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ES 2529261 7T3

DESCRIPCION
Polipéptidos estabilizados del factor de crecimiento similares a insulina
Antecedentes de la invencién

Los factores de crecimiento similares a insulina (IGF) son parte de un sistema complejo que las células utilizan para
comunicarse con su ambiente fisiolégico. Este sistema complejo (a menudo denominado como los ejes del factor de
crecimiento similares a insulina) consiste de dos receptores de la superficie de la célula (IGF-1R y IGF-2R), dos
ligandos (IGF-1 e IGF-2), una familia de seis proteinas de enlazamiento de IGF de alta afinidad (IGFBP 1-6), y
enzimas asociadas que degradan IGFBP (proteasas). Este sistema no sélo es importante para la regulacién de la
fisiologia normal sino también para una cantidad de estados patoldgicos (Glass, Nat Cell Biol 5: 87 - 90, 2003)

Se ha demostrado que los ejes del IGF juegan un papel en la promocién de la proliferacion celular y en la inhibicion
de la muerte celular (apoptosis). El IGF-1 se secreta principalmente por el higado como resultado de la estimulacion
mediante la hormona de crecimiento humana (hGH). Casi cada célula en el cuerpo humano es afectada por el IGF-
1, especialmente las células en los musculos, cartilagos, huesos, higado, rifién, nervios, piel y pulmones. Ademas de
efectos como los de la insulina, IGF-1 también puede regular el crecimiento celular. IGF-1 e IGF-2 son regulados por
una familia de productos génicos conocidos como las proteinas de enlazamiento del IGF. Estas proteinas ayudan a
modular la accién del IGF en formas complejas que involucran tanto la inhibicion de la accion del IGF al evitar el
enlazamiento con los receptores del IGF como también la promocién de la accion del IGF ayudando al suministro a
los receptores e incrementando la vida media del IGF en el torrente sanguineo. Existen por lo menos seis proteinas
de enlazamiento caracterizadas (IGFBP1-6).

En su forma madura, el IGF-1 humano (gpetlcgaelvdaquvcgdrgfyfnkptg ygsssrrapgtgivdeccfrscdirrlem ycaplkpaksa;
SEQ ID NO:1), también llamado somatomedina, es una proteina pequefia de 70 aminoacidos que ha demostrado
que estimula el crecimiento de un amplio rango de las células en cultivo. La proteina madura inicialmente es
codificada mediante tres ARNm variantes de empalme conocidos. El marco de lectura abierto de cada ARNm
codifica una proteina precursora que contiene el IGF-1 de 70 aminoéacidos y un péptido E particular en el terminal C,
que depende del ARNm particular del IGF-1. Estos péptidos E han sido llamados los péptidos Ea
(rsvragrhtdmpktgkevhlknasrgsagnknyrm; SEQ ID NO: 2), Eb (rsvragrhtdmpktgkygppstnkntksqrrkgwpkthpggegkegt
easlqirgkkkeqgrreigsrnaecrgkkgk; SEQ ID NO: 3), y Ec (rsvragrhtdm pktgkyqgppstnkntksqgrrkgstfeerk; SEQ ID NO: 4) y
varian de 35 a 87 aminoacidos de longitud y abarcan una regién de secuencia comun en el terminal N y una regién
de secuencia variable en el terminal C. Por ejemplo, el marco de lectura abierto de tipo silvestre para el IGF-1-Ea
codifica un polipéptido de 105 aminoacidos (gpetlcgaelvdaquvcgdrgfyfnkptgygsssrrapqgtgivde
ccfrscdirrlemycaplkpaksa rsvragrhtdmpktgkevhlknasrgsagnknyrm; SEQ ID NO: 5). En la expresion fisiolégica, se
escinden los péptidos E del precursor mediante proteasas enddgenas para proporcionar el IGF-1 maduro de 70
aminoacidos que se sabe que es bioactivo. En ciertos contextos, se sabe que de uno a tres de los aminoacidos del
terminal N del IGF-1 son escindidos bajo condiciones fisiologicas, produciendo IGF-1 activo que tiene entre 67 - 70
aminoacidos. La expresion génica del IGF-2 y el procesamiento se caracterizan por atributos similares excepto que
se ha identificado soélo un péptido E (rdvstpptvipdnfprypvgkffqydtwkgstqurrglpallrarrghviakeleafreakrhrplialpt
gdpahggappemasnrk; SEQ ID NO: 6) para IGF-2 humano para el precursor de 156 aminoacidos
(ayrpsetlcggelvdtquvcgdrgfyfsrpasrvsrrsrgiveeccfrscdlalletycatpakserdvstpptvipdnfprypvgkffqydtwkgstqurrglpallrarrgh
vlakeleafreakrhrplialptgqdpahggappemasnrk; SEQ ID NO: 7). Tanto IGF-1 como IGF-2 parecen ser candidatos pobres
a farmacos, debido a que estas proteinas son rapidamente degradadas por proteasas enddgenas en el suero de los
pacientes. Una estrategia que se ha contemplado es estabilizar el IGF-1 como un farmaco formando un complejo
con una de sus proteinas de enlazamiento.

Resumen de la invencién

La invencion se basa en el descubrimiento de que un precursor de la proteina del IGF-1 o IGF-2 que contiene
sustancialmente su péptido E es bioactivo y se estabiliza en presencia de suero, que resulta en un polipéptido de
IGF-1 o IGF-2 que es util como un compuesto farmacéutico. En las composiciones de la invencion, se evita la
escision normal del péptido E del IGF-1, por ejemplo, mediante la mutacién o supresion ya sea de la arginina en la
posicion 1 o la serina en la posicion 2 de los péptidos E (que corresponden a las posiciones 71y 72 en el precursor
de tipo silvestre del IGF-1). En el IGF-2, se evita la escisién, por ejemplo, mediante la mutacion o supresion ya sea
de la arginina en la posicion 1 o el acido aspartico en la posicion 2 del péptido E (que corresponde a las posiciones
68 y 69 en el precursor de tipo silvestre del IGF-2). Otras modificaciones de una proteina precursora del IGF pueden
evitar o reducir esta escision.

Ademas, modificaciones adicionales de la secuencia de aminoacidos del precursor del IGF-1 pueden conferir
beneficios farmacéuticos adicionales. Por ejemplo, los polipéptidos de la invencién pueden exhibir mayor afinidad
por el receptor del IGF-1 o la disminuciéon de la capacidad de enlazamiento a una proteina de enlazamiento
inhibidora del IGF-1 o IGF-2.
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En aras a la claridad y consistencia, la numeracion de los residuos de aminoacidos en los precursores del IGF-1 o
IGF-2 o en las proteinas maduras a través de esta solicitud y en las reivindicaciones, se basa en la numeracion de la
secuencia de proteina precursora de tipo silvestre sin péptido de sefal.

De acuerdo con lo anterior, la invencién incluye un polipéptido que contiene una proteina precursora del IGF-1
humano, en donde la escisién del péptido E del IGF-1 mediante una proteasa se reduce por la modificacién de la
proteina precursora. El péptido E puede ser el péptido Ea, Eb, o Ec. En el terminal N del precursor, se pueden
eliminar o mutar los aminoacidos G1, P2, o E3 de la proteina precursora, como lo puede hacer R36 (por ejemplo,
R36A) y R37 (por ejemplo, R37A).

La proteina, precursora puede incluir adicionalmente la secuencia de consenso de glicosilacion NXS/T ligada a N,
por ejemplo mediante la insercion de 93 - 102 aminodacidos de Ea entre los aminoacidos N95 y T96 del Eb. En
general, la proteina precursora puede incluir un oligosacarido ligado covalentemente a una cadena lateral de
aminodcido de la proteina precursora, tal como una cadena lateral de arginina de la proteina precursora.

Ademas, un residuo de la proteina precursora puede ser reemplazado por un aminoacido no natural (por ejemplo,
uno que incluya un grupo acetileno o azido). Tales aminoacidos no naturales pueden facilitar el enlazamiento de una
fraccion poli(etilenglicol) a una cadena lateral de la proteina precursora, a través de estrategias tipicas de pegilacion
de proteina que son bien conocidas en la técnica.

La proteina precursora puede incluir adicionalmente uno o mas péptidos E adicionales enlazados al terminal C de la
proteina precursora. Por ejemplo, un polipéptido puede incluir, del terminal N al terminal C, (I) una proteina
precursora del IGF-1 que tiene un primer péptido Eb, en donde se eliminan G1, P1, y E1, se mutan R36 o R37 o
ambos, se eliminan R71 y S72, y se eliminan los ultimos siete aminoacidos del terminal C del primer péptido Eb; (2)
un segundo péptido Eb, en donde se eliminan R71, S72, y los ultimos siete aminoacidos de terminal C del segundo
péptido Eb; (3) un tercer péptido Eb, en donde se eliminan R71, S72, y los ultimos siete aminoacidos de terminal C
del tercer péptido Eb; y (4) un cuarto péptido Eb, en donde se elimina R71 y S72.

Un medio efectivo para evitar la escision del péptido E del IGF-1 es la supresion o mutacion de R71 o S72.

De forma similar, la invencion incluye una proteina precursora del IGF-2 humano en donde la escision del péptido E
del IGF-2 por una proteasa se reduce mediante la modificacion de la proteina precursora. En particular, la supresion
o mutacién de R68 o D69 puede ser un medio efectivo de evitar la digestion por la proteasa de la proteina
precursora del IGF-2.

Ademas, cualquier péptido E del IGF-1 se puede combinar con un IGF-2 y cualquier péptido E del IGF-2 se puede
combinar con IGF-1 para proporcionar los beneficios descritos aqui.

La invencion incluye ademas un método para tratar una enfermedad musculoesquelética, diabetes, muerte de
células neuronales al administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de la invencion. En forma
similar, la invencion incluye el uso de un polipéptido de la invencion para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad musculoesquelética, diabetes, muerte de células neuronales, o anemia.

