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DESCRIPCION

Proteina de fusién de melusina recombinante como agente farmacoldgico en el tratamiento de patologias cardiacas
y composiciones de la misma

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a una forma recombinante de la proteina humana melusina o partes de la misma
para el tratamiento de patologias cardiacas, tales como insuficiencia cardiaca, cardiomiopatia dilatada e infarto de
miocardio.

Antecedentes de la invencion

En sujetos aquejados de patologias cardiovasculares tales como estenosis adrtica, hipertension arterial cronica,
disfuncion valvular, infarto de miocardio, miocarditis, cardiomiopatia idiopatica, el corazén se somete a mayor carga
de trabajo. La presencia de una lesion patoldgica induce que el corazon experimente hipertrofia, un programa de
remodelacion tisular dirigido a mantener la funciéon cardiaca. Aunque la hipertrofia cardiaca es, por lo tanto,
inicialmente compensatoria y beneficiosa, en condiciones de estimulos patoldgicos crénicos, pueden producirse
acontecimientos adicionales que reducen la eficacia de la respuesta de hipertrofia o activan rutas adicionales que
provocan dilatacion cardiaca y que conducen progresivamente a disfuncion e insuficiencia cardiaca.

Las propiedades funcionales de la melusina pueden proporcionar un enfoque altamente innovador y robusto para
contrarrestar la evolucion hacia la disfuncion e insuficiencia cardiacas.

La melusina, de hecho, se expresa selectivamente en fibras de musculo esquelético y cardiomiocitos (Brancaccio et
al., 1999), y se requiere para activar un programa de hipertrofia cardiaca compensatoria en respuesta a condiciones
de tensién tales como sobrecarga de presion cronica del ventriculo izquierdo (Brancaccio et al., 2003). Dicha funcién
requiere la activacion de AKT/GSK3beta y de ERK (Brancaccio et al., 2003) (De Acetis et al., 2005), dos rutas de
sefalizacion bien conocidas en la hipertrofia cardiaca.

La expresion forzada de melusina en el corazén de ratones transgénicos protege eficazmente de la dilatacion del
ventriculo izquierdo e insuficiencia cuando el corazén se somete a sobrecarga de presion prolongada (De Acetis et
al., 2005).

En pacientes humanos aquejados de cardiomiopatia dilatada en respuesta a reduccidon de estenosis aodrtica la
expresion de melusina es comparable al deterioro cardiaco funcional como se mide por valores de fraccion de
eyeccion (Brokat et al 2007).

El documento EP-A-1 800 696 desvela una proteina de fusiébn que comprende la proteina de unién a maltosa y
melusina humana.

Las medicaciones principales actuales para el tratamiento de Insuficiencia Cardiaca (CHF) incluyen farmacos
dirigidos a la sobrecarga hemodinamica (diuréticos y nitratos), para inhibir la actividad tanto de renina-angiotensina
(inhibidores de ACE y sartanos) como del sistema nervioso simpatico (beta bloqueadores). Aunque el desarrollo de
estos farmacos ha conducido a un mejor tratamiento, el 50 % de los pacientes con el estadio mas avanzado de
insuficiencia cardiaca mueren en un periodo de un afio, siendo el trasplante de corazén adn la Unica cura. De hecho,
la mayoria de, si no todos, los farmacos disponibles se dirigen principalmente a reducir la sobrecarga hemodinamica
cardiaca reduciendo la presion sanguinea y consecuencias indeseables de la insuficiencia cardiaca en diferentes
organos periféricos.

Por lo tanto, los enfoques terapéuticos dirigidos a corregir los defectos principales en el musculo cardiaco que
forman la base de la insuficiencia cardiaca representan una necesidad médica actual importante ya que deberian
proporcionar un resultado mucho mas eficaz en comparacion con la terapia inotrépica o dispositivos mecanicos que
asistan a la funcién cardiaca.

Sumario de la invencion

Teniendo en cuenta estas premisas, se siente por lo tanto una necesidad de soluciones mejoradas que permitan el
tratamiento terapéutico de patologias cardiacas, tales como insuficiencia cardiaca, y cardiomiopatia provocada por
estenosis aodrtica, hipertensién arterial créonica, disfuncioén valvular, infarto de miocardio, miocarditis o cardiomiopatia
idiopatica, evitando las desventajas a las que se ha hecho referencia anteriormente.

El objetivo de la presente divulgacion es proporcionar dichas soluciones mejoradas.

De acuerdo con la invencion, el objetivo anterior se consigue gracias a la materia objeto reivindicada
especificamente en las reivindicaciones posteriores, que se entiende que forma una parte integral de la presente
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divulgacion.

Una realizacion de la presente divulgacion proporciona una proteina de fusion de melusina recombinante que tiene
una estabilidad mejorada y una capacidad potenciada para alcanzar los compartimentos intracelulares en
comparacion con la melusina recombinante codificada por la secuencia de nucleétidos como se define en SEC ID
N°: 1 in vivo, en la que dicha proteina de fusién de melusina recombinante comprende i) una proteina melusina
humana que tiene la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos como se define en SEC
ID N°:1, o un homologo de la misma que tiene al menos 60 %, presentemente al menos 80 %, mas preferentemente
al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucleétidos como se define en SEC ID N°: 1 y que tiene la funcion de induccién de hipertrofia cardiaca de proteina
melusina nativa o una parte de melusina humana de la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledétidos como se define en SEC ID N°: 1 que tiene la funcién de induccion de hipertrofia cardiaca de la proteina
melusina nativa y ii) un polipéptido que penetra en células seleccionado entre polipéptido TAT de VIH, polilisina,
péptidos del homeodominio de antennapedia, péptidos de las secuencias 11-20 (Figura 6).

En una realizaciéon adicional, la proteina de fusiéon de melusina recombinante puede conjugarse por el extremo N
terminal con una secuencia marcadora, que puede seleccionarse entre proteina de uniéon a maltosa (MBP), glutation
S-transferasa (GST), péptidos de hexahistidina (HIS), epitopo Flag, epitopo Myc, dominio Ig, proteina estafilocdcica
A.

En una realizacion adicional mas divulgada en la presente solicitud, la proteina de fusién de melusina recombinante
puede usarse como un medicamento, preferentemente para el tratamiento de patologias cardiacas, mas
preferentemente insuficiencia cardiaca y cardiomiopatia provocadas por estenosis aodrtica, hipertension arterial
cronica, disfuncién valvular, infarto de miocardio, miocarditis o cardiomiopatia idiopatica.

La proteina de fusion de melusina recombinante objeto de la presente divulgacion tiene actividad de induccion de
hipertrofia cardiaca in vivo.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describira ahora, solamente como ejemplo, con referencia a las figuras dibujadas adjuntas, en las
que:

- Figura 1: secuencias de nucleétidos y aminoacidos de (A) MBP-TAT-melusina y (B) MBP-melusina-TAT. La
secuencia de aminoacidos de MBP esta subrayada, la secuencia de TAT esta en negrita, la secuencia de
aminoacidos de melusina tiene doble subrayado, el sitio de escisidon de proteasa de TEV esta indicado por una
linea de puntos. (C) Representacion esquematica de la estrategia de clonacion usada para insertar secuencias
codificantes de melusina, TAT y TEV en vectores pMAL. (D) Tinciones de Coomassie de extractos proteicos
totales de E. coli que producen proteinas de fusion MBP-melusina-TAT (izquierda) y MBP-TAT-melusina
(derecha); flujo continuo después de la purificacion de proteinas y fraccién de elucién que contiene las proteinas
purificadas. (E) Cromatograma de HPLC de MBP-melusina-TAT eluida de una columna de intercambio de iones
Resource Q (GE HelthCare) con un gradiente de Tris-HCI 25 mM pH 7,5 a Tris-HCI 25 mM pH 7,5 mas NaCl 1 M.
La proteina eluye a NaCl 140 mM.

- Figura 2. (A) Capacidad de la proteina MBP Melusina recombinante para entrar en células eucariotas. Se
incubaron células COS cultivadas en placas de petri con 50 pg/ml de MBP-melusina-TAT recombinante, MBP-
TAT-melusina o MBP-melusina durante 2 horas. Después de lavados repetidos con PBS, las células se fijaron
con detergente. Después se visualizd la melusina por inmunofluorescencia con microscopia confocal usando
anticuerpos monoclonales de raton 5E1 para melusina humana (MAB-10333 Immunological Science
www.immunologicalsciences.com) seguido de inmunoglobulina secundaria anti ratén marcada con RITC. Se
tomaron imagenes con microscopia confocal a tiempo de exposicion fijo en planos focales dentro del citoplasma
como se puede visualizar por la presencia de nucleos tefiidos con el colorante de Hoechst. MBP-melusina-TAT
se localiza claramente en el citoplasma. La sefial fue mucho menos intensa para la proteina MBP-TAT-melusina
lo que indica que la proteina recombinante con secuencia TAT C terminal era mas eficaz para entrar en las
células. Al mismo tiempo MBP-melusina, que carecia de la secuencia TAT no era detectable dentro de las
células lo que demuestra la eficacia del dominio de transduccién en el suministro de la proteina recombinante
dentro de la célula. (B) Ensayo in vitro de la toxicidad de proteinas recombinantes. Se sembraron células
COS en placas de 6 pocillos y se incubaron en medio de cultivo sencillo (NT) o con 50 pug/ml de MBP-melusina-
TAT recombinante o MBP-melusina durante 0, 1, 2, 3, 4, 5 dias y se determind el crecimiento celular por
recuento celular. Las curvas de proliferacion de células no cambian significativamente entre diferentes
tratamientos lo que demuestra que la MBP-melusina-TAT recombinante no tiene efecto citotdxico en las células.

