindlll y BamH1 y
se inserté en el vector de expresion pTT2. El monémero BMPR1a se ensamblé por medio del uso de los pares de
cebadores 1+6. Las construcciones resultantes tienen las siguientes secuencias de proteinas:

(BMPRla)Z: sec. con num. de ident. 29
[MPQLYIYIRLLGAYLFIISRVQG]QNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVT

LAPEDTLPFLKCYCSGHCPDDAINNTCITNGHCFAIEEDDQGETTLASGCMKYEGSDF

Q
CKDSPKAQLRRTIECCRTNLCNQYLQPTLPPVVIGPFFDGSIRQNLDSMLHGTGMKSD
SD
QKKSENGVTLAPEDTLPFLKCYCSGHCPDDAINNTCITNGHCFAIIEEDDQGETTLASG
C
MKYEGSDFQCKDSPKAQLRRTIECCRTNLCNQYLQPTLPPVVIGPFFDGSIRHHHHHH

monomero BMPRa : sec. con nim. de ident. 30

[MPQLYIYIRLLGAYLFIISRVQG]QNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPEDTLPFL
K
CYCSGHCPDDAINNTCITNGHCFAIIEEDDQGETTLASGCMKYEGSDFQCKDSPKAQL
RR

TIECCRTNLCNQYLQPTLPPVVIGPFFDGSIRHHHHHH|

* La secuencia gris entre paréntesis indica el péptido sefial BMPR1a humano. La secuencia en recuadro es la etiqueta His.
Expresion y purificaciéon de los agentes de unién de ligandos

Células de rifion embrionarias humanas modificadas (293-EBNA1 clon 6E) que expresan establemente EBNALl se
transfectaron por medio del uso de polietilenimina lineal de 25 kDa (PEI) (Poysciences, Warrington, PA) como se describié
mas abajo (y Durocher y otros, 2002, Nucl. Acid Res. 30: €9)). Las células que crecen como cultivos en suspension en
medio Freestyle (Invitrogen) se transfectaron a 1X10° células/ml con cantidades variables de ADN de vector plasmidico pTT
(para cultivos a pequefia escala), o una cantidad fija de ADN plasmidico (para cultivos a gran escala), y 2 ug/ml PEI.

1. Transfecciones transitorias a pequefia escala:

Quinientos microlitros del cultivo en suspension se distribuyeron por pozo en una placa de 12 pozos. EI ADN se diluy6 en
medio Freestyle (en un volumen equivalente a un décimo del cultivo a transfectar), se afiadié PEI, y la mezcla se agit6 con
vortice y se incubé por 10 min a temperatura ambiente antes de su adiccion a las células. Después de 3 h de incubacién con
complejos ADN-PEI, el medio de cultivo se completé a 1 ml. El cultivo se cosech6 5 dias después de la transfeccion y el
medio se aclaré por centrifugacion a 3500 g por 10 min y se filtr6 estéril. Las alicuotas de medio condicionado se analizaron
por actividad de unién a TGF-B a través del analisis SPR (ver mas abajo y Figura 7A)
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2. Cultivos a gran escala y purificacion de proteinas:

Los cultivos a gran escala se procesaron segin (Pham y otros, 2005: Biotechnol. Bioeng. 90: 332). Biorreactores de 1L
(Biostat Q, B. Braun, Alemania) se equiparon con impelentes de cuchillas inclinadas 45°y la velocidad de agitacién se
mantuvo a 100 rpm. La aireacion de la superficie se aplicé con una mezcla de gas de nitrdgeno, didéxido de carbono y
oxigeno a una régimen de flujo de gas de 100 cm cubicos estandar/min). La tensién de oxigeno disuelto se control6 a 40%
de saturacion de aire. La temperatura se mantuvo a 37 C y el pH se mantuvo a 7.15 con CO ; al inicio de la corrida y con
NaHCOs; (7.5% p/v) durante la fase de crecimiento celular. Una alimentacién con 0.5% (p/v) TN1 peptona (OrganoTechnie)
se realizo 24 horas después de la transfeccion. El medio de cultivo se cosechd 120 horas después de la transfeccién y la
proteina trampa se purificé por cromatografia de afinidad de metales inmovilizados en columna Fractogel-Cobalto como se
describi6é previamente (Cass y otros, 2005, Protein Expr. Purf. 40: 77) excepto que las etapas de lavado y elucidon contenian
25 mM y 300 mM de imidazol respectivamente. Una columna de 10 ml se empac6 con 5 cm de resina de afinidad de
metales Talon (BD Biosciences, Mississauga, Ont.) y se equilibr6 con 10 volimenes de lecho de columna (CVs) de
amortiguador de lavado Talon (TWB: 50 mM fosfato sédico, 300 mM NacCl, pH 7). El medio condicionado se paso a través
de un filtro de 0.22 pm, y después se carg6 por gravedad. La columna se lavé con 10 CVs de TWB y el (TBRII) se eluy6 en
fracciones de 1 ml por medio del uso de 300 mM imidazol en TWB. La proteina trampa eluida se desalé en PBS por medio
del uso de una columna de desalar HiPrep 26/10 (GE-Healthcare) segun lo recomendado por el fabricante. La concentracion
de proteina se determind por Bradford por medio del uso de BSA como un estandar. El progreso de las diversas etapas de
purificacion para N-His (TBRII)2 se ve en la Figura 8

Experimentos de resonancia de plasmén superficial (SPR)

Andlisis del medio condicionado de las células transfectadas 293-EBNA1 clon 6E para actividad de unién al TGFf3

El medio condicionado de las células, transfectadas con cantidades crecientes del plasmido pTT2-prototipo (TBRII)2 (para
generar porcentajes crecientes de células transfectadas en el intervalo desde 1-95%), se recogieron 5 dias después de la
transfeccion y se filtraron estériles (0.22 pm). Las muestras se diluyeron a 1:100 o 1:20 por medio del uso de amortiguador
HBS (10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 3.4 mM EDTA y 0.02% Tween 20) antes del andlisis de la resonancia de plasmén
superficial (SPR) de la interaccion de (TBRII) con TGF-B3. Los datos de SPR se generaron por medio del uso de un
instrumento Biacore 3000 (G.E. Healthcare Inc.) a 25 C por medio del uso HBS como amortiguador de cor rida. Se prepard
el ligando mediante la inmovilizacién covalente de 2000 unidades de resonancia (RUs) de TGF-3. junto con una superficie
control blanco simulada, en un chip sensor de Biacore CM-5 por medio del uso de métodos estandar de acoplamiento de
aminas. Las muestras se inyectaron simultineamente sobre las superficies con TGF-3-inmobilizado y blanco por 240 s
seguido por un tlempo de disociacion de 240 s a una régimen de flujo de 10 pl/min. Los sensogramas de interaccion
especifica (TBRII) -TGF-B3 se generaron mediante la sustraccion del sensograma generado por la superficie blanco de la
generada por la superficie con TGF-B3-inmovilizado. Los sensogramas se alinearon a los puntos de inicio de la inyeccién
por medio del uso del software BiaEval version 4.1 (Biacore Inc.), como se muestra en la Figura 7A.

Asociacioén y disociacion de TRRII, prototipo (TBRII)2 y TBRII-Fc con TGFB

Se generaron sensogramas que comparan (TBRII)2 con TRRII-Fc y el ectodominio monomérico TRRII producido en E.coli. La
superficie del ligando y las condiciones de inyeccién fueron las mismas que se describieron anteriormente excepto que los
tiempos de inyeccién fueron por 120 s. Se usaron para el analisis solucmnes gue contenian 200 nM de TRRII purificado y 25
nM de TBRII-Fc en amortiguador HBS. El medio condicionado de (TBRII) (a partir de 95% de células transfectadas) se
diluyé 1:20 en amortiguador HBS. Los sensogramas SPR generados a patrtir de estas inyecciones de muestra se alinearon a
sus puntos de inicio de inyeccién y se normalizaron a una respuesta RU maxima de 100 por medio del uso del software de
Biacore BiaEval version 4.1 (Biacore Inc.), como se muestra en la Figura 7B.

Comparacion de las eficacias de union a TGFf de (TBRII)z, TBRRII-Fc y monémero de TBRII purificados

Soluciones que contenian una variante de TRRII ((TBRII)Z, TBRII-Fc o TRRII producido en E.coli) y 5 nM de TGF-$ (81 o 83)
se pre-incubaron y después se inyectaron sobre el anticuerpo 1D11 anti-TGF-B covalentemente inmovilizado (R&D
Systems) bajo condiciones limitantes de transporte de masa para medir el TGF-8 libre. Los datos de SPR se generaron por
medio del uso de un instrumento Biacore 3000 (G.E. Healthcare Inc.) por medio del uso de HBS como amortiguador de
corrida. Una superficie de 1D11 altamente densa (aproximadamente 10,000 RUs) y la superficie de control blanco
coincidente se crearon en un chip sensor Biacore CM-5 por medio del uso de métodos estandar de acoplamiento de aminas.
Se us6 una solucion madre veinte veces concentrada de TGF-f (100 nM en 10 mM de &cido acético). Esto dio la
concentracion final del ensayo de una vez de TGF-B (5 nM) cuando se afiadieron 10 pl a 190 ul de HBS que contenia una
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variante de TBRIl a 1.05 veces la concentracion final. Se hicieron muestras de inyeccién blanco a partir de 10 pl de 10 mM
acido acético mezclado con 190 ul de HBS. El TGF-B se afiadi6 a la solucion de variante de TRRII por medio del uso del
comando TRANSFER, se mezcld, e incubd por 120 s a 4 T antes de la inyeccion sobre la superficie de 1D 11. Por medio
del uso del comando KINJECT, las muestras se inyectaron simultineamente por 5 min sobre las superficies de 1D11 y
control con un tiempo de disociacion de 30 s a una régimen de flujo de 5 pl/min a 25 . La superficie de 1D11 se regenerd
para el proximo ciclo mediante la inyeccién de 10 mM de HCI por 15 s a 20 pl/min por medio del uso del comando INJECT.
Todos los andlisis de sensograma se llevaron a cabo por medio del uso del software Biacore BiaEvaluation v4.1 (G.E.
Healthcare Inc.). Los sensogramas de la variante TBRII se alinearon a los puntos de inicio de la inyeccion, y se referenciaron
doble por medio del uso de los sensogramas de inyeccion de la superficie control y el blanco. Los niveles de meseta (que
miden la cantidad de TGFp libre) se tomaron a partir del valor promedio de la fase de disociacién estable de cada
sensograma referenciado doble. Los ejemplos se muestran en las Figuras 9B, 10C y 12B.

Comparacion de las potencias antagonista/inhibidora de diversos agentes de unioén por el ensayo reportero de la luciferasa.
1. Ensayo de la luciferasa para un agente de union al TGF-$ en células epiteliales de pulmén de vis6n (Mv1Lu).

Se usaron células epiteliales de pulmén de vison, establemente transfectadas con el promotor PAI-1 respondedor a TGF-8
fusionado al gen reportero de la luciferasa de luciérnaga (Abe y otros, 1994, Anal. Biochem. 216: 276). Estas células se
sembraron en placas de cultivo de tejidos de 96 pozos (2X10* células/pozo) en medio Eagle modificado de Dulbecco que
contenia 5% de suero fetal bovino y se dejaron adherir por al menos 6 h a 37 C. Las células después s e lavaron con
solucién salina amortiguada con fosfato (PBS), y el medio se remplazé por TGF-§3 1. 0% de suero fetal bovmo y 0.1% de
albumina de suero bovino (DMEM-1, 0.1% BSA). Diversas concentraciones de (TBRII) 0 trampa (TBRIIb) o TBRRII-Fc (de
R&D Systems o el colaborador Dr. Herbert Lin) purificados se mezclaron con 20 pM de TGF-81 en DMEM-1, 0.1% BSA) y
se afiadieron a las células. Después de 16 h de incubacion a 37 C, se retiré el medio, y las células s e lavaron una vez con
PBS. Las células después se lisaron con 25 pl de amortiguador de lisis reportero (Promega Corp.) y se ensayaron por
actividad luciferasa por medio del uso del kit del ensayo de la luciferasa de Promega de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La luminiscencia se midi6 en un lector de microplacas MRX (Dynex Inc.) o Lumioskan RS (Global Medical
Instrumentation, Inc.). La actividad se expresa como el porcentaje de la actividad TGF-B1 méaxima (es decir en ausencia de
cualquier antagonista) o unidades de luciferasa relativas (RLU) (ver ejemplos mostrados en las Figuras 9A, 10D y 12A ).