En otra realizacion, la invencion incluye un IGF-1 pegilado sin un péptido E pero que tiene introducido un aminoacido
no natural como el sitio de pegilacion. Cualquier IGF-1 pegilado, modificado, que contiene un aminoacido no natural
como se describe aqui, sin un péptido E, se incluye también en la invencion.

La invencién también incluye métodos veterinarios y usos para administrar una cantidad efectiva del polipéptido de
la invencioén para obtener un efecto deseado.

Los usos veterinarios incluyen (i) mejorar la tasa y/o el grado de crecimiento en un animal, (i) mejorar la eficiencia
de su conversién de alimento en tejido corporal, (iii) mejorar la produccién de leche en animales lactantes, (iv) tratar
sintomas de deterioro en animales asociados con caquexia, trauma, u otras enfermedades de consumo, y (v) tratar
animales lactantes para mejorar la salud neonatal.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1C son transferencias tipo Western de polipéptidos de la invencién y del precursor del IGF-1 de tipo
silvestre después de cero o 16 horas de incubacion en presencia o en ausencia de 10% de suero humano a 37° C.
Los vectores de expresion que codifican varios constructos del IGF-1 fueron transfectados en células Cos7, y se
obtuvo el medio de cultivo acondicionado. El "3mut" se refiere a un precursor del péptido hIGF-1-E que tiene los
siguientes tres conjuntos de modificaciones: supresion de G1, P2, y E3; mutacion de Arg 37 en Ala (R37A); y
supresion de R71 y S72. La figura 1A muestra los resultados de la transferencia tipo Western (utilizando anticuerpo
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para IGF-1) para el precursor 3mut y de tipo silvestre que contiene Ea. La figura 1B muestra los resultados de la
transferencia tipo Western (utilizando anticuerpo para hIGF-1) para el precursor 3mut y de tipo silvestre que contiene
Eb. La figura 1C muestra los resultados de la transferencia tipo Western (utilizando anticuerpo para hIGF-1) para el
precursor 3mut y de tipo silvestre que contiene Ec.

Las figuras 2A-2D son graficos de lineas que muestran la actividad biolégica de varios polipéptidos del IGF-1
("ligandos"). Se midié la actividad biolégica mediante estimulacion de mioblastos C2C12 con polipéptidos
expresados en Cos7. Se ensayaron luego las células C2C12 estimuladas para las cantidades relativas de AKT total
y AKT fosforilado. Long-R3-IGF-1 es un reactivo comercialmente disponible (Sigma producto No. 1-1271) que
consiste de la secuencia de aminoacido IGF-1 humano maduro, con una mutacion E3R y un péptido de extension de
13 aminoacidos del terminal N. La figura 2A muestra la actividad de IGF-1-Ea3mut. La figura 2B muestra la actividad
de IGF-1-Eb3mut. La figura 2C muestra la actividad de IGF-1-Eab3mut, que es un constructo 3mut en el que se
insertaron 93 a 102 aminoacidos de Ea entre los 95 y 96 aminoacidos de Eb. La figura 2D muestra la actividad de
IGF-1-Ec3mut.

Las figuras 3A-3D y 4A-4D son graficos de lineas que muestran si los polipéptidos de precursor del IGF-1 de la
invencién mantienen selectividad por el receptor apropiado mediante el ensayo de fosforilacion del receptor en
respuesta al enlazamiento del ligando. Las Figuras 3A y 3B prueban la selectividad del receptor de IGF-1-Ea3mut
contra el receptor del IGF-1 (Fig. 3A) y el receptor de insulina (Fig. 3B). Las figuras 3C y 3D prueban la selectividad
del receptor de IGF-1-Eb3mut contra el receptor de IGF-1 (Fig. 3C) y el receptor de insulina (Fig. 3D). Las figuras 4A
y 4B prueban la selectividad del receptor de IGF-1-Ec3mut contra el receptor de IGF-1 (Fig. 4A) y el receptor de
insulina (Fig. 4B). Las figuras 4C y 4D prueban la selectividad del receptor de IGF-1-Eab3mut contra el receptor de
IGF-1 (Fig. 4C) y el receptor de insulina (Fig. 4D). "IGF1-R3" se refiere al Long-R3-IGF-1 descrito anteriormente. El
polipéptido listado como "IGF1Eab" se refiere al constructo en el que los aminoacidos 93 a 102 de Ea se insertan
entre los aminoacidos 95 y 96 de Eb.

La Figura 5 es una transferencia tipo Western que muestra la fosforilacion relativa de AKT luego de estimulacion de
miotubos C2C12 (como resultado de 3 a 4 dias de diferenciacion de los miocitos C2C12) mediante diferentes
ligandos. El multimero IGF-1Eb se refiere al constructo mostrado esquematicamente que se muestra en la Figura
6A.

Las figuras 6A y 6B son representaciones esquematicas de dos de los polipéptidos de la invencion. La figura 6A
muestra un polipéptido precursor del IGF-1-Eb con cuatro conjuntos de modificaciones: supresion de G1, P2, y ES3;
mutacion de R37 por A; supresion de R71 y S72; y supresion de los ultimos siete aminoacidos de terminal C.
Ademas, se alarga el polipéptido mediante la adicion de dos péptidos Eb mas (pero sin R71 y S72 y sin los ultimos
siete aminoacidos del terminal C) y la adicién de un péptido Eb final (pero sin R71 y S72) en el terminal C del
polipéptido. Este constructo a menudo se denomina como el multimero IGF-1-Eb. La figura 6B muestra un
polipéptido precursor del IGF-1-Eab con cuatro conjuntos de modificaciones: supresion de G1, P2, y E3; mutacion de
R37 por A; supresion de R71 y S72; e insercion de los aminoacidos 93 a 102 de Ea entre los aminoacidos 95 y 96
de Eb.

La figura 7A es una alineacién de secuencia del IGF-1 humano (SEQ ID NO: 1) con el correspondiente IGF-1 animal.
Se suministran todas las especies animales analizadas y sus correspondientes nimeros de acceso del GenBank
para la secuencia. G1, P2, E3 se conservan en todas las especies analizadas excepto Sterlet (en donde S2
reemplaza a P2). R36 y R37 se conservan en todas las especies analizadas.

La figura 7B es un grafico que muestra la filogenia de las secuencias de aminoacido analizadas comparadas con el
IGF-1 humano (SEQ ID NO: 1). Abajo del arbol hay una escala que indica el numero de “Sustituciones de
Aminoacidos" por 100 residuos para las secuencias de proteina. La formula de distancia de Kimura se utiliza para
calcular los valores de distancia, derivados del numero de faltas de correlacién sin espacios y corregidas para
sustituciones silenciosas. Los valores computados son el nimero promedio de diferencias por sitio y caen entre cero
y 1. El cero representa identidad completa y 1 representa no identidad. La escala del arbol filogenético utiliza estos
valores multiplicados por 100.

La figura 8A es una alineacién de secuencia del péptido Ea humano (SEQ ID NO: 2) con varios péptidos Ea
animales. Se presentan todas las especies animales analizadas y sus correspondientes numeros de acceso del
GenBank para la secuencia. R71 y S72 se conservan en todas las especies analizadas.

La figura 8B es un grafico que muestra la filogenia de las secuencias de aminoacido analizadas comparadas con el
péptido Ea del IGF-1 humano (SEQ ID NO: 2).

La figura 9A es una alineacion de secuencias del péptido Eb humano (SEQ ID NO: 3) con varios péptidos Eb
animales. Se presentan todas las especies animales analizadas y sus correspondientes nimeros de acceso del
GenBank para la secuencia. R71 y S72 se conservan en todas las especies analizadas.
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La Figura 9B es un grafico que muestra la filogenia de las secuencias analizadas de aminoacido comparada con el
péptido Eb del IGF-1 humano (SEQ ID NO: 3).

La Figura 10A es una alineacion de secuencias del péptido Ec humano (SEQ ID NO: 4) con varios péptidos Ec
animales. Se presentan todas las especies animales analizadas y sus correspondientes nimeros de acceso del
GenBank para la secuencia. R71 y S72 se conservan en todas las especies analizadas.

La Figura 10B es un grafico que muestra la filogenia de las secuencias de aminoacidos analizadas comparadas con
el péptido Ec del IGF-1 humano (SEQ ID NO: 4).

La Figura 11A es una alineacion de secuencia del IGF-2 humano (SEQ ID NO: 7) con el correspondiente IGF-2
animal. Se presentan todas las especies animales analizadas y sus correspondientes numeros de acceso del
GenBank para la secuencia. R68 se conserva en todas las especies analizadas; D69 se conserva excepto para el
chimpancé, en donde hay un residuo de histidina en esa posicion.

La Figura 11B es un grafico que muestra la filogenia de las secuencias de aminoacido analizadas comparadas con
IGF-2 humano (SEQ ID NO: 7).

La Figura 12A es una alineacion de secuencias del péptido E del IGF-2 humano (SEQ ID NO: 6) con varios péptidos
E del IGF-2 animal. Se presentan todas las especies animales analizadas y sus correspondientes numeros de
acceso del GenBank para la secuencia. R68 se conserva en todas las especies analizadas; D69 se conserva
excepto para el chimpancé, en donde hay residuos de histidina en esa posicion.

La Figura 12B es un grafico que muestra la filogenia de las secuencias de aminoacido analizadas comparadas con
el péptido E del IGF-2 humano (SEQ ID NO: 6).

Descripcion detallada de la invencion

La invencién se relaciona con nuevos polipéptidos precursores del IGF-1 e IGF-2 que contienen sustancialmente un
péptido E que ha sido modificado para prevenir, reducir, o evitar la escisién tipica de la proteasa responsable por la
liberacion de los IGF-1 o IGF-2 activos de sus péptidos E. La utilidad de los polipéptidos de la invencion se basa en
el descubrimiento sorprendente de que tales polipéptidos precursores son biolégicamente activos, estables y
benéficos como compuestos farmacéuticos.