- Figura 3. Farmacocinética y biodistribucion de MBP-melusina-TAT recombinante. Se realizaron estudios
farmacocinéticos tanto en ratas (A) como en ratones (C) por administracion intravenosa e intraperitoneal de la
proteina respectivamente. Se insertaron canulas en ratas Wistar en la vena yugular y se les infundieron 2,6
mg/kg de MBP-Melusina-TAT purificada. La concentracion de proteina MBP-Melusina-TAT en plasma se evalud
tanto por ensayo de ELISA (panel derecho A) como por Transferencia de Western (B). Para evaluar la semivida
de la proteina después de administracion intraperitoneal se inyecté a los ratones 5 mg/kg de MBP-Melusina-TAT
y se evalud la concentracion de la proteina en plasma por ELISA (C). La proteina MBP-Melusina-TAT
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recombinante tiene una semivida de 2 h tanto cuando se administra por via intravenosa como por via
intraperitoneal (A y C). Ademas la proteina es estable en circulacion como se detecta por analisis de peso
molecular por transferencia de Western de muestras sanguineas (B).

La biodistribucion de la proteina MBP-Melusina-TAT recombinante en ratones se evalu6é después de inyeccion
intraperitoneal con 5 mg/kg cada 4 horas tres veces. Los ratones se sacrificaron 4 horas después de la ultima
inyeccion y se les perfundié PBS en el ventriculo izquierdo para retirar la proteina aun en circulaciéon en sangre.
Se recogieron diferentes érganos y se analizaron extractos proteicos por SDS-PAGE y Transferencia de Western
con anticuerpos monoclonales de melusina que reaccionaban especificamente con molécula de melusina
recombinante humana (MAB-10333 Immunological Science www.immunologicals-ciences.com). La proteina
presente en cada 6rgano se cuantificé determinando la intensidad de las bandas (D). Analisis de transferencia de
Western de corazén de ratones a los que se inyectd, en las mismas condiciones que los anteriores, MBP-
Melusina-TAT (MMT) o MBP-melusina sin TAT (MM) como control (E). La proteina recombinante que contiene
TAT, pero no la que carece de TAT, puede detectarse en el corazén 12 horas después de la inyeccion de forma
coherente con la capacidad de la primera para entrar en las células in vivo. 24 horas después de la inyeccién aun
era detectable el nivel de melusina en el corazon (panel E inferior) aunque a menor nivel en comparacion con las
12 horas. Se usaron anticuerpos de vinculina como control de carga.

- Figura 4. La MBP-MELUSINA-TAT recombinante esta farmacolégicamente activa en ratones e induce
hipertrofia cardiaca concéntrica compensatoria con capacidad de contraccion aumentada. Se inyecto a los
ratones por via intraperitoneal durante 7 dias 1 mg/dia/ratén de MBP-Melusina-TAT. Se evalué la morfologia y
funcién cardiaca por ecocardiografia en cada animal tanto antes (basal) como después de 7 dias del tratamiento
(proteina 1 semana). Los ratones tratados con MBP-Melusina-TAT mostraron aumento del grosor del septo
(IVSd), diametro reducido de la camara del ventriculo izquierdo (LVIDd) acompafiado de capacidad de
contraccion aumentada como se mide por el acortamiento fraccional (% de FS). Estas caracteristicas son tipicas
de la remodelacién concéntrica definida por el grosor de la pared relativo (RWT). No se observé ningun efecto en
los ratones tratados solamente con vehiculo (PBS).

- Figura 5. El tratamiento con MBP-melusina-TAT recombinante da como resultado mejor funcién
ventricular izquierda en un modelo de insuficiencia cardiaca inducida por sobrecarga de presion. El
protocolo ilustrado en el panel A se adopto para ensayar la eficacia de MBP-melusina-TAT en la prevencion de la
insuficiencia cardiaca. Se sometié a ratones C57Black/N a sobrecarga de presion por bandeo quirdrgico de la
aorta transversal como se ha descrito previamente (Brancaccio et al., 2003). Un dia después del bandeo adrtico
se trato a los ratones por inyecciones diarias con dosis crecientes de MBP-melusina-TAT o PBS como un control
de vehiculo. La funcién y morfologia cardiacas se analizaron por ecocardiografia el dia 1 después de la cirugia y
al final del tratamiento. Después se explantaron los corazones y se examinaron al nivel histolégico y bioquimico.
15 dias después del bandeo adrtico los ratones tratados con vehiculo (PBS) desarrollaron dilatacion del
ventriculo izquierdo (LVID) (columnas derechas del panel B PBS). Sin embargo, el tratamiento con MBP-
melusina-TAT recombinante dio como resultado reduccion de la dilataciéon del ventriculo izquierdo (LVID) (panel
B y C) y mejora de la funcién sistolica (C, panel derecho). El efecto fue directamente proporcional a la dosis de
MBP-melusina-TAT administrada (B, C). Se realiz6 andlisis de transferencia de Western para evaluar la
concentracion de MBP-melusina-TAT en el corazén explantado. Resulta interesante que la cantidad de proteina
presente en el corazén 24 horas después del ultimo tratamiento (rombos del panel D) fue directamente
proporcional a la actividad contractil (panel D; % de EF cuadrados y % de FS triangulos).

- Figura 6: secuencias de polipéptidos que penetran en células adecuados para la produccion de proteinas
de fusion de melusina recombinantes.

Descripcion detallada de la invenciéon

En la siguiente descripcién, se proporcionan numerosos detalles especificos para proporcionar un entendimiento
exhaustivo de las realizaciones. Las realizaciones pueden practicarse sin uno o mas de los detalles especificos, o
con otros métodos, componentes, materiales, etc. En otros casos, no se muestran o describen en detalle
estructuras, materiales u operaciones bien conocidos para evitar complicar aspectos de las realizaciones.

La referencia a lo largo de la presente memoria descriptiva a “una realizacion” significa que se incluye un elemento,
una estructura o una caracteristica particular en relacién con la realizacién en al menos una realizacién. Por lo tanto,
las apariciones de la frase “en una realizacion” en diversos lugares a lo largo de la presente memoria descriptiva no
se refieren todas necesariamente a la misma realizacion. Ademas, los elementos, las estructuras y las
caracteristicas particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada en una o mas realizaciones.

Los encabezamientos proporcionados en el presente documento son solamente por conveniencia y no interpretan el
alcance o el significado de las realizaciones.

Las proteinas recombinantes pueden ser productos biofarmacéuticos extremadamente Utiles, pero su produccion y
posterior purificacion presenta con frecuencia varias dificultades. En particular la solubilidad de la proteina
recombinante es muy frecuentemente un problema grave. La proteina sintetizada en gran cantidad por bacterias o
células eucariotas queda fuera de la solucion debido a la desnaturalizacion y plegamiento incorrecto que conducen a
un producto biolégicamente inactivo. Cuando se producen proteinas recombinantes en forma soluble se representa
un problema por su estabilidad en la célula y durante el procedimiento de purificacion. De hecho, varias proteinas
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recombinantes son altamente inestables y experimentan diversos grados de degradacion por protedlisis dentro de la
célula o descomposicidon durante el procedimiento de purificacion debido a contaminantes traza. Estos son
problemas graves que es necesario superar.

Las proteinas recombinantes para utilizar como agente farmacolégico in vivo también tienen que ser altamente
estables una vez inyectadas en el organismo saliente, en el que se catabolizan facilmente y se retiran de la
circulacion.

Las proteinas, tales como melusina, que necesitan penetrar dentro de las células para ejercer su funcion
representan un problema adicional. Puede conseguirse penetracion celular por péptidos especificos que tienen
capacidad de translocacién de membrana, sin embargo, la eficacia de esta modificacion depende estrictamente del
plegamiento de la proteina y posicion del péptido dentro de la secuencia proteica.

La presente invencion supera todas las deficiencias anteriormente observadas en la técnica ya que permite la
produccion de proteina altamente soluble, muy estable tanto durante la purificacion como después de la
administracion in vivo. Ademas, la proteina penetra eficazmente en células y esta dotada de potente actividad in vivo
en el corazoén tanto en condiciones basales como patoldgicas.

La presente invencion se refiere por lo tanto a una proteina de fusién de melusina recombinante que tiene una
estabilidad mejorada y una capacidad potenciada para alcanzar compartimentos intracelulares en comparacion con
la melusina recombinante codificada por la secuencia de nucleétidos como se define en SEC ID N°: 1 in vivo, y que
tiene ademas actividad de induccion de hipertrofia cardiaca in vivo, en la que dicha proteina comprende i) una
proteina de melusina humana que tiene la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos
como se define en SEC ID N°: 1, o un homoélogo de la misma que tiene al menos 60 %, preferentemente al menos
80 %, mas preferentemente al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos codificada
por la secuencia de nucledtidos como se define en SEC ID N°: 1 y que tiene la funcidon de induccién de hipertrofia
cardiaca de la proteina melusina nativa o una parte de melusina humana de la secuencia de aminoacidos codificada
por la secuencia de nucleétidos como se define en SEC ID N° 1 que tiene la funcién de induccion de hipertrofia
cardiaca de la proteina melusina nativa y ii) un polipéptido que penetra en células.