2. Ensayo de luciferasa para los agentes de union ActRIIB en células A204.

Las células A204 (rabdomiosarcoma, ATCC) se sembraron en placas de cultivo de 48 pozos (5X10* células/pozo) en medio
McCoy's 5A (ATCC) suplementado con 10% de suero fetal bovino. Después de 24 h las células se transfectaron con
(CAGA)12MLP-Luc (reportero de luciferasa respondedor a activina y miostatina; Dennler y otros, 1998, EMBO J. 17: 3091) y
pRL-CMV (reportero constitutivo de renilla para la normalizacion de las transfecciones, Promega Corp.) por medio del uso
del agente de transfeccién Lipofectamina 2000, de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Gibco-BRL). Después de
24 horas las células se lavaron una vez con DMEM-1, 0.1% de BSA y después se trataron con 4 nM de miostatina humana
(GDF8, R&D Systems) sin 0 con concentraciones crecientes de trampa ActRIlb o ActRIlb-Fc (R&D Systems) por 6 h, 37 C.
Las células se lavaron después una vez con PBS y se lisaron con 50 pl de amortiguador de lisis pasiva 1X. Los lisados se
midieron mediante un kit reportero de luciferasa dual luciérnaga/renilla, de acuerdo a los fabricantes (Promega Corp). La
actividad se expresa como RLU de luciérnaga normalizada a renilla (ver ejemplo mostrado en la Figura 13).

3. Ensayo de luciferasa para los agentes de union a BMPR1a en células C2C12BRA.

Las células C2C12BRA (células de mioblastoma de ratén establemente transfectadas con un reportero de luciferasa BMP;
Zilderberg y otros., 2007, BMC Cell Biology 8: 41) se sembraron en placas de cultivo de 96-pozos (5X10 células/pozo) en
DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino. Después de 24 h las células se lavaron una vez con DMEM-1, 0.1% BSA
y después se trataron con 1 nM de BMP2 humano con o sin cantidades crecientes de trampa BMPR1a o BMPR1a-Fc. (R&D
Systems) por 24 h a 37 TC. Las células después se lavaron una vez con PBS y se lisaron con 50 pl de amortiguador de lisis
reportero 1X. Los lisados se midieron mediante un kit reportero de luciferasa de luciérnaga, de acuerdo a los fabricantes
(Promega Corp). La actividad se expresa como RLU de luciérnaga (ver ejemplo Figura 14 ).

Neutralizacion/inhibicion de la invasion de células 4T1 inducida por el TGF-§ por agentes de unién a TGFf3
Las células 4T1 (carcmoma mamario de ratén, ATCC) se sembraron en camaras de invasion BD BioCoat Matrigel (BD

Biosciences) a 1X1O células/camara en DMEM que no contenia suero, sin o con 100 pM TGF-@3, y con 400 nM de la trampa
prototipo (TBRII) o TBRII-Fc. Se dej6 a las células invadir a través del matrigel dentro de la camara del fondo por 18 hrs a
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37 <C. Las células en el lado superior de la membra na de matrigel se eliminaron mediante el raspado y las células que
invadieron se tifieron/fijaron con 0.2% de cristal violeta, 100% etanol. El nUmero de las células que invadieron se cuantifico
para 4 campos de igual tamafio a través del microscopio. El ejemplo que se muestra en la Figura 9C muestra el promedio %
de invasién (en relacion al control + de TGF-B) a partir de 3 experimentos.

Transferencia de tipo Western para determinar la estabilidad de la proteina N-His (TBRII)2 en suero.

Cantidades iguales de la proteina N-His (TBRII)2 se incubaron por 1-7 dias a 37 T en DMEM+10% suer o fetal bovino.
Alicuotas iguales se sometieron a electroforesis en un gel reductor 8% SDS seguido por transferencia de tipo western y el
sondeo con un anticuerpo anti-TRRII (R&D Systems). El resultado se muestra en la Fig. 11A.

Tabla 1. Caracteristicas de los enlazadores para ejemplos seleccionados de trampas de una sola cadena de los factores de
crecimiento de la familia TGF-B. EI minimo nimero de residuos requeridos para el enlace representa la distancia lineal
basada en la estructura para el enlace (A) dividida por un factor 2.5.

Trampa . . Minimo de
. Ectodominio Estructurag Residuos en E?lstanC|a residuos
de una Ligando(s) | 4, de referencia lazad lineal (A) id
sola objetivo(s) el receptor (entradas enlazadores para el requeridos
cadena usado PDB) "naturales" enlace para el
enlace
('?S;B BMP-7 ActR-lla-ED | 2GOO, 1LX5 28 70 28
(‘I\Igt)i*' M'Al‘ggz’;;‘lﬁa ActR-IIb-ED | 1S4Y, INYU 25 45,50 18
(B:\;)PZR' BMP-2 BMPR-la-ED | 2GOO, 1ES7 41 60 24
TGF-B1
TGF-/B3
(TBR-11) g TBR-II-ED 1KT12MS1);LO’ 35 80 32
TGF-B1
TGF-33
(TBR-IIb)? g TBR-IIb-ED 1KT12MS1);LO’ 60 80 32
Tabla II:

Ademas de los enlazadores descritos en otra parte en la presente descripcién, las siguientes secuencias de
polipéptidos pueden ser Utiles como enlazadores o componentes de estos. Estos polipéptidos pueden ser Utiles
cuando se producen por medio del uso de L-o D-aminoécidos. Sin embargo, con respecto a las sec. con nams.
de ident. 82 a 118, el uso de D-aminoacidos seréa frecuentemente preferido.

COOH -IPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP- NH2 sec. con num. de ident. 119
COOH -SEEYNTSNPD NH2 sec. con num. de ident. 83

COOH IPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINNDMIVTDNNGAVKFP-NH2 sec. con num. de ident.
84
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COOH -SEEYNTSNPD NH2 sec. con nam. de ident
COOH -AALLPGAT NH2 sec. con num. de ident.
COOH -PTTVKSSPGLGPVE NH2 sec. con num. de ident.
COOH -AILGRSE NH2 sec. con num. de ident.
COOH -EMEVTQPTSNPVTPKPPYYNI NH2 sec. con nim. de ident.
COOH -SGRGEAET NH2 sec. con num. de ident.
COOH -EAGGPEVTYEPPPTAPT NH2 sec. con num. de ident.

COOH -QNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPED NH2 sec. con nim. de ident. 92

COOH -PVVIGPFFDGSIR NH2

sec

..con nam.

COOH -SEEYNTSNPDIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2 sec. con nim. de ident. 93

COOH -SEEYNTSMPDIPPHVOKSOVEMEACK DEIICPSCNRTAHPLRHINNDMIVT

DHMNGAYVIKFP NH2 Sec. con mim. de ident. 94

COOH -EAGGPEVTYEPPPTAPTSGRGEAET NH2 sec. con nim. de ident. 95

de ident.

COOH -PVVIGPFFDGSIRQNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPED NH2 sec. con nam. de ident. 96
COOH -PVVIGPFFDGSIRGNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPED NH2 sec. con num. de ident. 97
COOH -SEEYNTSNPDGPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2 sec. con num. de ident. 98

COOH -EAGGPEVTGEPPPTAPTSGRGEAET NH2 sec. con num. de ident. 99

COOH -SEEYNTSHPOGGRHYOK SDVEMEACKDENCPSCNRTAHPLREHINND
BANVTDMMGAYVEFP NH2 Sec. con nim. de ident. 100

COOH -SEEYNTSNPDGGPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2 sec. con nim. de ident. 101
COOH-SEEYNTSNPDGG-RHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2-sec. con nim. de ident. 102 NH2

COOH-SEEYNTSHPSGGGESGEESGGGMEAQKDENCPSCHRTAHPLRHINND
MIVTONNGAVKFP WH2 Sec. con ndm. de ident. 103

COOH -SEEYNTSNPSGGGSGGKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2 sec. con nim.
de ident. 104

COOH -SEEYNTSNPSGGGSGGGSGGGDMIVTDNNGAVKFP NH2 sec. con nam.
de ident. 105

-BEEYNTSHPDIPPHVOKSGGGSGEESGEG5GGESGEGEGGGEGENNDM
VTONNGAVEFP NH2 Sec. con num. de ident. 106

24

.85

86
87
88
89
90
91
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COOH -SEEYNTSNPDEGGSGGGSAGGESEEESGEGRSEE65GGGSGEGEEGEHND
MVTDNNGAVKFF MH2 Sec. con ndm. de ident. 107
COOH -SEEYNTSNPDIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2 sec. con num.
de ident. 108

COOH -SEEYNTSNPDIPPHVQKSVNNDMIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP
NH2 sec. con nim. de ident. 109

COOH -SEEYNTSNPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2 sec. con nim. de
ident. 110

COOH -SEEYNTSNPDGGGGGGGGIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP NH2
sec. con nim. de ident. 111

COOH -SEEYNTSNPDGGGSGGGSGGGSIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP
NH2 sec. con nim. de ident. 112

COOH -SEEYNTSHNPDIPFFHWYQAKSDYEMEAQKDEICE SCHRTAHPLEH IMNMNOM
INTDMMGAVEFP HH2 5Sec. con nim. de ident. 113

CO0OH -SEEYNT SNPOIFFHVOKEDVEMEACKDERTARHPLRHINMIMIVTONMGAVE
FP MHZ 5ec. con num. de ident. 114

COOH -EAGGPEVTYEPPPTAPTSGRGEAET NH2 sec. con nim. de ident. 115

COOH -EAGGPEVTYEPPPTAPTGGGGGGGGGGSGRGEAET NH2 sec. con
ndum. de ident. 116

COOH -PVVIGPFFDGSIRQNLDSMLHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPED NH2
sec. con nim. de ident. 117

COOH -PVVIGPDGSIRQNLDSHGTGMKSDSDQKKSENGVTLAPED NH2 sec. con
ndm. de ident. 118

Se contemplan ademas las secuencias de &cido nucleico que codifican tales enlazadores.
LISTA DE SECUENCIAS

<110> National Research Council of Canada

<120> ANTAGONISTAS DE LIGANDOS Y USOS DE ESTOS

<130> NRCO22EP

<160> 120

<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211> 54

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<223> Cebador sintético

<400>1
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gacaggatcc tagtgatgat ggtggtgatg gtcaggattg ctggtgttat attc

54

<210> 2

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 2

cacggcggce gccacgttca gaagtcggtt aataac

36

<210> 3

<211> 312

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 3

1

Trp Thr Arg Ile Ala Ser Thr Ile Pro Pro Glu Gln Lys Leu Ile Ser

20

25

26

30

Met Gly Arg Gly Leu Leu Arg Gly Leu Trp Prc Leu His Ile Val Leu
5 10

15



Glu

Val

Cys

65

Asn

Ala

His

Ser

Phe

145

Ser

Lys

Lys

Asp

Glu

Glu

Thr

Asp

Cys

val

Asp

Pro’

130

Met

Glu

Ser

Phe

Asn
210

225

Asn

Ile

Asp

35

Asp

Val

Ser

Trp

Pro

115

Lys

Cys

Glu

Val

Pro

195

Gln

Pro

Thr

Leu

Asn

Arg

lle

Arg

100

Lys

Cys

Ser

Tyr

Asn

180

Gln

Lys

Gln

Leu

Leu
Asn
Phe
Thrx
Lys
Leu
Ile
Cys
Asn
165
Asn
Leu
Ser

Glu

Glu
245

ES 2449753 T3

His Val

Gly Ala
55

Ser Thr
70

ser e
Asn Asp
Pro Tyr
Met Lys

135

Ser Ser
150

Thr Ser’

Asp Met

Cys Lys

Cys Met

215

Val Cys

230

Thr Val

Gln
40

val
Cys
Cys
Glu
His
120
Glu
Asp
Asn
Ile
Phe
200
Ser

val

Cys

Lys
Lys
Asp
Glu
Asn
105
Asp
Lys
Glu
Pro
val
185
Cys
Asn

Ala

His

27

Ser

Phe

Asn

Lys

S0

1le

Phe

Lys

Cys

Asp

170

Thr

Asp

Cys

Val

Asp
250

val
Pro
Gln
15

Pro
Thr
Ile
Lys
Asn
155
Gly
Asp
Val

Ser

Trp

235

Pro

Asn

Gln
60

Lys

Gln

Leu
Leu
Pro
140
Asp
Gly
Asn
Arg
Ile
220

Arg

Lys

Asn Asp

Leu Cys

Ser Cys

Glu Val

Glu Thr
110

Glu Asp
125

Gly Glu

Asn Ile

Arg His

Asn Gly
190

Phe Ser
205

Thr Ser

Lys Asn

Leu Fro

Met

Lys

Met

Cys

95

Val

Ala

Thr

Ile

Val

175

Ala

Thr

Ile

Asp

Ile

FPhe

Ser

80

val

Cys

Ala

Phe

Phe

160

Gln

Vval

Cys

Cys

Glu

- - 240

Tyr
255

His
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Asp Phe Ile Leu Glu Asp Ala Ala Ser Pro Lys Cys
260 265