Cribado de polipéptidos precursores del IGF activo
La utilidad de cualquier polipéptido de la invencion se puede evaluar utilizando los siguientes ensayos.

Estabilidad. Un polipéptido de la invencién debe tener suficiente estabilidad en presencia de proteasas enddgenas,
tal como en suero humano, para ser un farmaco efectivo. Para evaluar la estabilidad, se puede transfectar un vector
de expresiéon que codifica el polipéptido en células Cos7 (ATCC) en un medio DMEM que contiene 10% de suero
bovino fetal, 100 U/ml de penicilina, y 100 pg/ml de estreptomicina. Se puede aplicar el medio de cultivo que
contiene polipéptidos secretados a analisis adicionales, o alternativamente, el vector de expresiéon puede codificar
facilmente etiquetas disponibles, tales como una etiqueta de hexa-histidina, en el polipéptido para facilitar la
purificacion eficiente de los polipéptidos expresados en los cultivos de Cos7. Una vez preparada, se incuba la
muestra de polipéptido en suero humano normal (Sigma) o en PBS varias veces (por ejemplo, 0, 1, 5, 10, y 16
horas), y se la somete a electroforesis en gel de poliacrilamida, se transfiere a nitrocelulosa, y se visualizan las
proteinas relevantes utilizando un anticuerpo primario contra IGF-1 o IGF-2 humano y un segundo anticuerpo, por
ejemplo, conjugado con peroxidasa de rabano. Se puede utilizar cualquier cantidad de técnicas similares de
transferencia y deteccion, algunas utilizando colorantes fluorescentes o incluso radionuclidos. La intensidad de la
banda precursora versus la intensidad de la banda de IGF-1 o IGF-2 deben indicar el grado en el que el polipéptido
precursor se escinde bajo diferentes condiciones. Un polipéptido de la invencion que se expone a suero humano
durante 16 horas a 37°C puede exhibir una proporcion del precursor no escindido con respecto a IGF maduro no
escindido de aproximadamente 1:2 hasta 1:0,1, por ejemplo, aproximadamente 1:1 hasta 1:0,5, particularmente una
proporcién de aproximadamente 1:1 o una proporcion de aproximadamente 1:0,5. Tipicamente, el precursor debe
exhibir una proporcién de al menos 1:1.

Fosforilacion de AKT. Un polipéptido de la invencién debe mantener la capacidad de sefalizacién a través del
receptor del IGF-1. (Tanto la sefial del IGF-1 como del IGF-2 a través del receptor del IGF-1). Para determinar esta
capacidad de sefalizacion, se puede evaluar si un objetivo intracelular secuencia abajo, AKT, se fosforila en
respuesta al enlazamiento del ligando en la superficie celular. Para el andlisis de la fosforilacion de AKT, se
mantienen sin alimentacion los mioblastos C2C12 en medio libre de suero y luego se estimulan con diferentes
ligandos. Las células se lisan y se limpian mediante centrifugacion. Se analizan la fosforilacion de AKT y los niveles
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totales de AKT mediante ELISA utilizando un kit de ELISA tipo sandwich PathScan fosfo AKT (Ser473) y un kit de
ELISA tipo sandwich PathScan AKT (Sefalizacién celular), respectivamente.

Especificidad del receptor de IGF-1. Un polipéptido de la invencién preferiblemente mantiene la especificidad para el
receptor de IGF-1 y se debe unir al receptor de insulina relacionado con baja afinidad. Para evaluar la especificidad
del receptor, se anaden muestras de polipéptido a las células NIH3T3 privadas de suero que sobreexpresan al
receptor de IGF-1 o al receptor de insulina, y se determina el nivel de fosforilacion del receptor de IGF-1 o la
fosforilacién del receptor de insulina mediante lisado de las células y sometiendo los lisados a ELISA utilizando el
receptor de fésforo-IGF-1 humano DuoSet IC y el kit de ELISA del receptor de insulina (R&D Systems).

Ensayo in vivo en modelos de raton de hipertrofia. Para determinar si un polipéptido de la invencion puede actuar
para incrementar la masa musculo esquelética bajo un contexto que conduzca facilmente a hipertrofia muscular, se
pueden someter animales tratados y no tratados a ejercicio y determinar si los animales que reciben el polipéptido
han desarrollado musculos mas grandes que los animales no tratados.

Modelos de ejercicio

Un modelo conocido en la técnica se basa en el uso de una rueda que gira a voluntad con cargas variables de
usuario (véase, por ejemplo, Konhilas et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 289: H455 - H465, 2005). La rueda de
jaula que gira a voluntad elimina los traumatismos fisicos y sicolégicos que son comunes en modelos de ejercicio
forzoso, y por lo tanto son mas apropiados para evaluar los farmacos candidatos que se utilizan en individuos
relativamente saludables para quienes es deseable el incremento de la masa muscular.

Se puede utilizar cualquier cepa de ratdén adecuada. Por ejemplo, ratones machos C57B1/6J que se pueden asignar
aleatoriamente a grupos experimentales (por ejemplo, que reciben polipéptido precursor del IGF) y de control. Los
animales se colocan individualmente en una jaula que contiene una rueda de ejercicio; se colocan los animales de
control sedentarios en jaulas idénticas sin rueda. Las ruedas de ejercicio se describen en Allen et al., J Appl Physiol
90: 1900 - 1908, 2001. En resumen, el sistema consiste de una rueda de 11,5 cm de diametro con una superficie
para carrera con un ancho de 5,0 cm (modelo 6208, Petsmart, Phoenix, AZ) equipada con un contador magnético
digital (modelo BC 600, Sigma Sport, Olney, IL) que se activa por rotaciéon de la rueda. Adicionalmente, cada rueda
se construye con un mecanismo de resistencia que permite el ajuste de la carga. Esto se logra al adherir una linea
de pesca de acero inoxidable a la parte superior de la jaula y envolver el cable alrededor de una polea inmoévil que
se asegura a la rueda de la jaula en el eje de rotacion con el fin de no contribuir a la carga de la rueda. El cable se
asegura de nuevo a la parte superior de la jaula con un resorte y tornillo. Este disefio permite ajustes finos de la
carga de la rueda, que se distribuye uniformemente a través de la rotaciéon de la rueda. Los valores diarios de
ejercicio en cuanto distancia y tiempo se registran para cada animal ejercitado a través de la duracion del periodo de
ejercicio. A todos los animales se les suministra agua y concentrado estandar duro para roedores a placer. La
carrera voluntaria (exposicidon a la rueda de jaula) puede empezar a una edad promedio de aproximadamente 12
semanas para todos los grupos. Cada grupo contintia corriendo bajo resistencia variable, dependiendo del grupo
experimental, durante 50 dias hasta que los animales son de aproximadamente 19 semanas de edad. La carga en la
rueda se determina al colgar los pesos conocidos sobre la rueda hasta que la rueda se desplaza ligeramente. Todos
los grupos de ejercicio comienzan sin carga en la rueda de la jaula durante la primera semana. Sin embargo, la
condicion “sin carga” es realmente de 2 g, que se determina como la carga necesaria para mantener la inercia de la
rueda y la carga de friccion. Considerando un periodo de aclimatacion de la rueda de una semana, se pueden
cambiar las cargas de la rueda en intervalos de una semana, excepto para cargas mayores, que se pueden cambiar
después de dos semanas. El rango de cargas puede ser en cualquier sitio de 2 g hasta 12 g. A los animales de
control sedentario y ejercitados se les practica la eutanasia mediante dislocacion cervical bajo anestesia inhalada
inmediatamente después del final del periodo de ejercicio especifico. Se mide la masa corporal, y se retiran los
musculos especificos rapidamente, se lavan, y se congelan para ensayos bioquimicos o histoldgicos en una fecha
posterior.

Los modelos alternativos de hipertrofia de ejercicio también estan disponibles para el experto en el arte. Véase, por
ejemplo, el modelo de ejercicio tipo noria descrito en Lerman et al., J Appl Physiol 92: 2245 - 2255, 2002.

Modelo de inyeccion de clenbuterol

El clenbuterol es un agonista adrenérgico B> con propiedades promotoras del crecimiento que originan un
incremento documentado en la masa muscular. EI mecanismo preciso de la accién de clenbuterol aun no es claro,
aunque se ha propuesto una reduccion en la degradacién de la proteina del musculo. En las clinicas, el clenbuterol
se utiliza como un farmaco contra el asma, pero aparece ser mal empleado en su mayoria como un agente de
fisicoculturismo para incrementar la masa muscular en humanos y animales de exposicion.

A cinco ratones se les administra una inyeccién diaria de clenbuterol (3 mg/kg, en forma subcutanea (s.c.)) durante
3, 7, 0 14 dias para inducir hipertrofia muscular. Los ratones inyectados con PBS sirven como control negativo. Se
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controlan diariamente los animales (inspeccidn visual) por cualquier reaccion adversa (es decir, pelaje desalifiado,
letargico) al tratamiento. El tratamiento de clenbuterol tiene el potencial de volver a los ratones mas temerosos o
agresivos, de modo que los ratones deben ser controlados especialmente por si pelean cuando se alojan en grupos.
Los ratones pueden moverse, y pueden comer y beber normalmente. Se controlan los ratones diariamente hasta que
se les practica la eutanasia en el dia 3, 7, o0 14, y se recolecta el tejido para andlisis adicional.

Anadlisis in vivo de modelos de atrofia muscular. En varios modelos de atrofia musculo esquelética, se puede analizar
un polipéptido precursor del IGF de la invencién por la capacidad de mantener la masa muscular bajo condiciones
que reducen generalmente la masa muscular. Con los modelos de ejemplo descritos a continuacion, el experto en la
materia puede disefiar e implementar facilmente experimentos controlados que involucran la administracion y el uso
del polipéptido precursor del IGF para determinar si tales polipéptidos pueden incrementar la masa muscular.