En una realizacién particularmente preferida la proteina de fusién de melusina recombinante se representa por las
secuencias de nucleotidos y aminoacidos expuestas en SEC ID N°: 9 (construccion de ADN) y 10, respectivamente.

El polipéptido que penetra en células puede seleccionarse entre polipéptido TAT de VIH, desvelado entre otros en
Vives et al., (1997), péptidos del homodominio de antennapedia también conocido como penetrante o pAntp
desvelado entre otros en Derossi et al.,, (1996); Derossi et al., (1994); y Brugidou et al., (1995); el péptido R7
desvelado en Rothbard ef al., (2000); el péptido KALA desvelado en Wyman et al., (1997); buforina 2 desvelada en
Takeshima et al., (2003)); MAP desvelado en Oehlke et al., (1998); transportano desvelado en Pooga et al., (1998);
transportano 10 desvelado en Soomets et al., (2000); pVEC desvelado en Elmquist et al., (2001); péptido MPG
desvelado en Morris et al., (1997). Las secuencias correspondientes de los péptidos que penetran en células a las
que se ha hecho referencia anteriormente se muestran en la Figura 6 y se exponen en SEC ID N°: 11 a 20.

La proteina de fusion de melusina recombinante puede, entonces, conjugarse por el extremo N terminal con un
proteina marcadora, que puede seleccionarse entre proteina de unién a maltosa (MBP), glutation S-transferasa
(GST), péptido de hexa Histidina (HIS), epitopo Flag, epitopo Myc, dominio Ig, proteina estafilocécica A, o cualquier
otra secuencia proteica adecuada para facilitar la expresion y purificacion de la proteina recombinante.

La proteina de fusibn de melusina recombinante descrita en el presente documento es adecuada para
administracion parenteral a un sujeto que lo necesite en una cantidad de 1 a 100 mg/dia.

La proteina de fusidon de melusina recombinante puede usarse provechosamente como un medicamento para el
tratamiento de patologias cardiacas, como por ejemplo insuficiencia cardiaca, y cardiomiopatia provocada por
estenosis aodrtica, hipertensién arterial crénica, disfuncién valvular, infarto de miocardio, miocarditis o cardiomiopatia
idiopatica.

La insuficiencia cardiaca puede originarse de muchas lesiones cardiacas, entre otras estenosis adrtica, disfuncion
valvular, miocarditis viral o autoinmunitaria, hipertension cronica, infarto de miocardio y mutaciones genéticas. Todas
estas lesiones generan sobrecarga de trabajo en el musculo cardiaco que a largo plazo conduce a remodelacion
negativa caracterizada por adelgazamiento de las paredes ventriculares, dilataciéon de la camara ventricular y
pérdida de funciéon contractil, caracteristicas que normalmente definen el estado patoldgico conocido como
insuficiencia cardiaca.

A la vista de los efectos terapéuticos ejercidos por la proteina de fusion recombinante melusina desvelada en el
presente documento, y mas especificamente al contrarrestar a) el adelgazamiento de la paredes ventriculares, b) la
dilatacion de la camara ventricular y c) la pérdida de la funcién contractil, es decir la actividad de induccion de
hipertrofia cardiaca in vivo, la proteina de fusiéon recombinante melusina puede tener eficacia terapéutica en la
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insuficiencia cardiaca generada por todas las etiologias enumeradas anteriormente.

A continuacion se describira la invencion en relacion con algunas realizaciones especificas, y mas preferentemente
con una proteina de melusina humana recombinante, que penetra en células, MBP-Melusina-TAT, sin ningun efecto
limitante en el alcance de las reivindicaciones subsiguientes.

La presente divulgacion se refiere a los protocolos de generacion y purificacion para una proteina de melusina
humana recombinante, que penetra en células, MBP-Melusina-TAT en células procariotas. La proteina consiste en
un componente marcador, concretamente proteina de unién a maltosa (MBP) que permite un plegamiento proteico
eficaz y purificacion de afinidad conveniente, la secuencia de melusina y el dominio de transduccion celular de la
proteina TAT del virus VIH, que confiere la capacidad a la proteina recombinante para entrar en las células.

El protocolo de purificacion consiste en dos fases: una etapa de cromatografia de afinidad basada en la afinidad de
la MBP por la amilosa y una cromatografia de intercambio iénico que permite purificacion y eliminacion adicional del
componente de LPS.

MBP-melusina-TAT después de incubacion con células en cultivo claramente entra en células y se localiza en el
citoplasma. La sefal fue mucho menos intensa para la proteina MBP-TAT-melusina lo que indica que la proteina
recombinante con secuencia TAT C terminal era mas eficaz para entrar en la membrana celular. Al mismo tiempo, la
secuencia de MBP-melusina, sin TAT, no fue detectable dentro de las células lo que demuestra la eficacia del
dominio de transduccion para suministrar la proteina recombinante dentro de la célula (Figura 2A).

Las curvas de proliferacion de células no tratadas no cambian significativamente con respecto a las de células
tratadas con MBP-melusina-TAT lo que demuestra que la MBP-melusina-TAT recombinante no tiene efecto
citotoxico en células (Figura 2B).

La proteina MBP-Melusina-TAT recombinante purificada esta dotada de la capacidad para entrar en la célula,
proporcionando de este modo un suministro intracelular eficaz de melusina.

La proteina MBP-Melusina-TAT recombinante purificada tiene una semivida de 2 horas cuando se administra por via
intravenosa o intraperitoneal en ratas o ratones (Figura 3A y 3C) y es estable en circulacién como se detecta por
analisis de transferencia de western de muestras sanguineas a las 12 horas después de la inyeccion (Figura 3B).

La distribucion de la proteina MBP-Melusina-TAT recombinante in vivo se evaludé después de inyeccion
intraperitoneal con 5 mg/kg cada 4 horas tres veces. Los ratones se sacrificaron 4 horas después de la ultima
inyeccion y se les perfundié PBS en el ventriculo izquierdo para retirar la proteina aun en circulaciéon en sangre. Se
recogieron diferentes 6rganos y se analizaron extractos proteicos por SDS-PAGE y Transferencia de Western con
anticuerpos monoclonales de melusina que reaccionan especificamente con molécula de melusina recombinante
humana (MAB-10333 Immunological Science www.immunologicalsciences.com) (figura 3D). La proteina presente en
cada 6rgano se cuantificé determinando la intensidad de las bandas. El corazén de ratones a los que se inyectd
MBP-Melusina-TAT (MMT) o MBP-melusina sin TAT (MM) en las mismas condiciones que los anteriores, se
analizaron por SDS-PAGE y transferencia de western. La proteina recombinante que contiene TAT, pero no la que
carece de TAT, puede detectarse en el corazén 12 horas después de la inyeccidon de forma coherente con la
capacidad de la primera para entrar en las células.

La MBP-Melusina-TAT esta desprovista de actividad toxica en ratones tratados durante 15 dias con una dosis de 1
mg/dia durante un periodo de 15 dias.

Los ratones tratados con una dosis de 1 mg/dia durante un periodo de 7 dias con MBP-Melusina-TAT desarrollan
una remodelacion concéntrica del ventriculo izquierdo y aumento de la capacidad de contraccion como se detecta
por analisis de ecocardiografia que demuestra la actividad farmacoldgica de la proteina recombinante in vivo (Figura
4). Mas especificamente, los ratones tratados con MBP-Melusina-TAT muestran aumento del grosor del septo
(IVSd), diametro reducido de la camara del ventriculo izquierdo (LVIDd) acompafiado de capacidad de contraccion
aumentada como se mide por acortamiento fraccional (% de FS). Estas caracteristicas son tipicas de la
remodelacion concéntrica definida por el grosor relativo de la pared (RWT). No se observo ningun efecto en ratones
tratados con vehiculos solamente (PBS).

La eficacia terapéutica de MBP-Melusina-TAT (Figura 5) se demostré en un modelo de sobrecarga de presion de
insuficiencia cardiaca.

El protocolo ilustrado en el panel A de la Figura 5 se adopt6é para ensayar la eficacia de MBP-melusina-TAT en la
prevencion de la insuficiencia cardiaca. Se sometié a ratones C57Black/N a sobrecarga de presion por bandeo
quirargico de la aorta transversal como se ha descrito previamente (Brancaccio et al., 2003). Solo se seleccionaron
para tratamiento posterior ratones con un gradiente de presion entre 65 y 90 mm (Figura 5B). Se traté a cuatro
grupos de 9 ratones cada uno respectivamente con 700 pg, 350 pug, 175 ug de MBP-melusina-TAT por dia por ratdon
en 200 pl de PBS. Se trat6 un grupo de control con PBS solamente. El tratamiento se prolongd durante 15 dias.
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Se analizaron la funcion cardiaca y la morfologia por ecocardiografia el dia 1 después de cirugia y al final del
tratamiento. Después se explantaron los corazones y se examinaron al nivel histologico y bioquimico. 15 dias
después del bandeo adrtico los ratones tratados con vehiculo (PBS) desarrollaron dilatacion del ventriculo izquierdo
(LVID) (columnas derechas del panel B PBS de la Figura 5). Sin embargo, el tratamiento con MBP-melusina-TAT
recombinante dio como resultado reduccién de la dilatacion del ventriculo izquierdo (LVID) (paneles B y C de la
Figura 5) y mejora de la funcion sistolica (Figura 5C). El efecto fue directamente proporcional a la dosis de MBP-
melusina-TAT administrada (B, C). Se realizé andlisis de transferencia de Western para evaluar la concentracion de
MBP-melusina-TAT en el corazén explantado. Resulta interesante que la cantidad de proteina presente en el
corazoén 24 horas después del ultimo tratamiento (rombos del panel D) fue directamente proporcional a la actividad
contractil (panel D; % de EF cuadrados y % de FS triangulos).