Lys Lys Lys Pro Gly Glu Thr Phe Phe Met Cys Ser
275 280

Ile

Cys

285

Glu Cys Asn Asp Asn Ile Ile Phe Ser Glu Glu Tyr Asn

250 295 300

Pro Asp His His His His His His
305 310

<210> 4

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 4

cctgacatcc caccgcaggt tcagaag
27

<210>5

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400>5

gaacgtgcgg tgggatgtca ggattgc
27

<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 6

atacacttga gtgacaatga ca
22
<210>7
<211>28
<212> ADN

28

Met
270

Ser

Thr

Lys Glu

Ser Asp

Sexr Asn
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400>7

<210> 8

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 8

ggatccttca acccgcgtat teccgcegecac gttcagaagt cggtt

<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400>9

<210> 10

<211> 323

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 10

Met- Asn Phe Leiq Leu Sef Tip Val His Trp Ser Leu Ala Leu Leu Leu

1

45

gcgttcgaac tagtcaggat tgctggtgtt atattc

aaaattccaa cacactactt tgcaatet

36

5
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Tyr
Gly
Asn
Ile
65

Phe
Ser
Val
Cys
Ala
145
Phe
Phe
Gln

vVal

Cys
225

Leu

Gly

Pro

50

Val

Cys

Asn

Ala

His

130

Ser

Phe

Ser

Lys

Lys
210

Asp

His
Gln
35

Arg
Thr
Asp
Cys
val
115
Asp
Pro
Met
Glu
Ser
195

Phe

Asn

His
Asn
Ile
Asp
val
Selr
100
Trp
Pro
Lys
Cys
Glu
180

Val

Pro

Gln

Ala

His

Pro

Asn

Arg

85

Ile

Arg

Lys

Cys

Ser

165

Tyr

Asn

Gln

Lys

Lys

His

Pro

Asn

70

Phe

Thr

Lys

Leu

Ile

150

Cys

Asn

Asn

Leu

Ser
230
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Trp

His

His

55

Gly

Ser

Ser

Asn

Pro

135

Met

Ser

Thr

Asp

Cys

215

Cys

Ser

His

40

Val

Ala

Thr

Ile

Asp

120

Tyr

Lys

Ser

Ser

Met

200

Lys

Met

Gln

25

His

Gln

val

Cys

Cys

105

Glu

His

Glu

Asp

Asn

185

Ile

Phe

Ser

30

Ala

His

Lys

Lys

Asp

20

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu

170

Pro

Val

Cys

Asn

Ala

His

Ser

Phe

75

Asn

Lys

Ile

Phe

Lys

155

Cys

Asp

Thr

Asp

Cys
235

Pro

His

Val

60

Pro

Gln

Pro

Thr

Ile

140

Lys

Asn

Ile

Asp

Val

220

Ser

Met

Gly
45

Asn
Gln
Lys
Gln
Leu
125
Leu
Pro
Asp
Pro
Asn
205

Arg

Ile

Ala

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

110

Glu

Glu

Gly

Asn

Pro

190

Asn

Phe

Thr

Glu

Ser

Asp

Cys

95

Val

Thr

Asp

Glu

Ile

175

His

Gly

Ser

Ser

Gly
Phe
Met
Lys
80

Met
Cys
Val
Ala
Thr
160
Ile
Val
Ala

Thr

Ile
240
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Cys

Glu

His

Glu

Asp
305

Asn
<210>11

<211> 187
<212> PRT

Glu

Asn

Asp

Lys

290

Glu

Pro

Lys

Ile

Phe

275

Lys

Cys

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 11

Met

Tyr

Gly

Asn

Ile
65

Asn

Leu

Gly

Pro

50

val

Phe

His

Gln
35

Arg

“Thr

Pro Gln
245

Thr Leu

260

Ile Leu

Lys Pro

Asn Asp

Leu Leu

His Ala

20

Asn His

Ile Pro

Asp Asn’

Glu

Glu

Glu

Gly

Asn
310

Ser

Lys

His

Pro

Ash
70
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val

Thr

Asp

Glu

295

Ile

Trp

Trp

His

His

55

Gly

Cys

Val

Ala

280

Thr

Ile

Val

val

Cys

265

Ala

Phe

Phe

His

Ser Gln

25

His His

40

Val Gln

"Ala Vval

31

Ala
250
His
Ser

Phe

Ser

Trp
10
Ala

His

Lys

Lys

Val

Asp

Pro

Met

Glu
315

Ser

Ala

His

Ser

Phe
75

Trp Arg

Pro Lys

Lys Cys
285

Cys Ser
300

Glu Tyr

Lys

Leu

270

Ile

Cys

Asn

Asn

255

Pro

Met

Ser

Thr

Asp

Tyr

Lys

Ser

Ser
320

Leu Ala Leu Leu Leu

1

15

Pro Met Ala Glu Gly

30

His Gly Gly Ser Phe

45

Val Asn Asn Asp Met

Y

Pro Ciﬁ Leﬁ Cys Lys

80
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Cys

Asn

Ala

His

130

Ser

Phe

Ser

Asp

Cys

Val

115

Asp

Pro

Met

Glu

val

Ser

100

Trp

Pro

Lys

Cys

Glu
180

Arg

85

Ile

Arg

Lys

Cys

Ser

165

Tyr

Phe

Thr

Lys

Leu

Ile

150

Cys

Asn

ES 2449753 T3

Ser

Ser

Asn

Pro

135

Met

Ser

Thr

Thr

Ile

Asp

120

Tyr

Lys

Ser

Ser

Cys

Cys

105

Glu

His

Glu

Asp

Asn
185

Asp
%0

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu

170

Pro

Asn
Lys
Ile
‘Phe
Lys
155

Cys

Asp

Gln

Pro

Thr

Ile

140

Lys

Asn

Lys

Gln

Leu

125

Leu

Pro

Asp

Ser

Glu

110

Glu

Glu

Gly

Asn

Cys

95

Val

Thr

Asp

Glu

Ile
175

Met

Cys

Val

Ala

Thr

160

Ile

gacaggatcc tagtgatgat ggtggtgatg gtcaggattg ctggtgttat attc

Phe
Ser
Val
Cys
Ala
145
Phe
Phe
<210> 12
<211>54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador sintético
<400> 12
<210> 13
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador sintético
<400> 13
<210> 14
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

54
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<220>
<223> Cebador sintético

<400> 14

ggatccttca acccgegtat tccgocgcac gttcagaagt cggtt
45

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 15

<210> 16

<211> 348

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 16
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gcgttcgaac tagtcaggat tgctggtgtt atatte
36

Met Asn Phe Leu

Tyr Leu His His

20

Gly Gly Gln Asn

35

Asn Pro Arg Ile

50

Ile-Val Thr-Asp

65

Leu

Ala

His

Pro

Asn

Ser

Lys

His

Pro

"Asn’

70

Trp Val

Trp Ser

His His
40

His val
55

His

Gln

His

Gln

Gly Ala val

33

Trp Ser

Ala Ala

His His

Lys Ser

Lys Phe

75

Leu

Pro

His

Val
60

Pro

Ala Leu
Met Ala
30

Gly Gly
45

Asn Asn

Gln Leu

Leu

Glu

Ser

Asp

Cys

Leu

Gly

Phe

Met

Lyé
80



Phe
Ser
Val
Cys
Ala
145
Phe
Phe
Gln
Pro
Met
225
Lys

Met

Cys

Val

Cys

Asn

Ala

His

130

Ser

Phe

Ser

Lys

Ser

210

Ile

Phe

Ser

val

Cys
250

Asp

Cys

val

118

Asp

Pro

Met

Glu

Ser

185

Cys

Val

Cys

Asn

Val

Ser

100

Trp

Pro

Lys

Cys

Glu

180

Asp

Asn

Thr

Asp

Cys

260

Ala
275

His

val

Asp

Arg
85

Ile

Arg

Lys

Cys

Ser

165

Tyr

val

Arg

Asp

val

245

Ser

Trp

Pro

Fhe

Thr

Lys

Leu

Ile

150

Cys

Asn

Glu

Thr

Asn

230

Arg

Ile

Arg

Lys

ES 2449753 T3

Ser

Ser

Asn

Pro

135

Met

Ser

Thr

Met

Ala

215

Asn

Phe

Thr

Lys

Leu
295

Thr

Ile

Asp

120

Tyr

Lys

Ser

Ser

Glu

200

His

Gly

Ser

Ser

Asn

280

Pro

Cys

Cys

105

Glu

His

Glu

Asp

Asn

185

Ala

Pro

Ala

Thr

Ile

265

Asp

Tyr

34

Asp

90

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu

170

Pro

Gln

Leu

Val

Cys

250

Cys

Glu

His

Asn

Lys

Ile

Phe

Lys

155

Cys

Asp

Lys

Arg

Lys

235

Asp

Glu

Asn

Asp

Gln

Pro

Thr

Ile

14¢C

Lys

Asn

Ile

Asp

His

220

Phe

Asn

Lys

Ile

Phe
300

Lys

Gln

Len

125

Leu

Pro

Asp

Pro

Glu

205

Ile

Pro

Gln

Pro

Thr

285

Ile

Ser

Glu

110

Glu

Glu

Gly

Asn

Pro

190

Ile

Asn

Gln

Lys

Gln

270

Leu

Leu

Cys
95

Val

Thr

Asp

Glu

Ile

175

His

Ile

Asn

Leu

Ser

255

Glu

Glu

Glu

Met

Cys

Val

Ala

Thr

160

Ile

Val

Cys

Asp

Cys

240

Cys

Val

Thr

Asp
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15

20

25

30

35
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Ala Ala Ser Pro Lys Cys Ile Met Lys Glu Lys Lys Lys Pro Gly Glu
305 310 315 320

Thr Phe Phe Met Cys Ser Cys Ser Ser Asp Glu Cys Asn Asp Asn Ile
325 330 335

Ile Phe Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp

340 345
<210> 17
<211>99
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador sintético
<400> 17
cgcagatctg cggccgcatg acggcgcecct gggtggeect cgecectecte tggggatcge
60
tgtgcgcagg atcaggatca gaacagaagc tgatcagcg
99
<210> 18
<211>99
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador sintético
<400> 18
ccgtgatcag cttctgttct gatcctgatc ctgcgcacag cgatccccag aggagggcga
60
gggccaccca gggcgcecgtce atgcggecgc agatctggce
99
<210>19
<211>59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador sintético
<400> 19
ggcagatctc cgaggaagat ttactagggc gtggggaggc tgagacacgg gagtgcatc
59
<210> 20

35
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<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético
<400> 20

ccgactagtg ggggctgtcg ggggtggete
30

<210> 21

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 21

ccgactagtg ggcgtgggga ggctgagac
29
<210> 22
<211>53
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético
0

<400> 22

cgctggatce ctaatggtga tgatggtgat gggtggggge tgtcgggggt gge
53
<210> 23
<211> 269
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 23

Met Thr Ala Pro Trp Val Ala Leu Ala Leu Leu Trp Gly Ser Leu Cys
1 5 10 15

36



Ala Gly
Gly Arg

Trp Glu
50

Glu Gin
65

Gly Thr
Cys Tyr
Tyr Phe

Leu Pro
130

Ala Pro
145

Tyr Asn
Arg Cys
Arg Asn
Asp Asp
&

Asn Pro
225

Ser

Gly

35

Leu

Asp

Ile

Asp

Cys

115

Glu

Thr

Ala

Glu

Ser

195

Phe

Gln

Gly
20

Glu

Glu.

Lys

Glu

Arg

100

Cys

Ala

Ser

Asn

Gly

180

Ser

Asn

Val

Ser

Ala

Arg

Arg

Leu

85

Gln

Cys

Gly

Gly

Trp

165

Glu

Gly

Cys

Tyr

Glu

Glu

Thr

Leu

70

Val

Glu

Glu

Gly

Arg

15¢

Glu

Gln

Thr

Tyr

Phe
230

ES 2449753 T3

Gln

Thr

Asn

55

His

Lys

Cys

Gly

Pro

135

Gly

Leu

Asp

Ile

Asp

Cys

Lys

Arg

Gln

Cys

Lys

Val

Asn

120

Glu

Glu

Glu

Lys

Glu

200

Arg

215

Cys

Leu

Glu

Ser

Tyr

Gly

Ala

105

Phe

Val

Ala

Arg

Arg

185

Leu

Gln

Cys

37

Ile

Cys

Gly

Ala

Cys

90

Thr

Cys

Thr

Glu

Thr

170

Leu

Val

Glu

Glu

Ser

Ile

Leu

Serxr

75

Trp

Glu

Asn

Tyr

Thr

155

Asn

His

Lys

Cys

Gly
235

Glu

Tyr

Glu

60

Trp

Leu

Glu

Glu

Glu

140

Arg

Gln

Cys

Lys

Val

Asn

Glu

Tyr
45

Arg

Arg

Asp

Asn

Arg

125

Pro

Glu

Ser

Tyr

Gly

205

Ala

220

Phe

Asp
30

Asn

Cys

Asn

Asp

Pro

110

Phe

Pro

Cys

Gly

Ala

190

Cys

Thr

Cys

Leu

Ala

Glu

Ser

Phe

Gin

Thr

Pro

Ile

Leu

175

Ser

Trp

Glu

Asn

Leu

Asn

Gly

Ser

80

Asn

Val

His

Thr

Tyr

160

Glu

Trp

Leu

Glu

Glu
240
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15

<210> 24
<211>153
<212> PRT

ES 244

975313

Arg Phe Thr His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu
245

250

Pro Pro Pro Thr Ala Pro Thr His His His His His His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 24