Por ejemplo, se adquieren ratones macho C57B16/2 a través de The Jackson Laboratories. Se adquieren los
ratones de aproximadamente 9 semanas al inicio de cada experimento. Los ratones generalmente se alojan en
jaulas microaisladoras con concentrado normal para roedor. Al inicio de cada experimento se pesan los ratones. Al
final de cada experimento, a los ratones generalmente se les practica la eutanasia mediante inhalacion de CO;
seguido por dislocacién cervical, y se recogen los tejidos musculares para procesamiento adicional. Los ratones se
pesan para proporcionar el “peso corporal final". Los musculos esqueléticos que se pueden recolectar son el
musculo anterior de la tibia, el musculo extensor de los dedos, el séleo, y los musculos gemelos. Otros tejidos
recolectados ocasionalmente son corazoén, higado, bazo, rifiones, testiculos y cerebro. Todos los musculos y tejidos
se disecan completamente y se pesan en una balanza capaz de medir hasta 0,0001 g. Luego se congelan
instantaneamente los tejidos en nitrégeno liquido para extraccion posterior de ARN y proteina, o se congelan
instantaneamente embebidos en OCT en un disco de corcho. Los musculos congelados en un disco de corcho para
crioseccionamiento posterior se sumergen en isopentano frio en una colada espesa mediante nitrégeno liquido.
Todas las muestras se almacenan a -80° C.

Tratamiento con dexametasona

Un método farmacoldgico para inducir deterioro muscular en los ratones es mediante inyeccion intraperitoneal diaria
con dexametasona a razén de 20 mg/kg. La dexametasona es un miembro sintético de la clase glucocorticoide de
las hormonas. Este actia como un antiinflamatorio e inmunosupresor, con una potencia de aproximadamente 40
veces la de la hidrocortisona. La dexametasona se utiliza para tratar muchas condiciones inflamatorias y
autoinmunes, por ejemplo artritis reumatoide. También se la administra a pacientes con cancer que experimentan
quimioterapia, para contrarrestar ciertos efectos colaterales de su tratamiento antitumoral. La dexametasona causa
atrofia muscular tanto en ratones como en pacientes humanos.

Los ratones se inyectan en forma intraperitoneal (i.p.) con dexametasona durante 3, 7, o 14 dias. El ultimo dia se les
practica la eutanasia a los sujetos utilizando CO, y se recolectan los musculos de las patas. Se hace control diario a
los animales (inspeccion visual) por cualquier reaccion adversa (es decir pelaje desalifiado, letargico) al tratamiento.
Los ratones usualmente pueden moverse, y pueden comer y beber normalmente. Los ratones inyectados con PBS
son el control negativo.

Inmovilizacién mediante yeso

El desuso fisico de varios grupos de musculos resulta en la atrofia de esos musculos. La fijacion de la articulacion
del tobillo (“talén con pasador" o enyesado) ha probado ser una forma reproducible y altamente util para inducir
inmovilizacién fisica de las patas traseras de ratas y ratones.

Los ratones se anestesian con isofluorano para la inmovilizacion. Las articulaciones del tobillo y talén se fijan a 90
grados con un material moldeable de peso liviano (VET-LITE) alrededor de las articulaciones. El material se enjuaga
con agua caliente y luego se envuelve alrededor del miembro, dejando los dedos vy la articulaciéon de la cadera libres.
Las articulaciones se mantienen en las posiciones a 90° hasta que se ha secado el material de enyesado. La pata
contralateral sirve como control. A los ratones luego se les permite recuperarse de la anestesia y se alojan en jaulas
microaisladoras normales. No se ha observado que el yeso origine tensién excesiva, y los animales se mueven
libremente alrededor de la jaula para alimentarse y beber. Sin embargo se hace seguimiento a los ratones
diariamente por cualquier evento adverso que afecten el peso corporal, la actividad, y las irritaciones.

Una vez se aplica un yeso a un ratén, se controla el animal diariamente para asegurarse de que el yeso permanece
en su lugar, ya que puede ser masticado. Los animales se pueden mover, beber, y alimentarse después de
recuperarse de la anestesia, y no requieren descanso especial, ni dispositivos de bloqueo u otra ayuda.

Denervacion



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2529261 7T3

Generalmente, se anestesian los ratones con gas se isofluorano para la denervacion. Utilizando procedimientos
quirdrgicos asépticos (tres lavados de betadina con un lavado final de etanol), se aisla el nervio ciatico derecho en la
parte media del muslo y se corta un pedazo de 2 a 5 mm. La parte contralateral de la pata sirve como control.

Mas especificamente, la incision en la piel se cierra con un clip de sutura, y se inyectan los animales con una dosis
Unica de buprenorfina antes de permitirles recuperarse de la anestesia. Tres, siete, o 14 dias después de la cirugia
se practica la eutanasia a los animales mediante la inhalacion de CO, seguida por dislocacion cervical, y se
remueven los musculos (complejo gastrocnemio, tibia anterior, extensor de los dedos, s6leo) para analisis
histologico y bioquimico.

Dado que el nervio ciatico se corta en seccion transversal, el miembro afectado se inmoviliza para inducir atrofia
musculo esquelética de los musculos involucrados. Sin embargo, el animal puede moverse, beber, y alimentarse
después recuperarse de la anestesia y no requiere descanso especial, ni dispositivo de bloqueo u otra ayuda. No
obstante, se controlan los animales inmediatamente después de la cirugia y durante la recuperacion (1 - 2 horas).
Ademas, se controlan los sitios de incision y la salud general del animal durante 3 dias después de la cirugia. Se
remueve el clip de sutura 7 a 10 dias después de la cirugia.

Modelos genéticos

Los ratones transgénicos manipulados genéticamente también se pueden utilizar como modelos de atrofia muscular.
Por ejemplo, los llamados Mini Ratones (The Jackson Laboratory, Lote No. 003258) contienen una mutacion
transgénica en el gen de IGF-1 que resulta en la reduccién anormal del crecimiento postnatal, asi como también un
bajo peso corporal y de la talla. Para informacién adicional, véase Powell-Braxton et. al., Genes Dev 7: 2609 - 2617,
1993. Ademas, los llamados Mini Ratones (The Jackson Laboratory, Lote No. 003259) contienen una mutacion
diferente en el gen de IGF-1 que resulta en un bajo peso corporal en el adulto que exhibe hipomorfismo y otros
fenotipos cardiovasculares. Para informacién adicional, véase Lembo et al., J Clin Invest 98: 2648 - 2655, 1996.

Mutaciones criticas y opcionales o modificaciones en los precursores del IGF

Mutaciones criticas. La invencion se basa en parte en la observacion de que un polipéptido precursor del IGF que
contiene sustancialmente su péptido E permanece bioactivo y estable en presencia de suero. Para asegurar que el
péptido E no se escinde mediante proteasas enddgenas destinadas al sitio de la proteasa dibasica, en general se
elimina, muta, o bien enmascara cualquiera de los dos aminoacidos dibasicos del terminal N del péptido E en el
precursor. En el caso del hIGF-1, estos dos aminoacidos son R71 y S72, mientras que en el caso del hIGF-2, estos
dos primeros aminoacidos son R68 y D69.

Una variedad de modificaciones permiten evitar esta escision:

(1) Eliminacién de uno o ambos residuos dibasicos

(2) Mutacién de uno o ambos residuos dibasicos hasta un aminoacido no basico, tal como alanina
(3) Insercién de uno o mas aminoacidos no basicos entre los residuos dibasicos

(4) Colocacion de un sitio de glicosilacion cerca de los residuos dibasicos, suficiente para enmascarar el sitio de la
proteasa

(5) Pegilacion dirigida al sitio utilizando el reemplazo de cualquier residuo dibasico, o insercién cerca o entre los
residuos dibasicos, con un aminoacido no natural, como se describe mas adelante.

Ademas, los residuos K68 y K65 parecen jugar un papel en la escision del IGF-1/péptido E; de acuerdo con lo
anterior, las mutaciones o eliminaciones de estos residuos se pueden incorporan en cualquier tactica dirigida a los
aminoacidos dibasicos como se describi6é anteriormente.

Mutaciones en el terminal N del IGF maduro. En ciertas realizaciones de la invencion, los polipéptidos precursores
del IGF tienen eliminaciones o mutaciones de los pocos primeros aminoacidos del terminal N. En el caso del IGF-1,
cualquiera de los primeros tres aminoacidos del terminal N se pueden eliminar o mutar, mientras que en el caso del
IGF-2, cualquiera de los primeros seis aminoacidos del terminal N se pueden eliminar o mutar. Se ha observado que
ciertos aminoacidos del terminal N se escinden naturalmente in vivo, y la introduccion de estas mutaciones o
eliminaciones minimiza las asociaciones in vivo de los polipéptidos de la invencién con proteinas de enlazamiento
del IGF (IGFBP). La interaccion de IGF-1 e IGF-2 con el receptor del IGF-1 es regulada por las IGFBP. Se ha
demostrado que todas las seis IGFBP inhiben la accién del IGF (particularmente las IGFBP5), pero en algunos
casos se ha observado un efecto estimulador. Por lo menos 99% del IGF en la circulacién se enlaza normalmente a
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las IGFBP. La IGFBP mas abundante en la circulacion después del periodo neonatal es IGFBP3 que se puede
enlazar a IGF-1 e IGF-2 con afinidades similares. La ocurrencia natural del IGF-1 truncado (que experimenta la
supresion de G1, P2, y E3) se enlaza a IGFBP3 con varias veces menor afinidad que el IGF-1 natural. Ademas, G3
es importante para el enlazamiento de IGFBP, y G6 juega un papel similar en el péptido de IGF-2.