Ejemplos
Ejemplo I - Preparacién de construcciones de pMAL y produccidn y purificaciéon de proteinas recombinantes.

El ADNc de melusina humana completo (SEC ID N°: 1) se cloné en plasmido pMal-C2 (New England Biolabs) (figura
1a) en sitios de restriccion EcoRlI y Sall. Se insertd un oligonucledtido
(TACGGCCGCAAGAAACGCCGCCAGCGCCGLCCGC - SEC ID N° 2) que codificaba 11 aminoacidos
(YGRKKRRQRRR - SEC ID N°: 3) de la proteina TAT del virus VIH al comienzo de la secuencia de aminoacidos de
melusina o al final de la secuencia de aminoacidos de melusina (Figura 1 A, B). Se inserté un segundo
oligonucledtido bicatenario (GAAAACCTGTACTTCCAGGGG - SEC ID N° 4) que codifica el sitio de escision
(ENLYFQG - SEC ID N°: 5) de la proteasa TEV, una proteasa altamente especifica de sitio del Virus del Grabado del
Tabaco, entre las secuencias de proteina de union a maltosa (SEC ID N°: 6) y codificante de melusina (SEC ID N°:

1).

Las construcciones (las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la que se exponen en SEC ID N°: 7 a 10, y se
muestran en las Figuras 1A y 1B) descritas anteriormente se transformaron en E. coli BL21 y se desencadend la
sintesis proteica afiadiendo IPTG. En particular se sembraron células en placas LB que contenian ampicilina y se
incubaron durante una noche a 37 °C. Se inocularon colonias en cultivo de LB-Amp y se cultivaron durante una
noche a 37 °C. Los cultivos de una noche se diluyeron 1:100 con medio LB-Amp precalentado y se cultivaron a 37
°C hasta una DO600 de 0,5-0,6. Se indujo expresion proteica con la adicion de isopropiltiogalactésido 0,1 mM (IPTG;
Sigma, St. Louis, MO) durante 4 horas. Las células se centrifugaron y resuspendieron en tampén en columna (Tris-
HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 0,2 M, ZnCl; 1 uM) mas coctel de inhibidor de proteasa (Complete - Roche) y después se
congeld a -80 °C. Las células bacterianas se descongelaron y se sonicaron 6 veces durante 10 segundos en hielo. El
extracto celular se clarificé por centrifugacion y el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo.

Se realiz6 purificacion de las proteinas de fusion-MBP por cromatografia de afinidad en perlas de amilosa/agarosa
seguido de elucion con maltosa de acuerdo con las instrucciones del fabricante (New England Biolabs). El contenido
proteico en las fracciones eluidas se determiné con ensayo de Bradford y la calidad proteica se evalu6 por SDS-
PAGE seguido de tincién con azul de coomassie (figura 1D).

La proteina de fusion tiene un peso molecular de 75 kd y su identidad se confirmo por transferencia de western tanto
con anticuerpos de melusina como con anticuerpos de proteina de unién a maltosa. El grado de pureza en este
estadio fue del 90 % como se determina por tincion de azul de Coomassie seguido de densitometria.

El perfil cromatografico de la proteina MBP-TAT-melusina (panel derecho de la figura 1D) era de forma reproducible
mas heterogéneo con un ndmero de bandas con peso molecular inferior al de la proteina intacta indicativo de
degradacion e inestabilidad de proteinas. Por otro lado la proteina de fusion que codifica la MBP-melusina-TAT
generd una molécula mucho mas estable con solamente una proporcion menor de productos de degradacion (panel
izquierdo de la figura 1D).

Ejemplo Il - Purificacién proteica por intercambio iénico y retirada de LPS.

La proteina se dializo frente a Tris-HCI 25 mM pH 7,5 a 4 °C durante una noche y después se cargd en una columna
de HPLC de intercambio idnico Resource Q de 6 ml (GE HelthCare) suficiente para aproximadamente 30-40 mg de
proteina.

Después de lavar con Tris-HCI 25 mM pH 7,5, se eluyd la proteina unida con un gradiente de Tris-HCI 25 mM pH 7,5
a Tris-HCI 25 mM pH 7,5 mas NaCl 1 M. La proteina eluye a NaCl 140 mM (figura 1E). La proteina se dializa
después frente a PBS estéril y se concentra a 1 mg/ml o mas por centrifugacion Centricon para inyeccion animal.

Ejemplo Ill - Ensayo para penetracion celular de proteinas de fusion.
Para investigar la capacidad de la proteina MBP-Melusina recombinante para entrar en células eucariotas los

inventores trataron células COS con 50 pg/ml de MBP-melusina-TAT recombinante y otra muestra celular con MBP-
melusina como control durante 2 horas. Se retir6 el medio de cultivo y después de lavados repetidos con PBS, se
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fijaron las células con paraformaldehido y se permeabilizaron con Triton X100 0,1 % en PBS. Las células se
incubaron después con anticuerpos monoclonales de raton 5E1 para MELUSINA humana (MAB-10333,
Immunological Science www.immunologicalsciences.com) (10 pg/ml durante 1 hora) seguido de inmunoglobulina
secundaria anti ratén marcada con RITC para evaluar la localizacién subcelular de las proteinas recombinantes. La
Figura 2 muestra células COS tratadas durante 2 horas con 50 pug/ml de MBP-melusina-TAT recombinante y se
analizaron con microscopia confocal en planos focales dentro del citoplasma como puede visualizarse por la
presencia de nucleos tefidos con colorante de Hoechst. La MBP-melusina-TAT esta claramente en el citoplasma
principalmente concentrada en estructuras de tipo punto lo que sugiere una captacion mediada por endocitosis. Por
el contrario MBP-melusina sin la secuencia de TAT no era detectable dentro de las células lo que demuestra la
eficacia del dominio de transduccién en el suministro de la proteina recombinante dentro de la célula. Resulta
interesante que la proteina de fusidon que contiene la secuencia TAT en melusina N terminal (MBP-TAT-melusina)
era significativamente menos eficaz para entrar en membranas celulares (Figura 2). Por esta razén los inventores
eligieron la MBP-melusina-TAT para los siguientes experimentos.

Ejemplo IV - Ensayo de toxicidad celular.

Para ensayar la citotoxicidad del tratamiento con la MBP-melusina-TAT los inventores sembraron 50.000 células
COS/pocillo en placas de 6 pocillos. Las células se trataron con 50 pg/ml de la MBP-melusina-TAT recombinante
durante 0, 1, 2, 3, 4, 5 dias y después se analizaron con respecto a su capacidad de proliferacion y se compararon
con células no tratadas. Las células se fijaron en PFA 4 %, se tifieron con solucion de violeta cristal y el colorante se
recuperd y se sometié a cuantificacion espectrofotométrica. Los resultados de los inventores demostraron que las
curvas de proliferacion obtenidas para células COS tratadas con MBP-melusina-TAT no fueron significativamente
diferentes de las obtenidas para células no tratadas (figura 2B). Este experimento demuestra que la captacion del
medio de cultivo de la proteina MBP-melusina-TAT no tiene un efecto de citotoxicidad en células en cultivo.

Ejemplo V - Estudios farmacocinéticos in vivo

Para establecer la semivida de la proteina en circulacién se realizaron estudios farmacocinéticos in vivo tanto en
ratas como en ratones por administracion intravenosa e intraperitoneal de la proteina. Se usé el siguiente protocolo
para administracion intravenosa en ratas:

Se insertaron canulas en tres ratas Wistar en la vena yugular y se infundieron 2,6 mg/kg de rata de MBP-
Melusina-TAT purificada. Se recogié sangre en EDTA como anticoagulante en los siguientes puntos temporales:
5-15- 30 minutos; 1 -2 -4 -6 - 8 - 24 horas después de la inyeccion. La concentracion de proteina MBP-
Melusina-TAT en plasma se evalué tanto por ensayo de ELISA como por Transferencia de Western.

Para evaluar la semivida de la proteina después de administracion intraperitoneal se usé el siguiente protocolo: se
inyectaron 5 mg/kg de MBP-Melusina-TAT en cada ratén. La sangre estaba en EDTA como anticoagulante en los
siguientes puntos temporales: 0 - 0,25-0,5-1-2 -4 - 6 - 8 horas. Se usaron cuatro ratones/cada punto. Se obtuvo
evaluacion de la concentracion de proteina MBP-Melusina-TAT en plasma con ensayo de ELISA.