<210> 25
<211>33

Met
Ala
Gly
Trp
Glu
65

Gly
Cys

Tyr

Leu

Thr Ala

Gly Ser

Arg Gly

35

Glu Leu

Gln Asp

Thr Ile

Tyr Asp

Phe Cys
115

260

Pro Trp

Gly Ser

Glu Ala

Glu Arg

Lys Arg

Glu Leu

85

Arg Gln
100

Cys Cys

Pro Glu Ala Gly

130

Val
Glu
Glu
Thr
Leu
70

val
Glu

Glu

Gly

Ala Leu

Gln Lys

Thr Arg

Asn Gln

His Cys

Lys Lys

Cys Val

Gly Asn
120

Pro Glu
135

265

Ala Leu Leu

Leu Ile Ser

Glu Cys Ile

Ser Gly Leu

Tyr Ala Ser
75

Gly Cys Trp
90

Ala Thr Glu
105

Phe Cys Asn

Val Thr Tyr

Trp Gly
Glu Glu
Tyr Tyr
45
Glu Arg
Trp Arg
Leu Asp

Glu Asn

Glu Arg
125

Glu Pro
140

Rla Pro Thr His His His His His His

145

150

38

Ser

Asp

30

Asn

Cys

Asn

Asp

Pre

110

Phe

Pro

255

Leu

Leu

Ala

Glu

Ser

Phe

95

Gln

Thr

Pro

Cys

Leu

Asn

Gly

Ser

80

Asn

Val

His

Thr
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50

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 25

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 26

<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 27

<210> 28

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 28

cgacaggatc ctagtgatga tggtggtgat gtcgaatgct gccatcaaaa aacgg

55

<210> 29

<211> 287

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 29

ES 2449753 T3

gcgaagctta tgcctcagct atacatttac atc
33

cggeccteecgg atgetgecat cazaaaacqg
W]

ccgegegecyg gcagaatctg gatagtatge tte

39



Met

Ile

Thr

Thr

Gly

65

His

Ala

Ser

Leu

Pro

145

Gly

Pro Gln

Ile

Ser

Gly Met

Leu
50

His

Cys

35

Ala

Cys

Phe

Ser'Gly

Pro Lys

115

Cys Asn

130

Phe Phe

Thr Gly

Leu

Arg

20

Lys

Pro

Pro

Ala

Cys

100

Ala

Gln

Asp

Met

Tyr

val

Ser

Glu

Asp

Ile

85

Met

Gln

Tyr

Gly

Lys
165

Ile

Gln

Asp

Bsp

Asp

70

Ile

Lys

Leu

Leu

Ser

150

Ser

ES 2449753 T3

Tyr

Gly

Ser

Thr

55

Ala

Glu

Tyr

Arg

Gln

135

Ile

Asp

Ile

Gln

Asp

Leu

Ile

Glu

Glu

Arg

120

Pro

Arg

Ser

Arg

Asn

25

Gln

Pro

Asn

Asp

Gly

105

Thr

Thr

Gln

Asp

40

Leu

ic¢

Leu

Lys

Phe

Asn

Asp

90

Ser

Ile

Leu

Asn

Gln
170

Leu

Asp

Lvs

Leu

Thr

75

Gln

Asp

Glu

Pro

Leu

155

Lys

Gly

Ser

Ser

Lys

60

Cys

Gly

Phe

Cys

Pro

140

Asp

Lys

Ala

Met

Glu

45

Cys

Ile

Glu

Gln

Cys

125

Val

Ser

Ser

Tyr

Leu

30

Asn

Tyr

Thr

Thr

Cys

110

Arg

Val

Met

Glu

Leu

15

His

Gly

Cys

Asn

Thr

95

Lys

Thr

Ile

Leu

Asn
175

Phe

Gly

Val

Ser

Gly

80

Leu

Asp

Asn

Gly

His

160

Gly
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<210> 30
<211>158
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Ser

Gly

Leu

225

Asp

Asn

Gly

Thr

Gly

His

210

Ala

Ser

Leu

Prec

Leu

His

195

Cys

Ser

Pro

Cys

Phe
275

<223> Polipéptido sintético

<400> 30

Met

Ile

Thr

Thr

Pro Gln

fle Ser

Gly Met

50

35.

Leu Ala

Ala
180

Cys
Phe
Gly
Lys
Asn

260

Phe

Pro

Pro

Ala

Cys

Ala

245

Gln

Asp

Glu

Asp

‘Ile

Met

230

Gln

Tyr

Gly

ES 2449753 T3

Asp

Asp

Ile

215

Lys

Leu

Leu

Ser

Thr

Ala

200

Glu

Tyr

Arg

Gln

Ile
280

Leu
185

Ile

Glu

Glu

Arg

Pro

265

Arg

Pro

Asn

Asp

Gly

Thr

250

Thr

His

Phe

Asn

Asp

Ser

235

Ile

Leu

His

Leu

Thr

Gln

220

Asp

Glu

Pro

His

Lys

Cys

205

Gly

Phe

Cys

Pro

His
285

Leu Tyr Ile Tyr Ile Arg Leu Leu Gly Ala

5

10

Arg Val Gln Gly Gln Asn Leu Asp Ser Met

20

25

Lys Ser Asp Ser Asp Gln Lys Lys
40

Pro Glu Asp Thr Leu Pro Phe Leu

55

41

Ser Glu

'Lys Cys

60

45

Cys

150

Ile

Glu

Gln

Cys

Val

270

His

TyYyr

Leu
30

Tyr

Thr

Thr

Cys

Arg

255

Val

His

Leu
15

His

Cys

Asn

Thr

Lys

240

Thr

Ile

Phe

Gly

Asn Gly Val

Tyr

Cys

ser
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15

20

25

Gly His
65
His Cys
Ala Ser
Ser Pro
Leu Cys
130
Pro Phe
145
<210> 31
<211>25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 31
Ile Pro
1
Asp Asn
<210> 32
<211>10
<212> PRT

<213> Homo Sapien
<400> 32

<210> 33

<211>50

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Cys

Phe

Gly

Lys

- 115

Asn

Phe

Pro

Asn

Pro

Ala

Cys

100

Ala

Gln

Asp

His

Gly
20

Ser

Asp

Ile

85

Met

Gln

Tyr

Gly

Val

Ala

Glu

Asp

70

Ile

Lys

Leu

Leu

Ser
150

Gln

Val

Glu

ES 2449753 T3

Ala

Glu

Tyr

Arg

Gln

135

Ile

Lys

Lys

Tyr

Ile

Glu

Glu

Arg

120

Pro

Arg

Ser

Phe

Asn

Asn

Asp

Gly

105

Thr

Thr

His

Val

Pro
25

Thr

42

Asn

Asp

30

Ser

Ile

Leu

His

Asn
10

Thr

73

Gln

Asp

Glu

Pro

His
155

Asn

Cys

Gly

Phe

Cys

Pro

140

His

Ile

Glu

Gln

Cys

125

Val

His

Met

Ser Asn Pro Asp

10

Thr

Thr

Cys

110

Arg

Val

His

Ile

Asn

Thr

95

Lys

Thr

Ile

Val
15

Gly

Leu

Asp

Asn

Gly

‘Thr
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Ile Pro Prc His Val Gln Lys Ser
1 5

Asp Glu Ile 1Ile
20

Cys Pro Ser Cys

His Ile Asn Asn Asp Met Ile Val

35 40

Phe Pro

<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ser Glu Glu Tyr Asn
1 5
<210> 35
<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 35

Ala Ala Leu Leu
1

<210> 36

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Pro Thr Thr Val Lys Ser Ser
1 5

<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Asp Val Glu Met Glu Ala Gln Lys
10 15

Asn Arg Thr Ala His Pro Leu Arg
25 30

Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val Lys
45

Thr Ser Asn Pro Asp
10

Pro Gly Ala Thr
S

Pro Gly Leu Gly Pro Val Glu
10

Ala Ile Leu Gly Arg Ser Glu

1
<210> 38
<211>21
<212> PRT
<213> Homo sapiens

5

43
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40

ES 2449753 T3

<400> 38
Glu Met Glu Val Thr Gin Pro Thr Ser Asn Pro Val Thr Pro Lys Pro
1 S 10 15
Pro Tyr Tyr Asn Ile
20
<210> 39
<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 39
Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr
1 5
<210> 40
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 40
Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr Ala Pro
1 5 10 15
Thr
<210> 41
<211>31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 41
Gln Asn Leu Asp Ser Met Leu His Gly Thr Gly Met Lys Ser Asp Ser
1 5 . 10 15
Asp Gln Lys Lys Ser Glu Asn Gly Val Thr Leu Ala Pro Glu Asp
20 25 30
<210> 42
<211>13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 42
Pro Val Val Ile Gly Pro Phe Phe Asp Gly Ser Ile Arg
1 5 10
<210> 43
<211>101

44
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

<210> 44
<211>101
<212> PRT

Gln

Lys

Gln

Leu

Leu

65

Pro

Asp

Leu

Ser

Glu

Glu

50

Glu

Gly

Asn

<213> Homo sapiens

<400> 44

Cys

Cys

val

Thr

Asp

Glu

Ile

Lys

Met

20

Cys

Val

Ala

Thr

Ile

Phe

Ser

val

Cys

Ala

Phe

Phe

100

Cys

Asn

Ala

His

Ser

70

Phe

ES 2449753 T3

Asp

Cys

Val

Asp

55

Pro

Met

Val

Ser

Trp

Pro

Lys

Cys

Arg

Ile

25

Arg

Lys

Cys

Ser

45

Phe

10

Thr

Lys

Leu

Ile

Cys
90

Ser

Ser

Asn

Pro

Met

Ser

Thr

Ile

Asp

Tyr

60

Lys

Ser

Cys

Cys

Glu

45

His

Glu

Asp

Asp

Glu

30

Asn

Asp

Lys

Glu

Asn

15

Lys

Ile

Phe

Lys

Cys

95 -

Gln

Pro

Thr

Ile

Lys

80

Asn



ES 2449753 T3

Gln Leu Cys Lys Phe Cys Asp Val Arg Phe Ser Thr Cys Asp Asn Gln

Lys Ser Cys Met Ser Asn Cys Ser Ile Thr Ser Ile Cys Glu Lys Pro
20 25 30

Gln Glu Val Cys Val Ala Val Trp Arg Lys Asn Asp Glu Asn Ile Thr
35 40 45

Leu Glu Thr Val Cys His Asp Pro Lys Leu Pro Tyr His Asp Phe Ile
50 55 50

Leu Glu Asp Ala Ala Ser Pro Lys Cys Ile Met Lys Glu Lys Lys Lys
65 70 15 80

Pro Gly Glu Thr Phe Phe Met Cys Ser Cys Ser Ser Asp Glu Cys Asn
85 90 95

Asp Asn Ile Ile Phe

100
<210> 45
<211>79
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 45
Ala Leu Gln Cys Phe Cys His lLeu Cys Thr Lys Asp Asn Phe Thr Cys
1 5 10 15
Val Thr Asp Gly Leu Cys Phe Val Ser Val Thr Glu Thr Thr Asp Lys
20 25 30
Val Ile His Asn Ser Met Cys Ile Ala Glu Ile Asp Leu Ile Pro Arg
35 40 L 45 . R
Asp Arg Pro Phe Val Cys Ala Pro Ser Ser Lys Thr Gly Ser Val Thr
50 55 60
Thr Thr Tyr Cys Cys Asn Gln Asp His Cys Asn Lys Ile Glu Leu
65 70 75
<210> 46
<211> 92
<212> PRT

<213> Homo sapiens

46
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<400> 46

<210> 47
<211>108

<212> PRT

ES 2449753 T3

Thr Gln Glu Cys ﬁeu Phe Phe Asn Ala Asn Trp Glu Lys Asp Arg Thr

Asn Gln Thr Gly Val Glu Pro Cys Tyr Gly Asp Lys Asp Lys Arg Arg
20 25 30

His Cys Phe Ala Thr Trp Lys Asn Ile Ser Gly Ser Ile Glu Ile Val
35 40 45

Lys Gln Gly Cys Trp Leu Asp Asp Ile Asn Cys Tyr Asp Arg Thr Asp
50 ) 55 ‘ 60

Cys Val Glu Lys Lys Asp Ser Pro Glu Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu
65 70 75 80

Gly Asn Met Cys Asn Glu Lys Phe Ser Tyr Phe Pro
85 90

<213> Homo sapiens

<400> 47

Arg Glu Cys Ile Tyr Tyr Asn Ala Asn Trp Glu Leu Glu Arg Thr Asn
1 5 10 15

Gln Ser Gly‘Leu Glu Arg Cys Glu Gly Glu Gln Asp Lys Arg Leu His
20 25 30

Cys Tyr Ala Ser Trp Arg Asn Ser Ser Gly Thr Ile Glu Leu Val Lys
35 40 45 :