De acuerdo con lo anterior, en el caso del precursor de IGF-1, se puede eliminar o mutar cualquiera entre G1, P2, o
E3 ya sea solo o en combinacion. Cuando se desea una mutacion, se puede introducir una mutacion a la alanina. En
otro ejemplo, en el caso del precursor de hIGF-2, se puede eliminar o mutar cualquiera entre P4, S5, y E6 ya sea
solo 0 en combinacion. Cuando se desea una mutacion, se puede introducir una mutacion a la alanina.

Mutaciones en los residuos 36 y 37. Se puede escindir el IGF-1 mediante serina proteasas presentes en suero
humano. La mutacion ya sea de R36 o R37 en A puede prevenir la escisién de IGF-1 en su sitio de escision predicho
entre R36 y R37. En el caso de hIGF-2, se puede mutar o eliminar R38 para prevenir esta escision perjudicial.

Uso de la glicosilacion. La vida media in vivo de los polipéptidos de la invencion se puede mejorar mediante la
adicion de los sitios de glicosilacion ligados a N ya sea en el IGF o en las porciones del péptido E del precursor
cuando se expresan en mamiferos o en otras células eucaridticas capaces de glicosilaciéon ligada a N. Se ha
demostrado in vitro que el IGF-1 Ea se glicosila en N92 y N100, ya que estas porciones de Ea se ajustan al
consenso de la secuencia de glicosilacion ligada a N de N-X-S/T, en donde X puede ser cualquier aminoacido y el
tercer aminoacido de la tripleta es S o T. También se sabe que el contexto del aminoacido adyacente del consenso
afectara fuertemente la glicosilacion de la asparagina. Por lo tanto, una estrategia para introducir un sitio de
glicosilacion en Eb o Ec es insertar aminoacidos Ea alrededor de la secuencia de consenso aproximadamente en la
misma parte de Eb o Ec. Una implementacién particular de esta estrategia se ilustra en los Ejemplos mas adelante.
En cualquier caso, cualquier otro sitio de glicosilacion de consenso ligado a N, incluye los aminoacidos de contexto
circundantes, que el experto en la materia sabe que se pueden insertar en un polipéptido precursor de la invencion.
Ademas, la glicosilacion ligada a O de un polipéptido de la invencion se puede llevar a cabo mediante la seleccion
del huésped particular utilizado para la produccion del polipéptido. Por ejemplo, el uso de ciertas cepas de levadura
para la expresion de IGF-1 resulta en la adicion de oligosacaridos en unas serinas o treoninas. Véase, por ejemplo,
la patente de los Estados Unidos No. 5.273.966.

Adicion de poli(etilenglicol). La conjugaciéon con poli(etilenglicol) (PEG; pegilaciéon) ha probado ser benéfica al
prolongar la vida media de los farmacos de proteinas terapéuticas. Se espera que la pegilacion de los polipéptidos
precursores del IGF de la invencién pueda resultar en ventajas farmacéuticas similares. Los métodos de pegilacion
del IGF-1 son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la publicacion de la solicitud de patente de los
Estados Unidos No. 2006/0154865, que describe las propiedades benéficas de IGF-1 monopegilado con lisina. Tal
monopegilaciéon con lisina se puede adaptar para los polipéptidos precursores del IGF de la invencion. Ademas, la
pegilacion se puede lograr en cualquier parte de un polipéptido de la invencidon mediante la introduccion de un
aminoacido no natural. Se pueden introducir ciertos aminoacidos no naturales mediante la tecnologia descrita en
Deiters et al., J Am Chem Soc 125: 11782 - 11783, 2003; Wang y Schultz, Science 301: 964 - 967, 2003; Wang et
al., Science 292: 498 - 500, 2001; Zhang et al., Science 303: 371 - 373, 2004 o en la patente de los Estados Unidos
No. 7.083.970. En resumen, algunos de estos sistemas de expresion involucran mutagénesis dirigida al sitio para
introducir un codén no sentido, tal como un TAG ambar, en el marco de lectura abierto que codifica un polipéptido de
la invencion. Tales vectores de expresion luego se introducen en un huésped que puede utilizar un ARNt especifico
para el codén no sentido introducido y cargado con el aminoacido no natural de escogencia. Aminoacidos no
naturales particulares que son benéficos para el propdsito de conjugar fracciones a los polipéptidos de la invencion
incluyen aquellos con cadenas laterales de acetileno y azido. Los polipéptidos precursores del IGF que contienen
estos aminoacidos novedosos pueden ser luego pegilados en estos sitios escogidos en la proteina. Ademas, tales
moléculas pegiladas de IGF sin el péptido E son utiles como compuestos terapéuticos.

Multimeros de péptidos E. En ciertos contextos farmacoldgicos, es benéfico incrementar el tamafio de un farmaco
peptidico o proteinico para asegurar que el farmaco permanezca en un lado de la barrera hematoencefalica o en la
otra. Ya que las moléculas del IGF maduro son péptidos relativamente cortos, aun si el péptido E permanece unido,
puede ser benéfico incrementar el tamafio de los polipéptidos de la invencion. Un medio para hacer esto es
proporcionar multimeros de péptidos E en el terminal C del polipéptido precursor del IGF, como se ilustra en ciertos
ejemplos descritos mas adelante.

Eliminacion de terminal C de péptidos E. Se sospecha que la cisteina libre en la posicion 81 de Eb puede resultar en
homodimerizacioén u otros efectos que, cuando estan presentes en los polipéptidos de la invencién, pueden conducir
a farmacos de actividad mas baja. Por lo tanto, la supresion o mutacién de C81 en Eb puede optimizar la actividad
del farmaco. En un ejemplo particular, la supresion de los ultimos siete aminoacidos de Eb (es decir, los aminoacidos
81 - 87) es benéfica.

Otras mutaciones o modificaciones. Mutaciones o modificaciones adicionales de IGF que se pueden incorporar en
los polipéptidos precursores del IGF de la invencidon se describen en la patente de los Estados Unidos No.
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5.077.276; y en la publicacion de las solicitudes de patente de los Estados Unidos Nos. 2005/0287151,
2006/0211606, y 2006/0166328.

La invencion, se debe interpretar de manera que incluya, ademas de IGF-1 e IGF-2 humano, todas las secuencias
precursoras de IGF-1 e IGF-2 animales no humanos conocidas y desconocidas que contienen sustancialmente su
péptido E en donde se evita o reduce la escisidon normal del péptido E de acuerdo con modificaciones de la presente
invencion.

El tipo preferido de IGF que se puede utilizar depende de la especie del sujeto que esta siendo tratado.
Se prefiere que el IGF sea de una especie compatible, por ejemplo, cuando se trata una vaca, el tipo preferido de
IGF es IGF de bovino.

Aunque todas las formas de IGF es probable que tengan un efecto en sujetos diferentes debido a la alta homologia
de secuencia, las especies compatibles evitaran complicaciones inmunoldgicas adversas potenciales provenientes
de la induccién de una respuesta inmune a un IGF de una especie diferente.

En una realizacion de la invencién, se proporcionan secuencias modificadas del precursor de IGF-1 de animal no
humano.

Se prefieren las secuencias del precursor de IGF-1 que contienen sustancialmente su péptido E en donde la escision
normal del péptido E se evita o se reduce de acuerdo con modificaciones de la presente invencion de un animal
vertebrado.

Por ejemplo, tales secuencias incluyen pero no se limitan a secuencias de un ratén, rata, vaca, cerdo, caballo, oveja,
cabra, pajaro, perro, gato, pez y similares, a partir de cualquier fuente ya sea natural, sintética, o recombinante.

En otra realizacion de la invencion, se proporcionan las secuencias modificadas del precursor de IGF-2 de animal no
humano.

Se prefieren las secuencias del precursor de IGF-2 que contienen sustancialmente su péptido E en donde la escisién
normal del péptido E se evita o reduce de acuerdo con modificaciones de la presente invencién de un animal
vertebrado.

Por ejemplo, tales secuencias incluyen pero no se limitan a secuencias de un ratén, rata, vaca, cerdo, caballo, oveja,
cabra, pajaro, perro, gato, pez y similar, de cualquier fuente ya sea natural, sintética, o recombinante.

Uso terapéutico de polipéptidos precursores del IGF

Indicaciones. La invencién también incluye el uso de un polipéptido precursor del IGF de la invenciéon en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion de una enfermedad musculoesquelética. Ademas,
la invencion incluye el uso de polipéptidos precursores del IGF para incrementar la masa 6sea o muscular en un
individuo, esté o no tal individuo en riesgo de tener o que tenga una enfermedad musculoesquelética.

En particular, la enfermedad musculoesquelética puede ser atrofia muscular. Existen muchas causas de atrofia
muscular, incluyendo aquellas como resultado del tratamiento con un glucocorticoide tal como cortisol,
dexametasona, betametasona, prednisona, metilprednisolona, o prednisolona. La atrofia muscular también puede
ser un resultado de la denervacion debida a trauma nervioso o resultado de neuropatia degenerativa, metabdlica o
inflamatoria (por ejemplo, sindrome de Guillian-Barré, neuropatia periférica, o exposicién a farmacos o toxinas
ambientales). Ademas, la atrofia muscular puede ser el resultado de una enfermedad neuromotora de adulto, atrofia
muscular de médula espinal de infante, atrofia muscular de médula espinal juvenil, neuropatia motriz autoinmune
con bloqueo del conductor multifocal, paralisis debido a apoplejia o lesién de la médula espinal, inmovilizacién
esquelética debido a trauma, reposo prolongado en cama, inactividad voluntaria, inactividad involuntaria, estrés
metabolico o insuficiencia nutricional, cancer, SIDA, ayuno, rabdomiolisis, un trastorno de la glandula tiroides,
diabetes, hipotonia congénita benigna, enfermedad del nucleo central, miopatia nemalena, miopatia miotubular
(nuclear central), lesién por quemadura, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedad hepatica, sepsis,
falla renal, falla cardiaca congestiva, o envejecimiento.