Los resultados indicaron que la proteina MBP-Melusina-TAT recombinante purificada tiene una semivida de 2 horas
tanto cuando se administra por via intravenosa como por via intraperitoneal (Figura 3A y C). Ademas la proteina es
estable en circulacién como se detecta por analisis de peso molecular por transferencia de western de muestras
sanguineas (figura 3B, transferencia de western en el corazon).

Ejemplo VI - Biodistribucion de MBP-Melusina-TAT

Para evaluar la distribuciéon de la proteina MBP-Melusina-TAT recombinante in vivo, se inyectd a los ratones IP 5
mg/kg cada 4 horas tres veces alcanzando una C max Plasmatica de 50 pg/ml y una C min de 10 pg/ml para un
tiempo de exposicion total de 12 horas. Se us6 la MBP-melusina sin TAT (MM) como control. Después los ratones
se sacrificaron y se recogio sangre en anticoagulante. Después de perfusion con PBS en el ventriculo izquierdo para
retirar sangre en circulacion se recogieron diferentes 6érganos y se prepararon extractos proteicos con tampon de
TBS de Triton X100 0,5 % para cuantificar MBP-Melusina-TAT por Transferencia de Western con anticuerpo
monoclonal de melusina (www.immunologicalsciences.com MAB-10333). Como se muestra en la figura 3D E, puede
detectarse MBP-Melusina-TAT (MMT), pero no MBP-Melusina sin TAT (MM), en el corazén y en otros 6rganos 12
horas después de la inyeccion.

Ejemplo VIl - La MBP-MELUSINA-TAT recombinante esta farmacolégicamente activa en ratones e induce
remodelacion cardiaca concéntrica con capacidad de contraccién aumentada.

Para ensayar la actividad funcional in vivo de la melusina recombinante, se trataron ratones durante 7 dias con 1
mg/dia/ratdbn de MBP-Melusina-TAT administrada por inyeccion intraperitoneal. Para evaluar la morfologia y funcion
cardiaca los ratones se sometieron a ecocardiografia con aparato VEVO 770 de alta resoluciéon equipado con la
sonda cardiaca 707B. Cada animal se examind tanto antes como después del tratamiento para comparar
directamente la respuesta funcional. Como se muestra en la figura 4, los ratones tratados con MBP-Melusina-TAT
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redujeron el diametro de la camara del ventriculo izquierdo (LVIDd) acompafado de capacidad de contraccion
aumentada como se mide por acortamiento fraccional (% de FS). No se observé ningun efecto en ratones a los que
se inyectd solamente vehiculo (PBS). Estas caracteristicas, tipicas de la remodelacion concéntrica (RWT),
demuestran la actividad farmacolégica de la proteina recombinante in vivo (Figura 4).

Ejemplo VIl - El tratamiento con melusina recombinante da como resultado mejora de la funcién de LV en un
modelo de insuficiencia cardiaca inducida por sobrecarga de presion.

La eficacia terapéutica de MBP-Melusina-TAT se demostré en un modelo de ratén de insuficiencia cardiaca inducida
por sobrecarga de presion. Se seleccionaron ratones C57Black/N para estos estudios basandose en su alta
susceptibilidad a desarrollar dilatacion del ventriculo izquierdo en respuesta a sobrecarga de presion inducida por
bandeo quirdrgico de la aorta transversal. Tras un gradiente de presion medio de 80 mm, estos ratones desarrollan
cardiomiopatia dilatada en un periodo de 15 dias. Esta cepa de raton representa, por lo tanto, un modelo muy bueno
por dos razones principales: 1- la alta susceptibilidad a cardiomiopatia dilatada permite ensayar la eficacia de un
agente terapéutico en condiciones muy rigurosas; 2- la rapida evolucion a insuficiencia cardiaca permite evaluar la
eficacia del tratamiento en un tiempo mucho mas corto en comparacion con cepas de ratones convencionales que
desarrollan dilatacion del ventriculo izquierdo en 8-12 semanas (De Acetis et al., 2005). Los ratones que se
sometieron a ligamiento quirdrgico de la aorta transversal y el grado de bandeo se controlé 24 horas después por
analisis de eco-Doppler. Solamente se seleccionaron para tratamiento ratones con un gradiente de presion entre 65
y 90 mm. Se trat6é a cuatro grupos de 9 ratones cada uno respectivamente con 700 pg, 350 ng, 175 ug de MBP-
melusina-TAT por dia por ratén en 200 ul de PBS. Se traté un grupo de control con PBS solamente. El tratamiento
se prolongo durante 15 dias. Se analiz6 la funcién y morfologia cardiaca el dia 1 después de la cirugia y al final del
tratamiento. Después los corazones se explantaron y se examinaron al nivel histoldgico y bioquimico. La Figura 5 A
ilustra el protocolo usado.

Los ratones tratados mostraron una clara mejora de la funcion sistélica como se mide por fraccion de eyeccion asi
como nivel reducido de dilatacion del ventriculo izquierdo (Figura 5B, C). El efecto fue directamente proporcional a la
dosis de melusina administrada. Se realizé anadlisis de transferencia de Western para evaluar la concentracion de
MBP-melusina-TAT en el corazén explantado. Como se muestra en la figura 5D, la cantidad de proteina presente en
el corazon 24 horas después del ultimo tratamiento vario ligeramente entre ratones y fue directamente proporcional a
la actividad contractil. Todos juntos estos datos demuestran que la melusina recombinante administrada IP es
terapéuticamente activa en un modelo de raton de insuficiencia cardiaca de sobrecarga de presion.

Naturalmente, aunque el principio de la invencion sigue siendo el mismo, los detalles de construccion y las
realizaciones pueden variar ampliamente con respecto a lo que se ha descrito y se ha ilustrado unicamente como
ejemplo, sin alejarse del alcance de la presente invencion.
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gccctggaaa tggcattgga acagaaggaa ftqg?ccagg aacctggggc aggacttgac 420
agtctgatce ggactggttc cagetgccag aacccaggat gtgatgetgt ttaccaagge 480
cctgagagtyg atgctactce atgtacctac cacccaggag caccccgatt ccatgagddg 540
atgaagtctt ggagctgttg tggcatccag accctggatt ttggggcatt cttggcacaa 600
ccagggtgca gagtcggtag acatgactgg gggaagcage tcccagcatc ttgccgecat 660
gattggcacc agacagattc cttagtagtg gtgactgtat atggccagat tccactitcct 720
gcgtttaact gggtgaagyc cagtcaaact gagcttcatg tccacattgt ctttgatgat 780
aaccgtgtgt tccaagcaca gatgaagete tggggggtca taaacgtgga gcagagetct 840
gtcttcttga tgccatctcg ggttgaaatc tccctggtca aggctgaccc aggatcctgg 200
gcccagctgg agcaccctga tgcactagcet aagaaggeta ggocaggggt tgtgttagag 960
atggatgagy aagaatctga cgattcagat gatgatctga gctggacaga ggaggaggaa 1020
gaggaggaag caatggggga a 1041
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<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucledtido de la proteina TAT del virus VIH

<400> 2
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<210> 3
<211> 11
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> oligopéptido codificado por la secuencia oligonucleotidica de la proteina TAT del virus VIH

<400> 3
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<210> 4
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucledtido que codifica el sitio de escision de la proteasa TEV

<400> 4
gaaaacctgt acttccaggg g 21

<210>5
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> oligopéptido 1 codificado por el oligonucledtido que codifica el sitio de escision de la proteasa de TEV

<400> 5

Glu Asn Leu Tyr Ehe GIn Gly
1

<210>6
<211> 1161
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia codificante de la proteina de unién a maltosa

<400> 6

11



10

atgaaaatcg
ctcgctgaag
ccgoataaac
atcttctgyg
accccggaca
aacggcaagce
gatctgctgc
aaagcgaaag
ctgattgcty
gacgtgggcy
aaaaacaaac
ggcgaaacag
gtgaattatg
ggcgtgctga
ctcgaaaact
ggtgccgtag
actatggaaa
tggtatgccg
gccctgaaag

aacctcggga

<210>7
<211> 2256
<212> ADN
<213> artificial

<220>

aagaaggtaa
tcggtaagaa
tggaagagaa
cacacgaccg
aagcgttcca
tgattgctta
cgaacccgec
gtaagagcgce
ctgacggagg
tggataacgc
acatgaatgc
cgatgaccat
gtgtaacggt
gcgcaggtat
atctgctgac
cgctgaagtc
acgcccagaa
tgcgtactoc
acgcgcagac

tcgagggaag

<223> MBP-TAT-MELUSINA

<400> 7

ES 2 465 569 T3

actggtaatc
attcgagaaa
attcccacag
ctrtggtggc
ggacaagctg
ccegateget
aaaaacctgg
gctgatgtte
ttatgcotec
tggcgcgaaa
agacaccgat
caacggcecg
actgccgace
taacgccygcc
tgatgaaggt
ttacgaggaa
aggtgaaatc
ggtgatcaac
taattcgagc
9

tggattaacg
gataccggaa
gttygcggcaa
tacgctcaat
tatccgttta
gttgaagegt
gaagagatcc
aacctgcaag
aagtatgaaa
gcgggtetga
tactccatcg
tgggcatggt
ttcaagogtc
agtccgaaca
ctggaagcgg
gégttggcga
atgccgaaca
gccgecageg