Lys Gly Cys Trp Leu Asp Asp Phe Asn Cys Tyr Asp Arg Gln Glu Cys
0 55 60

val Ala Thr Glu Glu Asn Pro Gln Val Tyr Phe Cys Cys Cys Glu Gly
65 70 75 80

Asn Phe Cys Asn Glu Arg Phe Thr His Leu Pro Glu Ala Gly Gly Pro
85 T80 95

Glu val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr Ala Pro Thr
‘100 105

47
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<210> 48
<211>98
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 48
Thx Leu Prc Phe Leu Lys Cys Tyr Cys Ser Gly His Cys Pro Asp Asp
1 5 10 15
Ala Ile Asn Asn Thr Cys Ile Thr Asn Gly His Cys Phe Ala Ile Ile
20 25 30
Glu Glu Asp Asp Gln Gly Glu Thr Thr Leu Ala Ser Gly Cys Met Lys
35 40 45
Tyr Glu Gly Ser Asp Phe Gln Cys Lys Asp Ser Pro Lys Ala Gln Leu
50 55 60
Arg Arg Thr Ile Glu Cys Cys Arg Thr Asn Leu Cys Asn Gln Tyr Leu
65 70 ‘ 75 80
Gln Pro Thr Leu Pro Pro Val val Ile Gly Pro Phe Phe Asp Gly Ser
85 9C 95
Ile Arg
<210> 49
<211>35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 49
Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Ile Pro Pro His Val Gln
1 ‘ S 10 15
Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile val Thxr Asp Asn Asn Gly Ala Val
20 25 30
Lys Phe Pro
35
<210> 50
<211> 60
<212> PRT

48
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30

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 50

Ser Glu Glu Tyr Asn

5

Lys Ser Asp Val Glu

20

Ser Cys Asn Arg Thr
35

Ile Val Thr Asp Asn

50
<210>51
<211>25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 51

1

Thr Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr
20

<210> 52

<211> 44

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 52

Thr

Met

Ala

Asn

ES 2449753 T3

Ser Asn

Glu Ala

Pro Asp Ile Pro Pro His Val Gln
10 15

Gln Lys Asp Glu Ile Ile Cys Pro
25 30

Leu Arg His Ile Asn Asn Asp Met
45

Val Lys Phe Pro
60

Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr Ala Pro
5

10 15

25

49
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Pro Val Val Ile Gly Pro Phe Phe Asp Gly Ser Ile Arg Gln Asn Leu
1 5 10 15

Asp Ser Met Leu His Gly Thr Gly Met Lys Ser Asp Ser Asp Gln Lys
20 . 25 30

Lys Ser Glu Asn Gly Val Thr Leu BAla Pro Glu Asp

35 49
<210> 53
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 53
Pro Val Val Ile Gly Pro Phe Phe Asp Gly Ser Ile Arg Gly Asn Leu
1 5 10 15
Asp Ser Met Leu His Gly Thr Gly Met Lys Ser Asp Ser Asp Gln Lys
20 25 30
Lys Ser Glu Asn Gly-Val Thr Leu Ala Pro Glu Asp
35 40
<210> 54
<211>35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 54
Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Gly Pro Pro His Val Gln
1 5 10 15
Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val
20 25 30
Lys Phe Pro
35
<210> 55
<211>25
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

50



10

15

20

25

30

ES 2449753 T3

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 55
Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Gly Glu Pro Pro Pro Thr Ala Pro
1 5 10 15
Thr Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr
20 25
<210> 56
<211> 60
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 56
Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Gly Gly Arg His Val Gln
1 5 10 15
_Lys Ser -Asp-Val Glu Met Glu Ala Gln Lys Asp Glu Ile IiévC§éIPro
20 25 30
Ser Cys Asn Rrg Thr Ala His Pro Leu Arg His Ile Ash Asn Asp Met
35 40 45
Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val Lys Phe Pro
50 55 60
<210> 57
<211>35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 57
Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Gly Gly Pro His Val Gln
1 5 10 15
Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val
20 25 30
Lys Phe Pro
35
<210>58

51
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Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Gly Gly Arg His Val Gln

i0

15

Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val

<211> 35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 58
1 5
20
Lys Phe Pro
35
<210> 59
<211> 60
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 59
Ser Glu Glu Tyr Asn
1 5
Gly Ser Gly Gly Gly
20
Ser Cys Asn Arg Thr
35
Ile Val Thr Asp Asn
50
<210> 60
<211> 35
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 60

Thr

Met

Ala

Asn

Ser

Glu

His

Gly

Asn

Ala

Pro

Ala

25

Pro Ser Gly Gly
10

Gln Lys Asp Glu
25

Leu Arg His Ile

val Lys Phe Pro
60

52

30

Gly Ser Gly Gly
15

Ile Iie Cys Pro
30

Asn Asn Asp Met
45
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<210>61
<211>35

<212> PRT

ES 2449753 T3

Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly
1 5 10 15

Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val
20 25 30

Lys Phe Pro
35

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 61

<210> 62
<211>60

<212> PRT

Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly
1 5 10 15

Gly Ser Gly Gly Gly Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val
20 25 30

Lys Phe Pro
35

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 62

Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Ile Pro Pro His Val Gln
1 5 10 15 '

Lys Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Asn Asn Asp Met
35 40 45

Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val Lys Phe Pro
50 55 60

53
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<210> 63
<211>60
<212> PRT

ES 2449753 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 63

<210> 64
<211>35

<212> PRT

Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Gly Gly Gly Ser Gly Gly
1 5 10 15

Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Asn Asn Asp Met
35 40 45

Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val Lys Phe Pro
50 55 60

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 64

<210> 65
<211>48

<212> PRT

Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Ile Pro Pro His Val Gln
1 5 10 15

Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val
20 25 30

Lys Phe Pro
35

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 65

54
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Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Ile Pro Pro His Val Gln
1 5 10 1%

Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile Pro Pro His Val Gln Lys Ser Val
20 25 30

Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly ARla Val Lys Phe Pro

35 - 40 L 45 . .. . _ . -
<210> 66
<211> 32
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 66
Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro PFro His val Gln Lys Ser Val
1 5 10 i5
Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val Lys Phe Pro
20 25 30
<210> 67
<211> 43
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 67
Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15
Gly Gly Ile Pro Pro His Val Gln Lys Ser Val Asn Asn Asp Met Ile
20 25 30
Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val Lys Phe Pro
35 40
<210> 68
<211> 47
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

55
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10

Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Gly Gly Gly Ser Gly Gly
15

Gly Ser Gly Gly Gly Ser Ile Pro Pro His Val Gln Lys Ser Val Asn

20

25

30

Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly Ala Val Lys Phe Pro
, 40

<400> 68
1
3
<210> 69
<211> 60
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 69
Ser Glu Glu
1
Lys Ser Asp
Ser Cys Asn
35
Ile Val Thr
50
<210>70
<211>53
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 70

3

Tyr Asn

val Glu

Arg Thr

Asp Asn

Thr

Met

Ala

Asn

Ser Asn

Glu Ala

His Pro
40

Gly Bla
55

Pro Asp Ile
10

Gln Lys Asp
25

Leu Arg His

Val Lys Phe

56

Pro

Glu

Ile

Pro

45

Pro His Val Gln
15

Ile Ile Cys Pro
30

Asn Asn Asp Met
45
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Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp Ile Pro Pro His Val Gln
1 5 10 15

Lys Ser Asp Val Glu Met Glu Ala Gln Lys Asp Glu Arg Thr Ala His
20 25 30

Pro Leu Arg His Ile Asn Asn Asp Met Ile Val Thr Asp Asn Asn Gly
35 40 Y -

Ala Val Lys Phe Pro

50
<210>71
<211>25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 71
Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr Ala Pro
i 5 10 15
Thr Ser Gly Arg Gly Glu Ala Glu Thr
20 25
<210> 72
<211> 35
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 72
Glu Ala Gly Gly Pro Glu Val Thr Tyr Glu Pro Pro Pro Thr Ala Pro
1 5 10 15
Thr Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Arg Gly Glu
20 25 30
Ala Glu Thr
35
<210> 73
<211> 44
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 73

<210> 74
<211>40

<212> PRT

Pro Val Val Ile Gly Pro Phe Phe Asp Gly Ser Ile Arg Gln Asn Leu
1 5 10 15

Asp Ser Met Leu His Gly Thr Gly Met Lys Ser Asp Ser Asp Gln Lys
20 25 30

Lys Ser Glu Asn Gly Val Thr Leu Ala Pro Glu Asp
35 40

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 74

<210>75

<211> 212
<212> PRT

Pro Val Val Ile Gly Pro Asp Gly Ser Ile Arg Gln Asn Leu Asp Ser
1 S 10 15

His Gly Thr Gly Met Lys Ser Asp Ser Asp Gln Lys Lys Ser Glu Asn
20 25 30

Gly Val Thr Leu Ala Proc Glu Asp
35 40

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 75

58
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Ala Ala Leu Leu Pro Gly Ala Thr Ala Leu Gln Cys Phe Cys His Leu

Cys Thr Lys Asp Asn Phe Thr Cys Val Thr Asp Gly Leu Cys Phe Val
20 25 i 30

Ser vVal Thr Glu Thr Thr Asp Lys Val Ile His Asn Ser Met Cys Ile
35 40 . 45

Ala Glu Ile Asp Leu Ile Pro Arg Asp Arg Pro Phe Val Cys Ala Pro
50 55 60

Ser Ser Lys Thr Gly Ser Val Thr Thr Thr Tyr Cys Cys Asn Gln Asp
65 70 75 80

His Cys Asn Lys Ile Glu Leu Pro Thr Thr Val Thr Asp Asn Asn Gly
85 90 95

Ala Val Lys Phe Pro Gln Leu Cys Lys Phe Cys Asp Val Arg Phe Ser
100 105 110

Thr Cys Asp Asn Gln Lys Ser Cys Met Ser Asn Cys Ser Ile Thr Ser
115 120 125

Ile Cys Glu Lys Pro Gln Glu Val Cys Val Ala Val Trp Arg Lys Asn
130 135 140

Asp Glu Asn Ile Thr Leu Glu Thr Val Cys His Asp Pro Lys Leu Pro
145 150 155 160

Tyr His Asp Phe Ile Leu Glu Asp Ala Ala Ser Pro Lys Cys Ile Met
165 170 175

Lys Glu Lys Lys Lys Pro Gly Glu Thr Phe Phe Met Cys Ser Cys Ser
' 180 185 130

Ser Asp Glu Cys Asn Asp Asn Ile Ile Phe Ser Glu Glu Tyr Asn Thr
195 200 205

Ser Asn Pro Asp
210
5 <210> 76
<211> 212
<212> PRT

59
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 76

Ala Ala Leu Leu Pro Gly Ala Thr Ala Leu Gln Cys Phe Cys His Leu
1 5 i0 15

60



Cys

Ser

Ala

Ser

65

His

Ala

Thr

Ile

Asp

145

Tyxr

Lys

Ser

Ser

<210>77
<211> 360
<212> PRT

Thr

Val

Glu

50

Ser

Cys

Val

Cys

Cys

13C

Glu

His

Glu

Asp

Asn
210

Lys

Thr

35

Ile

Lys

Asn

Lys

Asp

115

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu

195

Pro

<213> Secuencia artificial

Asp

20

Glu

Asp

Thr

Lys

Phe

100

Asn

Lys

Ile

Phe

Lys

180

Cys

Asp

Asn

Thr

Leu

Gly

Ile

85

Pro

Gln

Pro

Thr

Ile

165

Lys

Asn

Phe

Thr

Ile

Ser

70

Glu

Gln

Lys

Gln

Leu

150

Leu

Pro

Asp

ES 2449753 T3

Thr

Asp

Pro

55

val

Leu

Leu

Ser

Glu

135

Glu

Glu

Gly

Asn

Cys

Lys

40

Arg

Thr

Gly

Cys

Cys

120

Val

Thr

Asp

Glu

Ile
200

val

25

val

Asp

Thr

Gly

Lys

105

Met

Cys

vVal

Ala

Thr

185

Ile

61

Thr

Ile

Arg

Thr

Gly

90

Phe

Ser

Val

Cys

Ala

170

Phe

Phe

Asp

His

Pro

Tyr

15

Gly

Cys

Asn

Ala

His

155

Ser

Phe

Ser

Gly

Asn

Phe

60

Cys

Gly

Asp

Cys

Val

140

Asp

Pro

Met

Glu

Leu

Ser

45

Val

Cys

Gly

Val

Ser

125

Trp

Pro

Lys

Cys

Glu
205

Cys

30

Met

Cys

Asn

Gly

Arg

110

Ile

Arg

Lys

Cys

Ser

190

Tyr

Phe

Cys

Ala

Gln

Asn

95

Phe

Thr

Lys

Leu

Ile

175

Cys

Asn

val
Ile
Pro
Asp
80

Gly
Ser
Ser
Asn
Pro
160
Met

Ser

Thr
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<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 77

Ala Rla Leu Leu Pro Gly Ala Thr Ala Leu Gln Cys Phe Cys His Leu
Cys Thr Lys Asp Asn Phe Thr Cys Val Thr Asp Gly Leu Cys Phe Val