La enfermedad musculoesquelética puede también ser un sindrome de distrofia muscular, tal como Duchenne,
Becker, mioténica, fascioescapulohumeral, Emery-Deifuss, oculofaringeo, escapulohumeral, del anillo 6seo, una
distrofia muscular congénita, o miopatia distal hereditaria. La enfermedad musculoesquelética puede también ser
osteoporosis, una fractura 6sea, estatura corta, o enanismo.
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Se sugiere al IGF-1 como tratamiento para diabetes insensible a insulina, dado que el IGF-1 también puede unir
heterodimeros del receptor de IGF-1 y del receptor de insulina. Por lo tanto, los polipéptidos de la invencion se
pueden utilizar para tratar la diabetes.

El IGF-1 es neurotréfico e incrementa la supervivencia de las neuronas. Se ha sugerido que el IGF-1 se puede
utilizar para tratar casos de muerte de neuronas motoras tal como se ve en la esclerosis lateral amiotrofica (ELA),
atrofia de cerebro, envejecimiento, y demencia. Por lo tanto, los polipéptidos de la invencion se pueden utilizar para
tratar afecciones asociadas con muerte neuronal, tal como ELA, atrofia del cerebro, o demencia.

El IGF-1 incrementa tanto las poblaciones de glébulos rojos como blancos y tiene un efecto aditivo para la
administracion de eritropoyetina. Por lo tanto, los polipéptidos de la invencion se pueden utilizar para tratar la
anemia.

Ya que IGF-1 e IGF-2 son reguladores esenciales y ubicuos de la division celular y el crecimiento de vertebrados, se
pueden utilizar ventajosamente en una variedad de métodos veterinarios para mejorar exégenamente o mantener el
crecimiento en un animal. Algunos ejemplos incluyen, pero no se limitan a:

(i) mejorar la tasa y/o grado de crecimiento en un animal, por ejemplo, mejorar el crecimiento muscular en cerdos,
ganado, aves y peces;

(i) mejorar la eficiencia de conversién de alimento en tejido corporal (proporcién de carne a grasa), por ejemplo, en
cerdos, ganado, ovejas, aves, y peces; y

(iii) mejorar la produccion de leche en animales lactantes, por ejemplo, ganado lechero, ovejas, cabras. Otras
aplicaciones terapéuticas veterinarias incluyen, pero no se limitan a:

(iv) tratar sintomas de desperdicio animal asociados con caquexia, trauma u otras enfermedades de consumo, por
ejemplo, en animales de compafiia tales como perros, gatos, y caballos; y

(v) tratar animales lactantes para mejoramiento en la salud neonatal, por ejemplo, cerdas lactantes para
mejoramiento en el desempefio neonatal.

Métodos de administracion. Los polipéptidos de la invencion se pueden suministrar en una variedad de formas, que
incluyen el uso de vehiculos de suministro génico. Se pueden utilizar métodos conocidos en la técnica para el
suministro terapéutico de agentes tales como proteinas o acidos nucleicos para el suministro terapéutico de un
polipéptido de la invencién, por ejemplo, transfeccion celular, terapia génica, administraciéon directa con un vehiculo
de suministro, o un portador farmacéuticamente aceptable, suministro indirecto al proporcionar células
recombinantes que contienen un acido nucleico que codifica el polipéptido.

Se conocen diferentes sistemas de suministro y se pueden utilizar para administrar el polipéptido de la invencion, por
ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces de expresar
la proteina, endocitosis mediada por el receptor (véase, por ejemplo, Wu y Wu, J Biol Chem 262: 4429 - 4432,
1987), la construccion de un acido nucleico como parte de un retrovirus, virus adeno asociado, adenovirus, virus de
la viruela (por ejemplo, virus de la viruela aviar, particularmente virus de la viruela en gallinaceas) u otro vector, etc.
Los métodos de introduccion pueden ser enterales o parenterales e incluyen pero no se limitan a rutas intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, pulmonar, intranasal, intraocular, epidural, y oral. Los
polipéptidos se pueden administrar mediante cualquier ruta convencional, por ejemplo por infusién o inyeccion de
bolo, por absorcién a través del revestimiento epitelial o mucocutaneo (por ejemplo, mucosa oral, rectal e intestinal,
etc.) y se pueden administrar junto con otros agentes bioldgicamente activos. La administracién puede ser sistémica
o local. Ademas, puede ser deseable introducir las composiciones farmacéuticas de la invencién en el sistema
nervioso central mediante cualquier ruta adecuada, que incluye inyeccion intraventricular e intratecal; la inyeccion
intraventricular se puede facilitar mediante un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un reservorio, tal como un
reservorio Ommaya. La administracion pulmonar también se puede emplear, por ejemplo, mediante el uso de un
inhalador o nebulizador, y la formulaciéon con un agente formador de aerosol.

En una realizacién especifica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion
localmente al area que requiere del tratamiento; esto se puede lograr, por ejemplo, y no a manera de limitacion,
mediante infusion local durante una cirugia, aplicacién topica, por ejemplo, por inyeccion, por medio de un catéter, o
por medio de un implante, siendo el implante de un material poroso o no poroso, o gelatinoso, que incluye
membranas, tales como membranas sialasticas, fibras, o sustitutos comerciales para la piel.

En otra realizacion, el agente activo se puede suministrar en una vesicula, en particular un liposoma (véase Langer,
Science 249: 1527 - 1533, 1990). En aun otra realizacion, se puede suministrar el agente activo en un sistema de
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liberacion controlada. En una realizacion, se puede utilizar una bomba. En otra realizacion, se pueden utilizar
materiales poliméricos (véase Howard et al., J Neurosurg 71: 105, 1989). En otra realizaciéon en donde el agente
activo de la invencion es un acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién, se puede administrar el acido
nucleico in vivo para promover la expresion de su proteina codificada, construyéndolo como parte de un vector de
expresion de acido nucleico apropiado y administrarlo hasta que se convierta en intracelular, por ejemplo, mediante
el uso de un vector retroviral (véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 4.980.286), o por inyeccion
directa, o mediante el uso de bombardeo de microparticulas (por ejemplo, una pistola de genes; Biolistic, Dupont), o
cubriendo con lipidos o receptores de la superficie de la célula o agentes de transfeccion, o mediante su
administracion en unién con un péptido similar a homeobox que es conocido por entrar al nucleo (véase, por
ejemplo, Joliot et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1864 - 1868, 1991), etc. Alternativamente, se puede introducir
un acido nucleico en forma intracelular e incorporarlio dentro del ADN de la célula huésped para expresion, mediante
recombinacién homadloga.

Transfeccion celular y terapia génica. La presente invencion abarca el uso de acidos nucleicos que codifican los
polipéptidos de la invencién para la transfeccion de células in vitro e in vivo. Estos acidos nucleicos se pueden
insertar en cualquiera entre una cantidad de vectores bien conocidos para transfeccion de células objetivo y
organismos. Los acidos nucleicos se transfectan en las células ex vivo e in vivo, a través de la interaccion del vector
y la célula objetivo. Se administran las composiciones (por ejemplo, mediante inyecciéon en un muasculo) a un sujeto
en una cantidad suficiente para provocar una respuesta terapéutica.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar un sitio objetivo, es decir, una célula o tejido
objetivo, en un humano u otro animal que incluye transfectar una célula con un acido nucleico que codifica un
polipéptido de la invencion, en donde el acido nucleico incluye un promotor inducible operablemente enlazado al
acido nucleico que codifica el polipéptido de fusion objetivo. Para procedimientos de terapia génica en el tratamiento
o prevencion de una enfermedad humana, véase por ejemplo, Van Brunt Biotechnology 6: 1149 - 1154, 1998.

Terapias de combinacién. En numerosas realizaciones, se pueden administrar los polipéptidos de la presente
invencion en combinacion con uno 0 mas compuestos adicionales o terapias. Por ejemplo, se pueden administrar
conjuntamente multiples polipéptidos en conjunto con uno o mas compuestos terapéuticos. La terapia de
combinaciéon puede abarcar la administracién simultanea o alternante. Ademas, la combinacién puede abarcar
administracion aguda o crénica. Los polipéptidos de la invencion se pueden administrar en combinacién con agentes
anabolicos tales como testosterona o moduladores especificos del receptor de andrégeno (MERA). Los agentes
anabolicos adicionales incluyen hormona de crecimiento (HC) o moléculas que inducen la liberacién de HC. La
Ghrelina es particularmente util en una terapia de combinacion para caquexia, dado que la Ghrelina puede originar
un incremento en el apetito. En una forma similar, los polipéptidos de la invencién se pueden combinar con
complementos proteinicos para incrementar el anabolismo, o combinados con terapia fisica o ejercicio para
incrementar el peso corporal. Cualquier molécula que inhiba la miostatina también es una candidata para la terapia
de combinacién.

Composiciones farmacéuticas. La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden una proteina precursora del IGF de la invencién y un portador farmacéuticamente aceptable. El término
"farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno estatal o federal o
enlistado en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farmacopea generalmente reconocida para uso en
animales o humanos. El término "portador" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el cual se
administra el compuesto terapéutico. Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua
y aceites, incluyendo aquellos de origen en el petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de mani, aceite
de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los excipientes farmacéuticamente adecuados incluyen
almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche descremada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol
y similares. La composicion, si se desea, puede contener también cantidades menores de agentes humectantes o
emulsionantes, o agentes reguladores del pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones,
suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion continuada y similares.
La composicidon puede ser formulada como un supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como
triglicéridos. La formulacion oral puede incluir portadores estandar tales como grados farmacéuticos de manitol,
lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Ejemplos de
portadores farmacéuticamente adecuados se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin.