tCcgaacaaca

12

gcgataaagy
ttaaagtcac
ctggcgatgg
ctggcetgtt
cctgggatge
tatcgctgat
cggcgctgga
aaccgtactt
acggcaagta
ccttectggt
cagaagctoc
ccaacatcga
aaccatccaa
aagagetggc
ttaataaaga
aagatccacyg
tcccgecagat
gtcgtcagac

acaacaataa

ctataacggt
cgttogagcat
ccctgacatt
ggctgaaatc
cgtacgttac
ttataacaaa
taaagaactg
cacctggecg
cgacattaaa
tgacctgatt
Cctttaataaa
caccagcaaa
accgttcgtt
aaaagagttc
caaaccgctyg
tattgcegee
gtccgotitc
tgtcgatgaa

caataacaac

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1161



atgaaaatcg
ctcgctgaag
ccggataaac
atctterggy
accccggaca
aacggcaagc
gatctgctgc
aaagcgaaag
ctgattgcty
gacgtgagcg
aaaaacaaac
ggcgaaacag
gtgaattaty
ggcgtgctga
ctcgqaaaact
ggtgccgtag
actatggaaa
tggtatgccyg

gccctgaaag

aagaaggtaa
tcggtaagaa
tggaagagaa
cacacgaccy
aagcgtteca
tgattgctta
cgaacccgec
gtaagagcgce
ctgacgggyy
tggataacgc
acatgaatgc
cgatgaccat
gtgtaacggt
gcgcaggtat
atctgctgac
cgctgaagte
acgcccagaa
tgcgtactge

acgcgcagac

ES 2 465 569 T3

actggtaatc
attcgagaaa
attcccacag
ctttggtgac
ggacaagctyg
cccgateget
aaaaacctgg
gctgatgttc
ttatgcgttc
tggcgcgaaa
agacaccgat
caacggcccg
actgccgace
taacgccgec
tgatgaaggt
ttacgaggaa
aggtgaaatc
ggtgatcaac
taattcgagc

tggattaacg
gataccggaa
gttgcggeaa
tacgctcaat
tatccgttta
gttgaagegt
gaagagatcc
aacctgcaag
aagtatgaaa
gcgggtctga
tactccatcyg
tgggcatggt
ttcaagggtc
agtccgaaca
ctggaagcgg
gagttggcga
atgccgaaca
gcecgecageg

tcgaacaaca

13

gcgataaaqgq
ttaaagtcac
ctggcgatygg
ctggectgtt
cctgggatgc
tatcgctgat
cggcgctgga
aaccgtactt
acggcaagta
ccttectggt
cagaagctgc
ccaacatcga
aaccatccaa
aagagctggce
ttaataaaga
aagatccacy
tcccgeagat
gtcgtcagac

acaacaataa

ctataacggt
cgttgagcat
ccctgacatt
ggctgaaatc
cgtacgttac
ttataacaaa
taaagaactg
cacctggeeg
cgacattaaa
tgacctgatt
ctttaataaa
caccagcaaa
accgttcgtt
aaaagagttc
caaaccgctg
tattgccgec
gtcegetttc
tgtcgatgaa

caataacaac

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

1020
1080
1140



10

aacctcgygga
cgcgaattca
accaaccttc
aagggttggt
ggctgtacta
cctgctacaa
gagaccttgce
atatcccaag
ggacttgaca
taccaaggcece
catgagggga
ttggcacaac
tgccgecatg
ccacttecty
tttgatggta
cagagectctg
ggatcctggg
gtgttagaga
gaggaggaag

<210> 8
<211>750
<212> PRT
<213> artificial

<220>

tcgagggaag
tgtctctact
ctgattcctg
cctgetgecg
tgggaccaca
gcagttcact
gccgggagag
¢ccetggaaat
gtctgatcco
ctgagagtga
tgaagtcttg
cagaggtgcag
attggcacca
cgtttaactg
accgtygtgtt
tcttettgat
cccagetgga
tggatgagga
aggaggaagc
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ggggctcgag
ctgtcgtaac
ttgccatcac
aaagcgaact
ctgtgctgag
tcaggagcaa
gcccaagtea
ggcattggaa
gactggttcce
tgctactcca
gagctgttgt
agtcggtaga:
gacagattcc
ggtgaaggcce
Ccaagcacag
gccatctogg
gcaccctgat
agaatctgac

aatgggggaa

tacggecegea
aaaggctgtg
cctggggtec
gtagatttct
aagcttcctg
aaacctctga
gagttgccte
cagaaggaat
agctgccaga
tgtacctacc
ggcatccaga
catgactggg
ttagtagtgg

agtcaaactg

atgaagctet

gttgaaatct
gcactagcta
gattcagaty
tagtga

<223> Secuencia de aminoacidos de MBP-TAT-MELUSINA

<400> 8

Met Lys

ITe Glu §1u Gly Lys

Gly Tyr aAsn Gly Leu Ala Glu

20

Gly Ile Lys val Thr val Glu

Pro G1n val Ala Ala Thr Gly

50

65

55

His Asp Arg Phe Gly Gly Tyr
70

Thr Pro Asp Lys Ala Phe GlIn

agaaacgccg
ggcagcactt
caatcttcca
ctgagttctt
aggccectea
atgtgattcc
tgaagctgct
tagaccagga
acccaggatg
acccaggagce
ccctggattt
ggaagcagct
tgactgtata
agcttcatgt
ggggggtcat
ccctggtcaa
agaaggctag
atgatctgag

Leu val Ile Trp Ile

10

val g;y Lys Lys Phe

His Pro Asp Lys Leu
40

Asp Gly Pro Asp Ile
60

Ala GIn ser Gly Leu
75

Asp Lys Leu Tyr Pro

14

ccagegccge
tgaccctaat
tgatgcactt
aaacatcaag
acctgaagqc
aaagtcagca
gccgctaaat
acctggggca
tgatgctgtt
accccgatte
tggggcatte
cccagecatct
tagccagatt
ccacattgte
aaacgtggag
ggctgaccca
ggcaggggtt
ctggacagag

1200
1260
1320
1380
1440
1560
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2256