Ser Val Thr Glu Thr Thr Asp Lys Val Ile His Asn Ser Met Cys Ile
35 40 45

Ala Glu Ile Asp Leu Ile Pro Axg Asp Arg Pro Phe Val Cys Ala Pro

Ser Ser Lys Thr Gly Ser Val Thr Thr Thr Tyr Cys Cys Asn Gln Asp
65 70 75 80

His Cys Asn Lys Ile Glu Leu Pro Thr Thr Val Thr Asp Asn Asn Gly
85 =1¢) 95

Ala Val Lys Phe Pro Gln Leu Cys Lys Phe Cys Asp Val Arg Phe Ser
100 105 110

Thr Cys Asp Asn Gln Lys Ser Cys Met Ser Asn Cys Ser Ile Thr Ser
115 120 125

Ile Cys Glu Lys Pro Gln Glu Val Cys Val Ala Val Trp Arg Lys Asn
130 135 140

Asp Glu Asn Ile Thr Leu Glu Thr Val Cys His Asp Pro Lys Leu Pro
145 150 155 160

Tyr His Asp Phe Ile Leu Glu Asp Ala Ala Ser Pro Lys Cys Ile Met
165 170 175

Lys Glu Lys Lys Lys Pro Gly Glu Thr Phe Phe Met Cys Ser Cys Ser
180 185 190

62



10

Ser

Ser

Ile
225

Asp

Val

Ser

Trp

Pro

305

Lys

Cys

Glu

<210>78
<211> 373
<212> PRT

Asp

Asn

210

Pro

Asn

Arg

Ile

Arg

290

Lys

Cys

Ser

Tyr

Glu

195

Pro

Pro

Asn

Phe

Thr

275

Lys

Leu

Ile

cys

Asn
355

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 78

Cys

Asp

His

Gly

Ser

260

Ser

Asn

Pro

Met

Ser

340

Thr

Asn

Gly

Val

Ala

245

Thr

Ile

Asp

Tyr

Lys

325

Ser

Ser

Asp

Gly

Gln

230

Val

Cys

Cys

Glu

His

310

Glu

Asp

Asn

ES 2449753 T3

Asn
Gly
Lys
Lys
Asp
Glu
Asn
295
Asp
Lys
Glu

Pro

Ile

200

Ser

Ser

Phe

Asn

Lys

280

Ile

Phe

Lys

Cys

Asp
360

Ile

Gly

Val

Pro

Gln

265

Pro

Thr

Ile

Lys

Asn
345

63

Phe

Gly

Asn

Gln

250

Lys

Gln

Leu

Leu

Pro

330

Asp

Ser

Gly

Asn

235

Leu

Ser

Glu

Glu

Glu

315

Gly

Asn

Glu

Ser
220

Asp
Cys
Cys
Val
Thr
300
Asp
Glu

Ile

Glu

205

Cly

Met

Lys

Met

Cys

285

Val

Ala

Thr

Ile

Tyr

Gly

Ilie

Phe

Ser

270

val

Cys

Ala

Phe

Phe
350

Asn

Cly

vVal

Cys

255

Asn

Ala

His

Ser

Phe

335

Ser

Thr

Ser

Thr

240

Asp

Cys

val

Asp

Pro

320

Met

Glu



Ala
Cys
Ser
Ala
Ser
65

His
Ala
Thr
Ile
Asp
145
Tyr
Lys

Ser

Ser

Ala

Thr

val

Glu

50

Ser

Cys

Val

Cys

Cys

130

Glu

His

Glu

Asp

Asn

210

Leu

Lys

Thr

35

Ile

Lys

Asn

Lys

Asp

115

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu
195

Pro

Leu

Asp

290

Glu

Asp

Thr

Lys

Phe

100

Asn

Lys

Ile

Phe

Lys

180

Cys

Asp

Pro

Asn

Thr

Leu

Gly

Ile

Pro

Gln

Pro

Thr

Ile

165

Lys

Gly

Phe

Thr

Ile

Ser

70

Glu

Gln

Lys

Gln

Leu

150

Leu

Pro

Asn. Asp

Ile

Pro

ES 2449753 T3

Ala

Thr

Asp

Pro

55

val

Leu

Leu

Ser

Glu

135

Glu

Glu

Gly

Asn

Pro
215

Thr
Cys
Lys
40

Arg
Thr
Pro
Cys
Cys
120
Val
Thr
Asp
Glu
Ile

200

His

Ala

Val

25

Val

Asp

Thr

Thr

Lys

105

Met

Cys

Val

Ala

Thr

185

Ile

Val

64

Leu

Thy

Ile

Arg

Thr

Thr

90

Phe

Ser

val

Cys

Ala

170

Phe

Phe

Gln

Gln

Asp

His

Pro

Tyr

75

val

Cys

Asn

Ala

His

155

Ser

Phe

Cys

Gly

Asn

Phe

60

Cys

Thr

Asp

Cys

Val

140

Asp

Pro

Met

Glu

Ser
220

Phe

Leu

Ser

45

val

Cys

Asp

Val

Ser

125

Trp

Pro

Lys

Cys

Glu
205

Asp

Cys

Cys

30

Met

Cys

Asn

Asn

Arg

110

Ile

Axrg

Lys

Cys

Ser
190

Tyr

Val

His
15

Phe

Cys

Ala

Gln

Asn

95

Phe

Thr

Lys

Leu

Ile

17%

Cys

Asn

Glu

Leu

val

Ile

Pro

Asp

80

Gly

Ser

Ser

Asn

Pre

160

Met

Ser

Thr

Met



10

15

Glu
225

His

Gly

Ser

Ser

Asn

305

Pre

Met

Ser

Thr

<210>79

<211> 448
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Pro

Ala

Thr

Ile

290

Asp

Tyr

Lys

Ser

Ser
370

Gin

Leu

Val

Cys

275

Cys

Glu

His

Glu

Asp

355

Asn

<223> Polipéptido sintético

<400> 79

Lys

Arqg

Lys

260

Asp

Glu

Asn

Asp

Lys

340

Glu

Pro

Asp

His

245

Phe

Asn

Lys

Ile

Phe

325

Lys

Cys

Asp

Glu
230
Ile
Pro
Gln
Pro
Thr
310
Ile
Lys

Asn

ES 2449753 T3

Ile

Asn

Gln

Lys

Gln

295

Leu

Leu

Pro

Asp

Ile

Asn

Leu

Ser

280

Glu

Glu

Glu

Gly

Asn
360

Cys

Asp

Cys

265

Cys

Val

Thr

Asp

Glu

345

Ile

Pro

Met

250

Lys

Met

Cys

val

Ala

330

Thr

Ile

Ser

235

Ile

Phe

Ser

Val

Cys

315

Ala

Phe

Phe

Cys

val

Cys

Asn

Ala

300

His

Ser

Phe

Ser

Asn

Thr-

Asp

Cys

285

Val

Asp

Pro

Met

Glu
365

Arg

Asp

Val

270

Ser

Trp

Pro

Lys

Cys

350

Glu

Thr

Asn

255

Arg

Ile

Arg

Lys

Cys

335

Ser

Tyr

Ala
240

Asn

Phe

Thr

Lys

Leu

320

Ile

Cys

Asn

Ala Ala Leu-Leuw Pro Gly Ala Tht Bla Leu Gln Cys Phe Cys His Leu
10

1

5

65

15



Cys

Ser

Ala

Ser

65

His

Ala

Thr

Ile

Asp

145

Tyr

Lys

Ser

Ser

Gly

225

Thr

Val

Glu

50

Ser

Cys

Val

Cys

Cys

130

Glu

His

Glu

Asp

Asn
210

Lys

Thr

35

Ile

Lys

Asn

Lys

Asp

115

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu
195

Asp

20

Glu

Asp

Thr

Lys

Phe

100

Asn

Lys

Ile

Phe

Lys

180

Cys

Asp

Ser

Asn

Thr

Leu

Gly

Ile

85

Pro

Gln

Pro

Thr

Ile

165

Lys

Asn

Gly

Gly

Phe

Thr

Ile

Ser

70

Glu

Gln

Lys

Gln

Leu

15C

Leu

Pro

Asp

Gly

Gly

ES 2449753 T3

Thx

Asp

Pro

55

Val

Leu

Leu

Ser

Glu

135

Glu

Glu

Gly

Asn

Gly

215

Gly

Cys

Lys

40

Arg

Thr

Pro

Cys

Cys

120

Val

Thr

Asp

Glu

Ile

200

Ser

Ser

val

25

Val

Asp

Thr

Thr

Lys

105

Met

Cys

val

Ala

Thr

185

Ile

Gly

Gly

66

Thr

lle

Arg

Thr

Thr

Phe

Ser

Val

Cys

Ala

170

Phe

Phe

Gly

Gly

Asp

His

Pro

Tyr

75

Val

Cys

Asn

Ala

His

155

Ser

Phe

Ser

Gly

Gly
235

Gly

Asn

Phe
60

Cys

Thr

Asp

Cys

Val

140

Asp

Pro

Met

Glu

Ser

220

Ser

Leu

Ser

45

val

Cys

Asp

Val

Ser

125

Trp

Pro

Lys

Cys

Glu

205

Gly

Gly

Cys
30

Met

Cys

Asn

Asn

Arg

110

Ile

Arg

Lys

Cys

Ser

150

Tyr

Gly

Gly

Phe

Cys

Ala

Gln

Asn

95

Phe

Thr

Lys

Leu

Ile

175

Cys

Asn

Gly

Gly

Val

Ile

Pro

Asp

80

Gly

Ser

Ser

Asn

Pro

160

Met

Ser

Thr

Ser

Ser
240



Gly

Asn

Thr

Leu

Gly

305

Ile

Pro

Gln

Pro

Thr

385

Ile

Lys

Asn

<210> 80
<211> 448
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Gly

Phe

Thr

Ile

290

Ser

Glu

Gln

Lys

Gln

370

Leu

Leu

Pro

Asp

Gly

Thr

Asp

275

Pro

Val

Leu

Leu

Ser

355

Glu

Glu

Glu

Gly

Asn
4357

Ser

Cys

260

Lys

Arg

Thr

Pro

Cys

340

Cys

Val

Thr

Asp

Glu

420

Ile

Ala
245

Val

Val

Asp

Thr

Thr

325

Lys

Met

Cys

Val

Ala

405

Thr

Ile

Leu

Thr

Ile

Arg

Thr

310

Thr

Phe

Ser

val

Cys

390

Ala

Phe

Phe

ES 2449753 T3

Gln

Asp

His

Pro

295

Tyr

Val

Cys

Asn

Ala

375

His

Ser

Phe

Ser

Cys
Gly
Asn
280
Phe
Cys
Thr
Asp
Cys
360
val
Asp
Pro

Met

Glu

Phe

Leu

265

Ser

Val

Cys

Asp

val

345

Ser

Trp

Pro

Lys

Cys

425

Glu

440

67

Cys

250

Cys

Met

Cys

Asn

Asn

330

Arg

Ile

Arg

Lys

Cys

410

Ser

Tyr

His

Phe

Cys

Ala

Gln

315

Asn

Phe

Thr

Lys

Leu

395

Ile

Cys

Asn

Leu

Val

Ile

Pro

300

Asp

Gly

Ser

Ser

Asn

380

Pro

Met

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

285

Ser

His

Ala

Thr

Ile

365

Asp

Tyr

Lys

Ser

Ser

.445

Thr

val
270

Glu

Ser

Cys

val

Cys

350

Cys

Glu

His

Glu

Asp

430

Asn

Lys

255

Thr

Ile

Lys

Asn

Lys

335

Asp

Glu

Asn

Asp

Lys

415

Glu

Pro

Asp
Glu
Asp
Thr
Lys
320
Phe
Asn
Lys
Iie
Phe
400
Lys

Cys

Asp



<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 80

Ala

Cys

Ser

Ala

Ser

65

His

Ala

Thr

Ile

Asp

145

Tyr

Lys

Ala

Thr

val

Glu

50

Ser

Cys

Val

Cys

Cys

130

Glu

His

Glu

Leu

Lys

Thr

35

Ile

Lys

Asn

Lys

Asp

115

Glu

Asn

Asp

Lys

Leu

Asp

20

Glu

Asp

Thr

Lys

Phe

100

Asn

Lys

Ile

Phe

Lys
180

Pro

Asn

Thr

Leu

Gly

Ile

85

Pro

Gln

Pro

Thr

Ile

165

Lys

Gly

Phe

Thr

Ile

Ser

70

Glu

Gln

Lys

Gln

Leu

150

Leu

Pro

ES 2449753 T3

Ala

Thr

Asp

Pro

55

Val

Leu

Leu

Ser

Glu

135

Glu

Glu

Gly

Thr

Cys

Lys

40

Arg

Thr

Gly

Cys

Cys

120

Val

Thr

Asp

Glu

Ala

val

25

Val

Asp

Thr

Gly

Lys

105

Met

Cys

val

Ala

Thr
185

68

Leu
10

Thr

Ile

Arg

Thr

Gly

50

Phe

Ser

Val

Ala
170

Phe

Gln

Asp

His

Pro

Tyr

75

Gly

Cys

Asn

Ala

His

155

Ser

Phe

Cys

Gly

Asn

Phe

60

Cys

Gly

Asp

Cys

Val

140

Asp

Pro

Met

Phe

Leu

Ser

45

vVal

Cys

Gly

Val

Ser

125

Trp

Pro

Lys

Cys

Cys

Cys

30

Met

Cys

Asn

Gly

Arg

110

Ile

Arg

Lys

Cys

Ser
150

His
15

Phe
Cys
Ala
Gln
Asn
85

Phe
Thr
Lys
Leu
Ile
175

Cys

Leu

Val

Ile

Pro

Asp

80

Gly -

Ser

Ser

Asn

Pro

160

Met.