En algunas realizaciones, la composicion se formula de acuerdo con procedimientos de rutina como una
composicién farmacéutica adaptada para administracion intravenosa a seres humanos. Cuando sea necesario, la
composicién puede también incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el
dolor en el sitio de la inyeccidon. Cuando la composicién se administra por infusién, se puede dispensar con una
botella de infusion que contiene agua de grado farmacéutico estéril o solucién salina. Cuando se administra la
composicion mediante inyeccién, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucion salina
dado que los ingredientes se pueden mezclar antes de su administracion.
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Los polipéptidos de la invencion se pueden formular en forma de sal o neutros. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen aquellas formadas con grupos amino libres tales como aquellos derivados de acidos clorhidrico,
fosféricos, acético, oxalico, tartarico, etc., y aquellos formados con grupos carboxilo libres tales como aquellos
derivados de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol,
histidina, procaina, etc.

La cantidad de un polipéptido de la invencién que sera efectiva en el tratamiento de una condicién o enfermedad se
puede determinar mediante técnicas clinicas estandar con base en la presente descripcion. Ademas, se pueden
emplear ensayos in vitro opcionalmente para ayudar a identificar los rangos de dosificacion 6ptimos. La dosis
precisa que se puede emplear en la formulacidon también dependera de la ruta de administracion, y de la seriedad de
la condicién, y se debe decidir de acuerdo con el juicio del practicante y las circunstancias de cada sujeto. Sin
embargo, los rangos de dosificacion adecuados para administracion intravenosa son generalmente
aproximadamente de 20 - 5000 microgramos del composicién activo por kilogramo de peso corporal. Los rangos de
dosificacion adecuados para administracion intranasal son generalmente aproximadamente de 0,01 pg/kg de peso
corporal hasta 1 mg/kg de peso corporal. Las dosis efectivas se pueden extrapolar a partir de curvas de respuesta a
las dosis derivadas de sistemas de ensayo del modelo animal o in vitro. En particular, un régimen de dosificacion
posible puede ser aproximadamente de 60 a 120 pg/kg de peso corporal, inyeccion subcuténea, dos veces al dia.

Usos veterinarios

Ademas de los métodos anteriormente mencionados de administracion en humanos, existen consideraciones
adicionales para administracion veterinaria.

La dosificacién puede diferir cuando se administra a un animal saludable animal versus aquellos animales que
sufren de una enfermedad. Una evaluacién de la dosificacién apropiada puede ser hecha faciimente por aquellos
expertos en la técnica utilizando ensayos conocidos en el arte, por ejemplo, el ensayo de proliferacion de mioblastos
(Ejemplo 79) o el ensayo de tejido epitelial mamario (Ejemplo 80) como se describe mas adelante. Los ensayos
generales para medir el IGF también se conocen en la técnica, tal como aquellos en el Ejemplo 81.

Aquellos expertos en la técnica reconoceran que algunas especies de animales exhiben la fertilidad estacional
influenciada por la duracion del fotoperiodo. Cualquier forma de realizacién de un método veterinario o uso se puede
incluir opcionalmente partiendo del método de tratamiento en un tiempo especifico dentro del ciclo reproductivo del
animal con el fin de alcanzar el efecto deseado. Aquellos expertos en la técnica sabran que se pueden determinar
facilmente el estado y el ciclo reproductivo, y, si se desea, se pueden sincronizar mediante el uso de un régimen
apropiado.

Cuando se utiliza para indicaciones veterinarias, ademas de los métodos previamente mencionados para uso
humano, se puede usar también el péptido de IGF-1 o IGF-2 de la presente invencion como una dosis oral, o un
complemento para piensos solidos u orales para animales.

La invencion se describe adicionalmente pero no esta limitada por los siguientes Ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Se construy6 un vector de expresion de ADN que codifica al polipéptido precursor de hiIGF-1-Ea que contiene las
siguientes modificaciones: supresion de G1, supresion de P2, y supresion de E3; mutacion de R37 por A; y
supresion de R71 y supresion de S72. Estas mutaciones se denominan algunas veces como "3mut" a través de la
presente descripcion. Esto resulta en la secuencia de proteina secretada:
tlcgaelvdalqgfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktgkevhlknasr gsagnknyrm

(SEQ ID NO:8)

Se mantuvieron células Cos7 (disponibles de ATCC) en DMEM que contenia 10% de suero bovino fetal, 100 U/ml de
penicilina, y 100 ug/ml de estreptomicina y se sembraron en placas con una densidad de 1 x 10° células por placa de
10 cm. Estos cultivos celulares se transfectaron con 8 pg de plasmido de expresion utilizando Fugene (Roche) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Veinticuatro horas después de la transfeccion, se lavaron las células

una vez y se cultivaron en medio libre de suero durante 48 horas. Se recolectaron los sobrenadantes y se
almacenaron a -80° C.
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Con el fin de evaluar la estabilidad del polipéptido en suero humano, se incubaron los sobrenadantes recolectados a
partir de las células Cos7 transfectadas con hIGF-1Ea de tipo silvestre (wt), y hIGF-1Ea3mut durante 16 horas a 37°
C ya sea en ausencia o en presencia de 10% de suero humano (Sigma). Se separaron las muestras mediante 18%
de SDS-PAGE, y se llevaron a cabo las inmunotransferencias utilizando anticuerpo policlonal de cabra para IGF-1
humano. Los resultados en la Figura 1A indican que, mientras que el hIGF-1Ea wt se degrada sustancialmente
después de incubacion con suero durante 16 horas, el hIGF-1Ea3mut se estabilizd. La densitometria indica que la
proporcion de IGF-1 no escindido con respecto al escindido es aproximadamente de 1:6.2, mientras que la
proporcion para hiIGF-1Ea3mut fue aproximadamente de 1:0,68, lo que muestra que estas mutaciones resultan en
un polipéptido estabilizado.

Para confirmar que el hiIGF-1Ea3mut fue capaz de sefalizar a través del IGF-1R, se midi6 la fosforilacion de AKT de
las células en contacto con el polipéptido. Las C2C12 se adquirieron de ATCC y se mantuvieron en medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) con alto contenido de glucosa (Invitrogen) que contenia 10% de suero bovino fetal
(AMIMED), 100 U/ml de penicilina (Invitrogen), 100 ug/ml de estreptomicina (Invitrogen) y 2 mM de glutamina
(Invitrogen). Para el analisis de la fosforilacion de AKT, se sembraron en placas las células C2C12 con una densidad
de 0,15 x 10° células por pozo de una placa de 6 pozos y se cultivaron en medio de cultivo durante 72 horas. Se
privaron de alimento las células durante cuatro horas en medio libre de suero y luego se estimularon con diferentes
ligandos a 37° C durante 30 minutos. Se lisaron las células con regulador PhosphoSafe (Cell Signaling) que contenia
varios inhibidores de proteasa y se aclararon mediante centrifugacion a 14.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Se
analizaron la fosforilaciéon de AKT vy los niveles totales de AKT mediante ELISA utilizando un kit de ELISA tipo
sandwich (Ser473) fosfo AKT PathScan y un kit de ELISA tipo sandwich AKT PathScan (Cell Signaling),
respectivamente. Los resultados de la fosforilacion de AKT se resumen en la Figura 2A, que indica que el hiGF-
1Ea3mut fue capaz de activar la ruta celular de IGF-1R hasta un grado similar que el reactivo de control positivo
long-R3-IGF-1 y el IGF-1 recombinante. Ademas, los datos en la Figura 5 muestran directamente que el hiGF-
1Ea3mut condujo a la fosforilaciéon de AKT

A continuacion, para asegurar que la especificidad del receptor del hIGF-1Ea3mut permaneciera con el IGF-1R, se
afadieron varios ligandos a los cultivos de NIH3T3 que sobreexpresan ya sea IGF-1R o al receptor de insulina
(InsR). Estas células se cultivaron bajo las mismas condiciones como se describié anteriormente para las células
Cos7. Para el analisis de IGF-1R y la fosforilacion de InsR, se sembraron en placa las células NIH3T3-IGF1R y
NIH3T3-InsR con una densidad de 0,2 x 10° células por pozo de una placa de 6 pozos y se cultivaron en medio de
crecimiento durante 24 horas. Se privaron de alimento las células durante 18 horas en medio libre de suero y luego
se estimularon con diferentes ligandos a 37°C durante 10 minutos. Se lisaron las células como se describid
anteriormente para el experimento de AKT, y se analizaron los niveles de fosforilacion de IGF-1R e InsR mediante
ELISA utilizando un kit de ELISA para fosfo-InsR o fosfo-IGFIR humano DuoSet IC (R&D Systems). Los resultados
resumidos en las figuras 3A y 3B indican que este polipéptido precursor del IGF-1 retiene la especificidad para el
receptor de IGF-1 y se debe enlazar al receptor de insulina relacionado con baja afinidad.

Ejemplo 2

Se construye un vector de expresion de ADN que codifica al polipéptido precursor de hiIGF-1-Eb que contiene las
siguientes mutaciones: supresion de G1, supresion de P2, y supresiéon de E3; mutacién de R37 por A; y supresion
de R71 y supresion de S72 (es decir, el 3mut"). Esto resulta en la siguiente secuencia de proteina secretada:

tlcgaelvdalgfvepdrefyfnkpigygsssarapqtigivdeccfrsedirriemycaplkpaksavragriidmpkigkyqppstnk
ntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqreeigsenaecrghkgk (SEQ 1D NO:9)

Se analizé el polipéptido de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 1 anterior. La figura 1B y el uso
de la densitometria indicaron que la proporcion de IGF-1 no escindido con respecto al escindido es
aproximadamente de 1:9, mientras que la proporcion para hiIGF-1Eb3mut fue aproximadamente de 1:1, lo que
muestra que estas modificaciones resultan en un polipéptido estabilizado. La figura 2B indica que el hIGF-1Eb3mut
fue capaz de activar la ruta celular de IGF-1R hasta un grado similar que el reactivo de control positivo long-R3-IGF-
1y el IGF-1 recombinante. Ademas, los datos en la Figura 5 muestran directamente que el hIGF-1Eb3mut condujo a
la fosforilacién de AKT. Los resultados resumidos en las figuras 3C y 3D indican que este polipéptido precursor del
IGF-1 retiene la especificidad para el receptor de IGF-1 y se debe enlazar al receptor de insulina relacionado con
baja afinidad.