Asn Gly Asp Lys
" 15

Glu Lys Asp Thr

Glu Glu Lys Phe

45

ITe Phe Trp Ala

Leu Ala GTu Ile
80

Phe Thr Trp Asp



Ala

Ala

Thr

Lys

Leu

Tyr

Leu

Thr

Met

225

val

Lys

Asn

Glu

Leu

305

Thr

Met

Ser

val

Leu

Ile

Asp

Thr

AsSp

Thr

Asn

Pro

Lys

Lys

Met

Ser

Gly

Arg
ser
115
Glu
Ala
Ala
Ile
Phe
195
Tyr
Ile
Tyr
Phe
Glu
275
Leu
sSer

Glu

Ala

358

TYr

Leu

Glu

Leu

Ala

Ser

Asn

Gly

val

260

Leu

Glu

Tyr

Asn

Phe

340

GlIn

85

Asn

Ile

Ile

Met

Asp

val

Ile

Gly

val

245

Gly

Ala

Ala

Glu

Trp

Thr

ES 2 465 569 T3

Gly
Tyr
Pro
Phe
150
Gly
val
Asp
Ala
Pro
230
Thr
val
Lys
val
Glu
310
G1n

Tyr

val

Lys

Asn

Ala

Asn

Gly

Gly

Leu

Glu

215

Trp

val

Leu

Glu

Asn

295

Glu

Lys

Ala

Asp

Leu
Lys
130
Leu
Leu
Tyr
val
Ile
200
Ala
Ala
Leu
ser
Phe
280
Lys
Leu
Gly

val

Glu
360

Ile

105

Asp

Asp

Gin

Ala

Asp

Lys

Ala

Trp

Pro

Ala

Leu

ASp

Ala

Glu

Ar

34

Ala

15

920

Ala

Leu

Lys

Glu

rhe

170

Asn

Asn

Phe

ser

Thr

250

Gly

Glu

Lys

Lys

Ile

Thr

Leu

Tyr

Leu

Glu

Pro

155

Lys

Ala

Lys

Asn

Asn

.235

Phe

Ile

Asn

Pro

Asp

315

Met

Ala

Lys

Pro
Pro
Leu
140
Tyr
Tyr
Gly
His
Lys
230
Ile
Lys
ASn
Tyr
Leu
300
Pro
Pro

val

Asp

Ile

Asn

125

Lys

Phe

Glu

Ala

Met

205

Gly

Asp

Gly

Ala

Leu

285

Gly

Arg

Asn

Ile

Ala
365

Ala

110

Pro

Ala

Thr

Asn

Lys

Asn

Glu

Thr

Gln

Ala

Leu

Ala

Ile

Ile

Asn

350

Gln

95

val
Pro
LysS
Trp
Gly
Ala
Ala
Thr
ser
Pro
255
ser
Thr
val
Ala
Pro
335

Ala

Thr

Glu

Lys

Gly

Pro

160

Lys

Gly

Asp

Ala

Pro

Asp

ala

Ala

320

Gln

Ala

Asn



ser

Glu

385

Arg

Phe

val

Arg

Pro

Pro

Leu

Leu

345

Tyr

Ala

GIn

Gly

Trp

Pro

ser

370

Gly

Glu

Asp

Pro

Thr

450

Pro

Ala

Lys

Leu

Ile

GIn

Pro

Thy

Arg

610

His

Leu

ser

Arg

Phe

Pro

Ile

435

val

His

Thr

Ser

Arg

Gly

Arg

Leu

595

His

GIn

Pro

Asn

Gly

Met

Asn

420

Phe

ASD

Cys

ser

Ala

500

Leu

Lys

Thr

Pro

Phe

580

Asp

Asp

Thr

Ala

Asn

Leu

ser

405

Thr

His

Phe

Ala

Ser

485

Glu

Leu

Glu

Gly

Glu

565

His

Phe

Trp

ASD

Phe

ES 2 465 569 T3

Asn

Glu

390

Leu

Asn

Asp

ser

Glu

470

ser

Thr

Pro

Leu

Ser

550

ser

Glu

aly

Gly

ser

630

Asn

Asn

375

Tyr

Leu

Leu

Ala

Glu

455

Lys

Leu

Leu

Leu

AsSp

535

Ser

Asp

Gly

Ala

Trp

Asnh
Gly
Cys
Pro
Leu
440
Phe
Lew
GIn
Arg
Asn
520
Glin
Cys
Ala
Met
Phe
600
G6ln

val

val

16

Asn

Arg

Arg

Asp

425

Lys

Leu

Pro

Glu

Glu

GIn

Thr

Lys

585

Leu

Leu

val

Lys

Asn

Lys

Asn

410

ser

Gly

Asn

Glu

Gln

490

Glu

ser

Pro

Asn

Pro

570

ser

Ala

Pro

val

Ala

Asn

Lys

Cys

Trp

Ile

Ala

475

Lys

Arg

Gln

Gly

Pro

555

Cys

Trp

GIn

Ala

Thr

635

Ser

Ash
380
Arg
Gly
Cys
ser
460
Pro
Pro
Pro
ala
Ala
540
Gly
Thr
sar
Pro
Ser
620

val

GIn

Asn

Arg

Cys

His

Cys

415

Gly

GlIn

Leu

Lys

Leu

525

Gly

Cys

Tyr

Cys

cys

TYyr

Thr

Leu

Gln

Gly

His

430

Cys

Cys

Pro

Asn

Ser

510

Glu

Leu

Asp

His

Cys

590

Cys

Arg

Gly

Gluy

Gly

Arg

Gln

415

Pro

Arg

Thr

Glu

val

495

Glu

Met

Asp

Ala

Pro

575

Gly

Arg

His

Glin

Leu

Ile
Ar

40

His
Gly
LyS
Met
Gly
480
Ile
Leu
Ala
ser
val
560
Gly
Ile
val
Asp
Ile

640

His



10

val

Leu

Ser

Gln
705

val

Ser

<210>9
<211> 2268
<212> ADN
<213> artificial

<220>

His

Trp

Leu

Trp

ES 2 465 569 T3

645

val
660

Ile
aly val
675

val Glu
Glu His
Glu

Met

alu
740

Thr

Phe
Ile
Ile
Pro Asp

As
72

Glu

Asp Gly

val

Asn

Leu
695

ser

Ala
710

Glu Glu

Glu Glu

<223> construccion de MBP-MELUSINA-TAT

<400> 9

atgaaaatcg
ctcgctgaag
ccggataaac
atcttctggg
acceceggaca
aacggcaage
gatctgctyc
aaagcgaaag
ctgattgctg
gacgtggacy
aaaaacaaac
ggcgaaacag
gtgaattaty
ggcgtgctga
ctcgaaaact
ggtgccgtag
actatggaaa

aagaaggtaa
tcggtaagaa
tggaagagaa
€acacgaccyg
aagcgttcca
tgattgctta
cgaaccegee
gtaagagcgc
ctgacggggg
tggataacgc
acatgaatgc
cgatgaccat
grgtaacggt
gcgcaggtat
atctgctgac
cgctgaagte

acgcccagaa

actggtaate
attcgagaaa
attcccacag
ctttoggtggce
ggacaagctg
cccgategcet
aaaaacctyg
gctgatgtetc
ttatgcgttc
tggcgcgaaa
agacaccgat
caacggcecg
actgccgace
taacgcecgec
tgatgaaggt
ttacgaggaa
aggtgaaatc

Asn

Glu

680

val

Leu

Glu

Glu

Lys

Ala

Ser

Gluy
745

650

val
ser
Ala
Lys
Asp

730

Gju

Phe

ser

Asp

715

Asp

Ala

GIn

val

Pro

700

Ala

Ser

Met

Ala

Phe

685

Gly

Arg

Asp

Gly

Galn

670

Leu

Ser

Ala

Asp

Glu
750

655

Met

Met

Trp

Gly

AsSp
735

tggattaacg
gataccggaa
gttgcggcaa
tacgctcaat
tatccgttta
gttgaagcgt
gaagagatcc
aacctgcaag
aagtatgaaa
gcgggtctga
tactccatcyg
tgggcatggt
ttcaagggtc
agtccgaaca
ctggaagcgg
gagttggcga
atgccgaaca

17

gcgataaaqqg
ttaaagtcac
ctggcgatyg
ctggectgtt
cctgggatgce
tatcgctgat
cggcgetgga
aaccgtactt
acggcaagta
cortoctgge
cagaagctgc
ccaacatcga
aaccatccaa
aagagctyggce
ttaataaaga
aagatccacg

tcccgeagat

ctataacggt
cgttgagcat
ccctgacatt
ggctgaaatc
cgtacgttac
ttataacaaa
taaagaactg
cacctggecg
cgacattaaa
tgacctgatt
ctttaataaa
caccagcaaa
accgricgtt
aaaagagttc
caaaccgctg
tattgccgec
gtcegetttc

Lys
Pro
Ala
val

720

Leu

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

1020



10

tggtatgccg
gecectgaaag
aacctcggga
ctctgtcgta
tgttygccatc
cgaaagcgaa
cactgtgctg
cttcaggage
aggcccaagt
atggcattyg
cggactggtt
gatgctactc
tggagctgtt
agagtcggta
cagacagatt
tgggrgaagg
ttccaagcac
atgccatctc
gagcaccctyg
gaagaatcfg

gcaatggggg

<210> 10
<211> 755
<212> PRT
<213> artificial

<220>

tgcgtactgce
acgcgcagac
tcgagggaag
acaaaggétg
accctggogt
ctgtagarttt
agaagcttcc
aaaaacctct
cagagttgcc
aacagaagga
ccagctgeca
catgtaccta
gtggcatcca
gacatgactg
ccttagtagt
ccagtcaaac
agatgaagct
gggttgaaat
atgcactagce
acgattcaga

aatacggccg

ES 2 465 569 T3

ggtgatcaac
taattcgagce
gggggaaaac
tgggcagcac
cccaatctec
ctctgagttc
tgaggccect
gaatgtgatt
tctgaagetg
attagaccag
gaacccagga
ccacccagga
gaccctggat
ggggaagcag
ggtgactgta
Tgagcttcat
ctggggggtc
ctcectggtce
taagaaggct
tgatgatctg

caagaaacge

gccgecageg
tcgaacaaca
ctgtacttce
tttgacccta
catgatgecac
ttaaacatca
caacctgaag
ccaaagtcag
ctgccgctaa
gaacctgggg
tgtgatgctg
gcaccccgat
tttggggcat
ctcccageat
tatggccaga
gtccacattg
ataaacgtgg
aaggctgacc
agggcagggy
agctggacag

cgccagegece

<223> secuencia de aminoacidos de MBP-MELUSINA-TAT

<400> 10

Met Lys Ile
i
Gly Tyr Asn
Gly Ile Lys
35
Pro Gln val
50

His Asp Arg

Glu g]u Gly Lys

Gly Leu Ala Glu

20

val Thr val Glu

Ala Ala Thr Gly
55

Phe Gly Gly Tyr

gtcgtcagac
acaacaataa
agggggaatt
ataccaacct
ttaagggttyg
agggctgtac
geectgetac
cagagacctt
atatatccca
caggacttga
tttaccaagg
tecatgagyg
tcttgécaca
cttgccgeca
ttccacttce
tctttgataq
agcagagctc
caggatcctg
ttgtgttaga
aggaggagga
gccgectag

Leu val Ite Trp Ile
10

val ggy Lys Lys Phe

His Pro Asp Lys Leu
40 .