Ser



Ser

Ser

Gly

225

Gly

Asn

Thr

Leu

Gly

305

Ile

Pro

Gln

Pro

Thr

385

Ile

Asp

Asn

210

Gly

Gly

Phe

Thr

Ile

290

Ser

Glu

Gln

Lys

Gln

370

Leu

Leu

Glu

195

Pro

Gly

Gly

Thr

Asp

275

Pro

Val

Leu

Leu

Ser

355

Glu

Glu

Glu

Cys

Asp

Ser

Ser

Cys

260

Lys

Arg

Thr

Gly

Cys

340

Cys

Val

Thr

Asp

Asn

Gly

Gly

Ala

245

Val

Val

Asp

Thr

Gly

325

Lys

Met

Cys

Val

Ala
405

Asp

Gly

Gly

230

Leu

Thr

Ile

Arg

Thr

310

Gly

Phe

Ser

Val

Cys

Ala

ES 2449753 T3

Asn

Gly

215

Gly

Gln

Asp

His

Pro

295

Tyr

Gly

Cys

Asn

Ala

375

His

330

Ser

Ile

200

Ser

Ser

Cys

Gly

Asn

280

Phe

Cys

Gly

Asp

Cys

360

Val

Asp

Pro

Ile

Gly

Gly

Phe

Leu

265

Ser

Val

Cys

Gly

Val

345

Ser

Trp

Pro

Lys

69

Phe

Gly

Gly

Cys

250

Cys

Met

Cys

Asn

Gly

330

Arg

Ile

Arg

Lys

Ser

Gly

Gly

235

His

Phe

Cys

Ala

Gln

315

Asn

Phe

Thr

Lys

Leu

- 395

Cys
410

Ile

Glu

Ser

220

Ser

Leu

Val

Ile

Pro

300

Asp

Gly

Ser

Ser

Asn

380

Pro

Met

Glu
2059
Gly
Gly
Cys
Ser
Ala
285
Ser
His
Ala
Thr
Ile
365
Asp

Tyr

Lys

Tyr

Gly

Gly

Thr

Val

270

Glu

Ser

Cys

Val

Cys

350

Cys

Glu

His

Glu

Asn
Gly
Gly
Lys
255
Thr
Ile
Lys
Asn
Lys
335
Asp
Glu
Asn

Asp

Lys
415

Thr

Ser

Ser

240

Asp

Glu

Asp

Thr

Lys

320

Phe

Asn

Lys

Ile

Phe

400

Lys



ES 2449753 T3

Lys Pro Gly Glu Thr Phe Phe Met Cys Ser Cys Ser Ser Asp Glu Cys
420 425 430

Asn Asp Asn Ile Ile Phe Ser Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp
435 440 445

<210>81
<211>473

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 81

Ala Ala Leu Leu Pro Gly Ala Thr Ala Leu Gln Cys Phe Cys His Leu
Cys Thr Lys Asp Asn Phe Thr Cys Val Thr Asp Gly Leu .Cys Phe Val

Ser Val Thr Glu Thr Thr Asp Lys Val Ile His Asn Ser Met Cys Ile
35 40 45

Ala Glu Ile Asp Leu Ile Pro Arg Asp Arg Pro Phe Val Cys Ala Pro

Ser Ser Lys Thr Gly Ser Val Thr Thr Thr Tyr Cys Cys Asn Gln Asp
65 70 75 80

His Cys Asn Lys Ile Glu Leu Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Asn Gly
85 90 95

Ala Val Lys Phe Pro Gln Leu Cys Lys Phe Cys Asp Val Arg Phe Ser
100 105 110

Thr Cys Asp Asn Gln Lys Ser Cys Met Ser Asn Cys Ser Ile Thr Ser
115 120 125

Ile Cys Glu Lys Pro Gln Glu val Cys Val Ala Val Trp Arg Lys Asn
130 135 140

70



Asp

145

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ile

225

Asp

Val

Ser

Trp

Pro

305

Lys

Cys

Glu

Glu
His
Glu
Asp
Asn
210
Pro
Asn
Arg
Ile
Arg
290
Lys
Cys

Ser

Tyr

Asn

Asp

Lys

Glu

195

Pro

Pro

Asn

Phe

Thr

275

Lys

Leu

Ile

Cys

Asn
355

Ile

Phe

Lys

180

Cys

Asp

His

Gly

Ser

260

Ser

Asn

Pro

Met

Ser

340

Thr

ES 2449753 T3

Thr Leu Glu
150

Ile Leu Glu
165

Lys Pro Gly

Asn Asp Asn

Gly Gly Gly
215

Val Gln Lys
230

Ala Val Lys
245

Thr Cys Asp

Ile Cys Glu

Asp Glu Asn
295

Tyr His Asp
310

Lys Glu Lys
325

Ser Asp Glu

Ser Asn Pro

Thr

Asp

Glu

Ile

200

Ser

Ser

Phe

Asn

Lys

280

Ile

Phe

Lys

Cys

Asp
360

71

Val

Ala

Thr

185

Ile

Gly

val

Pro

Gln

265

Pro

Thr

Ile

Lys

Asn

Cys

Ala

170

Phe

Phe

Gly

Asn

Gln

250

Lys

Gln

Leu

Leu

Pro

330

Asp

345

Gly

Gly

His

155

Ser

Phe

Ser

Gly

Asn
235

Leu

Ser

Glu

Glu

Glu

315

Gly

Asn

Gly

Asp

Pro

Met

Glu

Ser

220

Asp

Cys

Cys

Val

Thr

300

Asp

Glu

Ile

Ser

Pro

Lys

Cys

Glu

205

Gly

Met

Lys

Met

Cys

285

Val

Ala

Thr

Ile

Lys

Cys

Ser

190

Tyx

Gly

Ile

Phe

Ser

270

Val

Cys

Ala

Phe

Phe

Leu

Ile

175

Cys

Asn

Gly

Val

Cys

255

Asn

Ala

His

Ser

Phe

335

Ser

. 330 .

Gly
365

Gly

Gly

Pro

160

Met

Ser

Thr

Ser

Thr

240

Asp

Cys

Val

Asp

Pro

320

Met

Glu

Ser



10

<210> 82

<211>473
<212> PRT

ES 2449753 T3

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
370 375 380

Phe Cys His Leu Cys Thr Lys Asp Asn Phe Thr Cys
385 390 395

Leu Cys Phe Val Ser Val Thr Glu Thr Thr Asp Lys
405 410

Ser Met Cys Ile Ala Glu Ile Asp Leu Ile Pro Arxg
420 425

Val Cys Ala Pro Ser Ser Lys Thr Gly Ser Val Thr
435 440

Cys Asn Gln Asp His Cys Asn Lys Ile Glu Leu Pro
450 455 460

Ser Ser Pro Gly Leu Gly Pro Val Glu
465 470

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 82

Ala Ala Leu Leu Pro Gly Ala Thr Ala Leu Gln Cys
1 5 10

Cys Thr Lys Asp Asn Phe Thr Cys Val Thr Asp Gly
20 25

Ser Val Thr Glu Thr Thr Asp Lys Val TIle His Asn
35 40

Glu Ile Asp Leu Ile Pro Arg Asp Arg Pro Phe
50 55 60

Ala

72

Ala Leu Gln

val Thr Asp

Val Ile His
415

Asp Arg Pro
430

Thr Thr Tyzx
445

Thr Thr Val

Cys

Gly

400

Asn

Phe

Cys

Lys

Phe Cys His Leu

15

Leu Cys Phe Val

30

Ser Met Cys Ile

45

val Cys Ala Pro



Ser

His

Leu

Ser

Leu

vVal

145

Ile

Pfo

Asp

Gly

Ser

225

Ser

Asn

'Pro

Ser

Cys

Gly

Gly

Cys

130

Ser

Ala

Ser

His

Ala
210

Thr

Ile

Asp

Tyr

Lys Thr
Asn Lys

Pro Val
100

Gly Gly
115

Thr Lys
Vval Thr
Glu Ile

Ser Lys
180

Cys Asn
185

Val Lys
Cys Asp
Cys Glu
Glu Asn
280

His Asp
275

Gly

Ile

85

Glu

Ser

Asp

Glu

Asp

165

Thrx

Lys

Phe

Asn

Lys

245

Ile

Phe

Ser

70

Glu

Gly

Gly

Asn

Thr

150

Leu

Gly

Ile

Pro

Gln

230

Pro

Thr

Ile

ES 2449753 T3

Val

Leu

Gly

Gly

Phe

135

Thr

Ile

Ser

Glu

Gln

215

Lys

Gln

Leu

Leu

Thr

Pro

Gly

Gly

120

Thr

Asp

Pro

Val

Leu

200

Leu

Ser

Glu

Glu

Glu
280

Thr

Thr

Ser

105

Ser

Cys

Lys

Arg

Thr

185

Gly

Cys

Cys

Val

Thr

Thr

15 -

Thy

90

Gly

Ala

val

vVal

Asp

170

Thr

Gly

Lys

Met

Cys

250

Val

Asp

73

Ala

Tyr

Val

Gly

Leu

Thr

Ile

155

Arg

Thr

Gly

Phe

Ser

235

Vail

Cys

Ala

Cys

Lys

Gly

Gln

Asp

140

His

Pro

Tyr

Gly

Cys

220

Asn

Ala

His

Ser

Cys

Ser

Ser

Cys

125

Gly

Asn

Phe

Cys

Gly

205

Asp

Cys

Val

Asn

Serx

Gly

110

Phe

Leu

Ser

Val

Cys

150

Gly

Val

Ser

Trp

Gln

Pro
a5

Gly

Cys

Cys

Met

Cys

175

Asn

Gly

Arg

Ile

Arg
255

Asp Pro Lys

Pro
285

270

Lys

Cys

Asp

B8O

Gly

Gly

His

Phe

Cys

160

Ala

Gln

Asn

Phe

Thr

240

Lys

Leu

Ile



10

Met

Ser
305

Thr

Ser

Thr

Asp

Cys

385

Val

Asp

Pro

Met

Glu
465

<210> 83
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

290

Ser

Ser

Ile

Asp

Val

370

Ser

Trp

Pro

Lys

Cys

450

Glu

Glu

Asp

Asn

Pro

Asn

355

Arg

Ile

Arg

Lys

Cys

435

Ser

Tyr

<223> Enlazador sintético

<400> 83

Lys

Glu

Pro

Proc

340

Asn

Phe

Thr

Lys

Leu

420

Ile

Cys

Asn

Lys

Cys

Asp

325

His

Gly

Ser

Ser

Asn

405

Pro

Met

Ser

Thr

Lys
Asn
310
Gly
Val
Ala
Thr
Ile
390
Asp
Tyr
Lys

Ser

Ser
470

ES 2449753 T3

Pro
295

Asp

Gln

Val

Cys

375

Cys

Glu

His

Glu

Asp

4585

Asn

Gly

Asn

Gly

Lys

Lys

360

Asp

Glu

Asn

Asp

Lys

440

Glu

Pro

Glu

Ile

Ser

Ser

345

Phe

Asn

Lys

Ile

FPhe

425

Lys

Cys

Asp

74

Thr

Ile

Gly

330

Val

Pro

Gln

Pro

Thr

410

Ile

Lys

Asn

Phe

Phe

315

Gly

Asn

Gln

Lys

Gln

395

Leu

Leu

Pro

Asp

Phe
300

Ser

Gly

Asn

Leu

Ser

380

Glu

Glu

Glu

Gly

Asn

460

Met

Glu

Ser

Asp

Cys

365

Cys

vVal

Thr

Asp

Glu

445

Ile

Cys

Glu

Gly

Met

350

Lys

Met

Cys

Val

Ala

430

Thr

Ile

Ser

Tyr

Gly

335

Ile

Phe

Ser

Val

Cys

415

Ala

Phe

Phe

Cys

Asn
320

Gly

Val

Cys

Asn

Ala

400

His

Ser

Phe

Ser



ES 2449753 T3

Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser

1 5 10
<210> 84
<211>50
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 84
Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
i 5 10 15
Ile His Arg Leu Pro His Ala Thr Arg Asn Cys Ser Pro Cys Ile Ile
20 25 30
Glu Asp Lys Gln Ala Glu Met Glu Val Asp Ser Lys Gln Val His Pro
35 40 45
Pro Ile
50
<210> 85
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 85
Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser
1 5 10
<210> 86
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 86
Thxr Ala Gly Pro Leu Leu Ala Ala
1 5
<210> 87
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

75



10

15

20

25

30

35

40

45

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 87

ES 2449753 T3

Glu Val Pro Gly Leu Gly Pro Ser Ser Lys Val Thr Thr Pro

1
<210> 88
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 88

<210> 89

<211>21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 89

Ile Asn Tyr Tyr Pro Pro Lys Pro Thr Val Pro Asn Ser Thr Pro Gln

1

Thr val Gl

<210> 90

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 90

<210>91

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 91

u Met Glu
P 20 _

5

Thr Glu Ala Glu Gly Arg Gly Ser

1

1

2

Glu Ser Arg Gly Leu Ile Ala
5

10

5

76

15



10

15

20

25

30

35

ES 2449753 T3

Thr Pro Ala Thr Pro Pro Pro Glu Tyr Thr Val Glu Pro Gly Gly Ala

1 5 10 15
Glu
<210>92
<211>31
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 92
Asp Glu Pro Ala Leu Thr Val Gly Asn Glu Ser Lys Lys Gln Asp Ser
1 5 10 15
Asp Ser Lys Met Gly Thr Gly His Leu Met Ser Asp Leu Asn Gln
20 25 30
<210> 93
<211>35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 93
Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15
Val Ser Lys Gln vVal His Pro Pro Ile Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr
20 25 30
Glu Glu Ser
35
<210>94
<211>60
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 94

77



10

15

20

25

30

ES 2449753 T3

Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15

Ile His Arg Leu Pro His Ala Thr Arg Asn Cys Ser Pro Cys Ile Ile
20 25 30

Glu Asp Lys Gln Ala Glu Met Glu Val Asp Ser Lys Gln Val His Pro
35 40 45

Pro Ile Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser
50 55 60

<210> 95
<211>25
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 95
Thr Glu Ala Glu Gly Arg Gly Ser Thr Pro Ala Thr Pro Pro Pro Glu
1 ' S 10 15
Tyr Thr Val Glu Pro Gly Gly Ala Glu
20 25
<210> 96
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 96
Asp Glu Pro Ala Leu Thr Val Gly Asn Glu Ser Lys Lys Gln Asp Ser
1 5 10 15
Bsp Ser Lys Met Gly Thr Gly His Leu Met Ser Asp Leu Asn Gln Arg
20 25 30
Ile Ser Gly Asp Phe Phe Pro Gly Ile Val Val Pro
35 40
<210> 97
<211> 44
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

78
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15

20

25

30

ES 2449753 T3

<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 97
Bsp Glu Pro Ala Leu Thr Val Gly Asn Glu Ser Lys Lys Gln Asp Ser
1 5 10 15
Asp Ser Lys Met Gly Thr Gly His Leu Met Ser Asp Leu Asn Gly Arg
20 25 30
Ile Ser Gly Asp Phe Phe Pro Gly Ile Val Val Pro
35 40
<210> 98
<211>35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 98
Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15
Val Ser Lys Gln Val His Pro Pro Gly Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr
20 25 30
Glu Glu Ser
35
<210>99
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 99
Thr Glu Ala Glu Gly Arg Gly Ser Thr Pro Ala Thr Pro Pro Pro Glu
1 S 10 15
Gly Thr Vval Glu Pro Gly Gly Ala Glu
20 25
<210> 100
<211> 60

79
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15

20

25

30

ES 2449753 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 100
Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15
Ile His Arg Leu Pro His Ala Thr Arg Asn Cys Ser Pro Cys Ile Ile
20 25 30
Glu Asp Lys Gln Ala Glu Met Glu Val Asp Ser Lys Gln Val His Arg
35 40 45
Gly Gly Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser
50 55 60
<210> 101
<211>35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 101
Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 . 15
Val Ser Lys Gln Val His Prc Gly Gly Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr
20 25 30
Glu Glu Ser
35
<210> 102
<211> 35
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 102

80
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15

20

25

ES 2449753 T3

Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr vVal Ile Met Asp Asn Asn

1

5

10 15

Val Ser Lys Gln Val His Arg Gly Gly Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr
25

Glu Glu Ser
35

<210> 103

<211>60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 103
Pro Phe Lys
1 .

Ile His Arg

Glu Asp Lys
35

Gly Gly Ser
50

<210> 104

<211>35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 104

20

Val Ala

Leu Pro

20

Gln Ala

Pro Asn

Gly

His

Glu

Ser

Asn

Ala

Met

Thr
55

30

Asn Asp Thr vVal Ile Met Asp Asn Asn

10 15

Thr Arg Asn Cys Ser Pro Cys Ile Ile

40

25 30

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
45

Asn Tyr Glu Glu Ser

81

60
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Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn

1

5

10

15

Val Ser Lys Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Pro Asn Ser Thr Asn Tyr
20 25

Glu Glu Ser

35
<210> 105
<211> 35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 105

1

10

30

Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Gly Gly
5 15

Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Pro Asn Ser Thr Asn Tyr
20 25

Glu Glu Ser
35

<210> 106

<211>60

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 106

Pro Phe Lys

Gly Gly Ser

Gly Gly Ser

35

Pro Ile Asp

50

Val Ala Gly
5

Gly Gly Gly
20

Gly Gly Gly

Pro Asn Ser

Asn Asn Asp Thr val
10

Ser Gly Gly Gly Ser
25

Ser Gly Gly Gly Ser
40

Thr Asn Tyr Glu Glu
55

82

30

Ile Met Asp Asn Asn
15

Gly Gly Gly Ser Gly
30

Lys Gln val His Pro
45

Ser
60



10

15

20

25

30

35

<210> 107
<211>60

<212> PRT

ES 2449753 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador sintético

<400> 107

<210> 108
<211>35

<212> PRT

Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 io0 15

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
o200 . ._ . .25 . 30 ... .

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
35 40 45

Gly Gly Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser
50 55 60

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador sintético

<400> 108

<210> 109
<211>48

<212> PRT

Prc Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15

Val Sexr Lys Gln Val His Pro Pro Ile Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr
20 25 30

Glu Glu Ser
35

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador sintético

<400> 109
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Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15

Val Ser Lys Gln Val His Pro Pro Ile Met Asp Asn Asn Val Ser Lys
20 25 3c

Gln Val His Pro Pro Ile Asp Proc Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser

<210> 110

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 110

35 40 45

Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn

1

5 ‘ 10 15

Val Ser Lys Gln Val His Pro Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser

<210> 111

<211>43

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 111

20 25 30

Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn

1

5 10 15

Val Ser Lys Gln Val His Pro Pro Ile Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
30

20 25

Gly Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser

<210> 112

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

35 40
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Pro Phe Lys Val Bla Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15

Val Ser Lys Gln Val His Pro Pro Ile Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly
30

20

23

Gly Ser Gly Gly Gly Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser
35 40 45
<210>113
<211> 60
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador sintético
<400> 113
Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15
Ile His Arg Leu Pro His Ala Thr Arg Asn Cys Ser Pro Cys Ile Ile
20 25 30
Glu Asp Lys Gln Ala Glu Met Glu Val Asp Ser Lys Gln Val His Pro
35 40 45
Pro Ile Asp Pro Asn Ser Thr Asn Tyr Glu Glu Ser
50 55 60
<210> 114
<211>53
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 114
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Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn
1 5 10 15

Ile His Arg Leu Pro His Ala Thr Arg Glu Asp Lys Gln Ala Glu Met
20 25 30

Glu Val Asp Ser Lys Gln Val His Pro Pro Ile Asp Pro Asn Ser Thr
35 40 45

Asn Tyr Glu Glu Ser
- __50 e = ee — e e = R

<210> 115

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 115

Thr Glu Ala Glu Gly Arg Gly Ser Thr Pro Ala Thr Pro Pro Pro Glu
1 5 10 15

Tyr Thr Val Glu Pro Gly Gly Ala Glu
20 25

<210> 116

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 116

Thr Glu Ala Glu Gly Arg Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Gly Gly Thr Pro Ala Thr Pro Pre Pro Glu Tyr Thr Val Glu Pro Gly
20 25 30

Gly Ala Glu
35
<210> 117
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 117

Asp Glu Pro Ala Leu Thr Val
1 5

Asp Ser Lys Met Gly Thr Gly

20
Ile Ser Gly Asp Phe
35
<210>118
<211>40
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<400> 118

Asp Glu Pro Ala Leu Thr Val
1 5

Asp Ser Lys Met Gly Thr Gly
20

Gly Asp Pro Gly Ile val val
35

<210> 119

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<220>
<221> 223
<222> (1)..(25)

<223> Enlazador sintético 1; corresponde a la sec. con nim. de ident. 82 como se refiere en el documento WO 2008/113185

en la pagina 46 linea 8

<400> 119

Gly Asn Glu Ser Lys Lys Gln Asp Ser
10 15

His Leu Met Ser Asp Leu Asn Gln Arg
25 30

Phe Pro Gly Ile Val Val Pro
40

Gly Asn Glu Ser Lys Lys Gln Asp Ser
10 15

His Ser Asp Leu Asn Gin Arg Ile Ser
25 30

Pro
4Q

Pro Phe Lys Val Ala Gly Asn Asn Asp Thr Val Ile Met Asp Asn Asn

1 5

Val Ser Lys Gln Val His Pro Pro Ile

i m = = — ﬁ2o e e m e

10 15

T 25
87
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<210> 120

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador sintético

<220>

<221> 223

<222> (1) .. (13)

<223> Enlazador sintético 38; corresponde a la sec. con nim. de ident. 92 como se refiere en el documento WO
2008/113185 en la Tabla Il en la pagina 46 linea 20

<400> 120

Arg Ile Ser Gly Asp Phe Phe Pro Gly Ile Val Val Pro
1 5 10
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

Agente de union bivalente de la estructura general Il con afinidad por un miembro de la superfamilia TGF-f3:

bd1>-enlazador-<bd2>  (ll)

donde:
bdl y bd2 son los mismos y son dominios de unién al polipéptido con una afinidad por el mismo miembro de la
superfamilia TGF-B; y,
el enlazador comprende la sec. con nim. de ident.: 49 o sec. con nim. de ident.: 50.

El agente de la reivindicacion 1, en donde el miembro de la superfamilia TGF-f por el cual los dominios de unién
tienen afinidad se selecciona del grupo que consiste de: TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, activina BA, activina BB, activina
BC, activina BE, proteina morfogénica 6sea (BMP) 2, BMP 3, BMP 4, BMP 5, BMP 6, BMP 7, BMP 8, BMP 9, BMP
10, BMP 11, BMP 12, BMP 13, BMP 14, BMP 15, factor de diferenciacion de crecimiento (GDF) 1, GDF 3, GDF 8,
GDF 9, GDF 15, Nodal, Inhibina a, hormona antimilleriana, Lefty 1, Lefty 2, arteman, persefina y neurturina.

El agente de la reivindicacion 1, en donde el miembro de la superfamilia TGF-f por el cual los dominios de unién
tienen afinidad se selecciona del grupo que consiste de: TGF-81, TGF-32, TGF-$3, BMP 2, GDF 8, y activina.

El agente de la reivindicacion 1, en donde bdl y bd2 son la sec. con nim. de ident.: 43, sec. con num. de ident.: 44,
sec. con nim. de ident.: 45, sec. con num. de ident.: 46, sec. con num. de ident.: 47 o sec. con num. de ident.; 48.

El agente de la reivindicacion 1, en donde bd1 y bd2 son la sec. con nim. de ident.: 43 o0 sec. con num. de ident.: 44.
El agente de la reivindicacion 1 que es la sec. con ndm. de ident.: 10 o sec. con num. de ident.: 16.

El agente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que no esta fusionado a una porciéon de dimerizacion o
multimerizacion.

El agente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que tiene una masa después de la glicosilacion de entre 40 kDa
y 60 kDa.

El agente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que tiene la estructura general V:

R3
I
R1-(<bd 1> enlazador<bd 2>)-R2

en donde R1, R2 y R3 pueden ser iguales o diferentes, pueden no estar presentes y, cuando estan presentes,
pueden ser independientemente uno o mas de una proteina de fusion para dirigir, un anticuerpo de dominio sencillo,
un agente de radioterapia, un agente de imagen, un colorante fluorescente, una etiqueta de la proteina fluorescente,
un agente citotoxico para la quimioterapia, un polimero conjugado a farmacos, un agente estabilizante, un farmaco,
un nanoportador, un soporte o un dendrimero.

El agente como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para usar en la modulacién de la respuesta de
una célula a un miembro de la superfamilia TGF-B en su medio ambiente, dicho método comprende exponer la célula
a dicho agente.

Uso de un agente como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para concentrar el ligando en una
muestra.

Uso de un agente como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para la purificacion del ligando in vitro.

89



13.

14.
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El agente como se define en la reivindicacion 9 para usar en el diagnéstico de una afeccion caracterizado en todo o
parte por una anormalidad a niveles de uno o mas miembros de la superfamilia TGF-B en el cuerpo o una porcién de
este.

El agente como se define en la reivindicacion 9 para usar en la entrega dirigida de un compuesto a un sitio de interés
dentro de un cuerpo.
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