Asp Gly Pro Asp Ile
60

Ala Gln Ser Gly Leu

18

tgtcgatgaa
caataacaac
catgtctcta
tcctgattee
grectygetyce
tatgggacca
aagcagttca
gcgecgggag
agccctyggaa
cagtctgatc
ccctgagagt
gatgaagtct
accagggtoc
tgattggcac
tgcgtttaac
taaccgtotg
tgtcttctty
ggcccagetyg
gatggatgag
agaggaggaa

Asn Gly Asp Lys
15
Glu Lys Asp Thr
30

Glu Glu Lys Phe

45

ITe Phe Trp Ala

Leu Ala Glu Ile

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2268



65

Thr

Ala

Ala

Thr

145

Leu

Tyr

Leu

Thr

Met

225

val

Lys

Asn

Glu

Leu

305

Thr

Met

Pro Asp Lys

val
Leu
Trp
130
ser
Ile
Asp
Thy
Asp
210
Thr
Asn

Pro

Lys

Lys
Met

Ser

Arg

Ser

115

Glu

Ala

Ala

Ile

Phe

195

Tyr

Ile

Tyr

Phe

Glu

Leu

Ser

Glu

Ala

Tyr

100

Leuw

Glu

Leu

Ala

ser

Asn

Gly

val

260

Leu

Glu

Tyr

Asn

Phe
340

Ala

85

Asn

Ile

Ile

Met

AS

16

Asp

val

Ile

Gly

val

245

Gly

Ala

Ala

Glu

Trp

ES 2 465 569 T3

70

Phe

Gly

Tyr

Pro

Phe

150

Gly

val

ASD

Ala

Pro

230

Thr

val

Lys

val

Glu

GIn

Tyr

Gln

Lys

Asn

Ala

135

Asn

Gly

Gly

Leu

Glu

215

Trp

val

Leu

Glu

Asn

295

Glu

Lys

Ala

AsSp
Leu
Lys
150
Leu
Leu
Tyr
val
Ile
200
Ala
Ala
Leu
Ser
Phe
280
Lys
Leu

Gly

val

19

Lys

Ile

105

Asp

Asp

Gln

Ala

185

Lys

Ala

Trp

Pro

Ala

265

Leu

Asp

Ala

Glu

Ar
34

Leu

20

Ala

Leu

Lys

Glu

Phe

170

Asn

Asn

Phe

ser

Thr

250

Gly

Glu

Lys

Lys

1le

Thr

75

Tyr
fyr
Lau
Glu
Pro
155
Lys
Ala
Lys
Ash
Asn
235
Phe
Ile

AsN

Pro

‘As

31

Met

Ala

Pro

Pro

Pro

Leu

140

Tyr

Tyr

Gly

His

Lys

Ile

Lys

Asn

Tyr

Leu

300

Pro

Pro

val

Phe
Ile
Ash
125
Lys
Phe
Glu
Ala
Met
205
Gly
Asp
Gly
Ala
Leu
285
Gly
Arg

Asn

Ile

Thr

Ala

110

Pro

Ala

Thr

Asn

Lys

190

Asn

Glu

Thr

GlIn

Ala

270

Leu

Ala

Ile

Ile

Asn
350

Trp

95

val

Pro

Lys

Trp

Gl

17

Ala

Ala

Thr

ser

Pro

255

ser

Thr

val

Ala

Pro

335

Ala

80

Asp

Glu

LysS

Gly

Pro

160

Lys

Gly

AsSp

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién de melusina recombinante que tiene in vivo una estabilidad mejorada y una capacidad
para alcanzar compartimentos intracelulares en comparacién con la melusina recombinante codificada por la
secuencia de nucledtidos como se define en SEC ID N° 1, en donde dicha proteina de fusién de melusina
recombinante comprende

i) una proteina melusina seleccionada de

a) una proteina melusina humana que tiene la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
nucledétidos como se define en SEC ID N°: 1,

b) un homodlogo de la misma que tiene al menos un 60 %, preferentemente al menos un 80 %, mas
preferentemente al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos codificada
por la secuencia de nucledtidos como se define en SEC ID N°: 1 y que tiene la funcién de induccion de
hipertrofia cardiaca de la proteina melusina nativa,

c) una parte de melusina humana de la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos
como se define en SEC ID N° 1 que tiene la funcién de inducciéon de hipertrofia cardiaca de la proteina
melusina nativa

y i) un polipéptido que penetra en células en donde dicho polipéptido que penetra en células se selecciona entre:
polipéptido Tat de VIH, polilisina, péptidos del homeodominio de antennapedia, las secuencias expuestas en
SEC ID N° 11 a 20.

2. La proteina de fusién de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho polipéptido
que penetra en células se conjuga con el extremo C terminal de dicha proteina melusina o parte de la misma.

3. La proteina de fusién de melusina recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde dicha proteina melusina o parte de la misma se conjuga por el extremo N terminal con una secuencia
marcadora.

4. La proteina de fusién de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que dicha secuencia
marcadora se selecciona entre proteina de uniéon a maltosa (MBP), glutation S-transferasa (GST), péptido de
hexahistidina (HIS), epitopo Flag, epitopo Myc, dominio Ig, proteina estafilococica A.

5. La proteina de fusion de melusina recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para
uso como un medicamento.

6. La proteina de fusiéon de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicacién 5 para uso en el tratamiento de
patologias cardiacas, preferentemente insuficiencia cardiaca y cardiomiopatia.

7. La proteina de fusion de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 5 para uso en la prevencion de
insuficiencia cardiaca y cardiomiopatia por induccién de hipertrofia cardiaca.

8. La proteina de fusion de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 5 para uso en la prevencién de
insuficiencia cardiaca.

9. La proteina de fusion de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicacién 5 para uso en la prevencion de
insuficiencia cardiaca en un sujeto que padece sobrecarga de presion.

10. La proteina de fusién de melusina recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en
donde dicha proteina de fusién de melusina recombinante es adecuada para administraciéon parenteral.

11. Construcciéon de ADN que codifica la proteina de fusién de melusina recombinante de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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Figura 1

A) MBP-TAT-MELUSINA
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Figura 1l/cont.
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Figura 1/cont.
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E E s D b s D D D L s W T E E E E E E E
gaagaatctgacgattcagatgatgatctgagctggacagaggaggaggaagaggaggaa
A M G E ¥ 6 R K K R R Q@ R R R *
gcaatgggggaatacggccgcaagaaacgccgecagegecgecgetag
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Figura 1/cont.
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Figura 1/cont.
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Figura 2
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Figura 3

A

&

Datos cinéticos de la curva .V, de rata 1: . PK:Wenratas(26mgkg) :

CL 1 B LRl
N 87,68 : i e
Vss &7
K terminal T,12E 03
T1/2 terminal a7,36
CP estimado en el iempo més large 129,79
Tmax 0,00E+00
Cmdx 8880094
AUC hasta Tfinal 2, 62E+06
Tfinal 480,00
AUC extrapolado hasta tiempo infinite  2,64E+08
Porcentaje extrapolado de AUC L8
AUMC 1,79E+08
Porcentaje extrapolado de AUMGC 6,33

3

i

 Concentracion (ngim)

min horas
51530 1 2 4 6 8B 24

B
MBP-melusina-TAT =

MBP-Melusina-Tat

2
g

—— P
5000

- r

Concentracion (ng/mil)
L
e
T

e T T P L T e T T

0 120 240 360 480 600
Tiempo (min)

T1/2 terminal extrapolado = 120 min
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Figura 3/cont.

BIODISTRIBUCION de MBP-MELUSINA-TAT

CONCENTRACION DE PROTEINAS (U.A.)

ORGANOS

&

MM MMT ¢

&

SN
Ab anfi Mehssina f%\‘“%i
b

Ab anii Vinculina

Ab anti Melusina

Ab anti Vincutina 3
b
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Figura 4

ensayo de T para muestras
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Figura 5
Bandeo Inicie de Final de
aértico tratamiento tratamiento
l l " Los ratones se trataron diariamente con dosis l
f crecientes de MBP-melusina-TAT (175, 350, 700 pg) }“
I i .I - - _.I. I. f - i

I
8 9 10 11 12 13 14 1516 17

-

N | |
3 -2 1 01 2 3 4 5 6

|

Ecografia Recogida
basal de muestra
sanguineay
corazén
Eco Doppler 3
para medicion Ecografia
de gradiente para evaluar
la funcién cardiaca
o
4,00" = Basal

L Tratamiento

3,80-
3,601
3,404 L,
3,204
3,004

LVID mm

PBS 178 350 700

LA MELUSINA RECOMBINANTE PROTEGE DE LA DILATACION Y PERDIDA DE CAPACIDAD DE CONTRACCION

Diametro de Ventriculo Izquierdo | Fraccion de Eyeccion
159 ;
A . N S R
3% % D S
E . - — ;. 3‘:""-”'. L
g S N
l -0,5" ) ’ ) : E ) . i R cuadrado 0,9849
o * * P valor 4,0076
40 ORI | . i -
PBS 175 350 700ug | ™  pBS 175 350 700ug
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Figura 5/cont.

.
MBP-MEL-TAT)|
®

EF% x0,1

i

FS% x0,1

0y
o ‘J\\‘w“vw.-wi‘:’-\““‘“‘-ﬁ

2 13 70

87 126 147 42 M
RATONES

Basal: no sometido a TAC

Tratamiento: sometido a 15 dias de TAC y tratado con vehiculo(PBS)y con dosis
crecientes de MBP-melusina-TAT (175, 350 y 700 pg/dia/ratén).

Figura 6

Polipéptidos Secuencia SEC ID

que penetran N°.
en células
Péptido TAT de VIH YGRKKRRQRRR 11
Penetratina ROITKIWFONRRMEKWEK 12
(pAntp)
Péptido R7 RRRRRRR 13
Péptido KALA WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKACEA 14
Buforina 2 TRSSRAGLQFPVGRVHRLLREK 15
MAP KLALKLALKALKAALKLA-amida 16
Transportano GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL- 17
amida

Transportanc 10 AGYLLGKINLKALAATLAKKIL-amida 18
pPVEC LLITILRRRIRKQAHAHSK-amida 19
Péptido MPG GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKV-amida 20
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