Ejemplo 3

Se construyd un vector de expresion de ADN que codifica al polipéptido precursor de hlIGF-1-Ec que contiene las
siguientes mutaciones: supresion de G1, supresion de P2, y supresion de E3; mutacion de R37 por A; y supresion
de R71 y supresion de S72 (es decir, el “3mut"). Esto resulta en la siguiente secuencia de proteina secretada:
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tlcgaclvdalgfvegdrgfyfnkpteygsssrapgtgivdecefrsedimlemycaplkpaksavragrhtdmpkigkygppstnkn
tksgrrkgstfeerk (SEQ 1D NO:10})

Se analizé el polipéptido de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 1 anterior. La figura 1C y el uso
de la densitometria indicaron que la proporcion de IGF-1 no escindido con respecto al escindido era
aproximadamente de 1:5, mientras que la proporcién para hiIGF-1Ec3mut era aproximadamente de 1:0,96, lo que
muestra que estas modificaciones resultaron en un polipéptido estabilizado. La figura 2D indica que el hIGF-
1Ec3mut fue capaz de activar la ruta celular de IGF-1R hasta un grado similar que el reactivo de control positivo
long-R3-IGF-1 y el IGF-1 recombinante. Ademas, los datos en la Figura 5 muestran directamente que el hiGF-
1Ec3mut condujo a la fosforilaciéon de AKT. Los resultados resumidos en las figuras 4A y 4B indican que este
polipéptido precursor de IGF-1 retiene la especificidad por el receptor de IGF-1 y se debe enlazar al receptor de
insulina relacionado con baja afinidad.

Ejemplo 4

Se construyé un vector de expresion de ADN que codifica al polipéptido precursor quimérico de hIGF-1Eab que
contiene las siguientes modificaciones para el péptido de hIGF-1-Eb: supresion de G1, supresion de P2, y supresion
de E3; mutacién de R37 por A; supresién de R71 y supresién de S72 (es decir, el “3mut"); e inserciéon de los
aminoacidos 93 a 102 de Ea entre los aminoacidos 95 y 96 de Eb. La insercién crea una sefial de glicosilacion
ligada a N putativo en N92. Esto resulta en la secuencia de proteina secretada:

tlegaelvdalgfvegdrpfyfnkptgygsssraapqtgivdeccirscdirrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgk vgppstnk
nasrgsagnkntksgrrkpwpkthpgeeqkesgteaslgirgkkkeqrreipsmaecrgkkgk (SEQ 1D NO:11)

El polipéptido se evalu6 de acuerdo con algunos de los procedimientos descritos en el Ejemplo 1 anterior. La figura
C indica que el hIGF-1Eab3mut fue capaz de activar la ruta celular de IGF-1R hasta un grado similar que el reactivo
de control positivo long-R3-IGF-1 y el IGF-1 recombinante. Los resultados resumidos en las figuras 4C y 4D indican
que este polipéptido precursor de IGF-1 retiene la especificidad por el receptor de IGF-1 y no activa al receptor de
insulina.

Ejemplo 5

Se construyé un vector de expresion de ADN que codifica al polipéptido precursor multimero de hiGF-1-Eb que
contiene las siguientes mutaciones: supresion de G1, supresion de P2, supresion de E3, supresion de R36,
supresion de R37, supresién de R71, supresion de S72, supresion de los ultimos siete aminoacidos del terminal C
de Eb; y la insercion al terminal C de este precursor de dos péptidos de Eb adicionales ambos sin el R71y S72 y los
ultimos siete aminoacidos del terminal C y un cuarto péptido y final de Eb sin el R71 y S72. La figura 6A muestra un
dibujo esquematico de este constructo. Esto resulta en la siguiente secuencia de proteina secretada:

tlegaelvdalgfvegdrgfyvinkptgygsssapqigivdeccirscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqk ygppstnknt
ksgqrrkgwpkthpggegkegteaslgirgkkkeqrreigsmaersvragrhtdmpktgk ygppstnkntksgrrkgwpkthpggeq
kegteaslgirgkkkegrreigsraersvragrhtdmpkigkygppstnkntksqrrkgwpkthpgeegkegteasigirgkkkeqrr
eigsrnaersvragrhtdmpktgkygppstnkntksgrekgwpkthpggegkepteaslgirgkkkegrreigsmaecrghkgk
{SEQ ID MNO:12)

Este polipéptido fue sometido a un ensayo de fosforilacion de AKT como se describe en el Ejemplo 1. La figura 5
indica que este multimero de hIGF-1-Eb fue capaz de sefalizar a través de la ruta de IGF-1R.

Ejemplo 6

Se puede expresar un polipéptido precursor de hiIGF-1-Eb de la invencion como se muestra esquematicamente en la
figura 6B. Esta construccion contiene las siguientes modificaciones: supresion de G1, supresion de P2, supresion de
E3, supresion de R36, supresion de R37, supresion de R71, supresion de S72; y la insercion de aminoacidos 93 -
102 de Ea entre los aminoacidos 95 y 96 de Eb, creando por lo tanto un sitio de glicosilacién ligado a N en la
posicion N92 y N100. Esto resulta en la siguiente secuencia de proteina secretada:

15



10

15

20

ES 2529261 7T3

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssapqtgivdeccirscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkygppstnkna
srgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsmaecrgkkgk (SEQIDNO:13)

Ejemplo 7
Se puede expresar un polipéptido precursor de hIGF-2-E de la invencidon que tiene las siguientes modificaciones:

supresion de P4, supresion de S5, y supresion de E6; mutacion de R38 por A; y supresién de R68 y supresion de
D69. Esto resulta en la siguiente secuencia de proteina secretada:

ayrtlcggelvdtiqfvegdrgfyfsrpasrvsrasrgiveeccfrscdlalletycatpaksevstpptvipdnfprypvgkffqydtwkq
stqrirrglpallrarrghvlakeleafreakrhrplialptqdpah ggappemasnrk (SEQ ID NO:14)
Ejemplo 8

Se puede expresar un polipéptido precursor de hiIGF-1-Ea de la invencion que tiene las siguientes mutaciones:
supresion de G1 y supresiéon de P2; mutacién de E3 por X en donde X es un aminoacido no natural que esta
pegilado; mutacion de R37 por A; y supresion de R71 y supresion de S72. Esto resulta en la siguiente secuencia de
proteina secretada:

XtIcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgwdeccftscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkevhlkna
srgsagnknyrm (SEQ ID NO:15)

Ejemplos 9-78 (A = supresion)

9) hIGF-1-Ea: AG1, AP2, AE3; R36A; AR71

tlcgaelvdaquvcgdrgfyfnkptgygsssarapqtgwdeccfrscdIrrlemycaplkpaksasvraqrhtdmpktqkevhIknas
rgsagnknynn (SEQ ID NO:16)

10) hIGF-1-Ea: AG1, AP2, AE3; R36A; AS72

tlegaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccfrsedirrlemycaplkpaksarvragrhtdmpktqkevhlknas
rgsagnknyrm (SEQ ID NO:17)

10) hIGF-1-Ea: AG1, AP2, AE3; R36A; AR71, AS72

lIcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdcccf‘rscdIrrlemyt;aplkpaksavraqrhtdm pktqkevhlknasr
gsagnknyrm (SEQ ID NO:18) '

11) hIGF-1-Ea: AG1, AP2, AE3; R37A; AR71

tlcgaelvda]qfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtglvdeccf‘rscdlrrlemycaplkpaksasvraqrhtdmpktqkevhlknas
rgsagnknyrm (SEQ ID NO:19)

12) hIGF-1-Ea: AG1, AP2, AE3; R37A; AS72

tlcgael vdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtglvdeccfrscdIrrlemycap]kpaksarvraqrhtdmpktqkevhlknas
rgsagnknyrm (SEQ ID NO: 20) ' :
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13) hIGF-1-Ea: AG1, APZ, AE3, AR37; AR71
ticgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksasvraqrhtdmpktqkevhiknasr
gsagnknyrm (SEQ ID NO:21) -

14) hIGF-1-Ea: A81, AP2, AE3, AR37; AST2

ticgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksarvraqrhtdmpktgkevhlknasr
gsagnknyrm (SEQ 1D NO:22) | S
15) hIGF-1-Ea: AG1, AP2, AE3; AR37; AR71, AS72

ticgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkevhlknasrg
sagnknyrm (SEQ 1D NO:23) S

16) hIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3; R36A; AR71

tlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccirscdirrlemycaplkpaksasvragrhtdmpktgkyqgppstn
kntksq rrkgwpkthpggeqkegtcaslqirgkkkeqrréi gsmaecrgkkgk (SEQ 1D NO:24)

17) hIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3; R36A; AS72

tlcgaelvdaquvcgdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksarvraqrhtdmpktqkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsraecrgkkgk (SEQ ID NO:25)

18) hIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3; R37A; AR71

ticgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksasvragrhtdmpktqkyqppstn
.kntksqrrkgwpkthpggeqk'egteaslqirgkkkeqi‘rei gsmaecrgkkgk (SEQ ID NO:26)

19) hIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3; R37A; AS72

tlcgaelvdalqfvegdrefyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksarvragrhtdmpktqkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggegkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:27)

20) hIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3; R37A; AR71, AS72

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirriemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstnk
ntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrmaecrgkkgk (SEQ 1D NO:28) '
21) hiIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3, AR37; AR71

tlcgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksasvragrhtdmpktqkyqppstnk
ntksqrrkgwpkthpggeq kegteasllqirgkkkeqrrei gsrnaecrgkkgk (SEQ 1D NO:29)

22) hIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3, AR37; AS72
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tlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksarvraqrhtdmpkiq kyqppstnk
ntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslq1rgkkkeqrre|gsmaecrgkkgk (SEQ ID NO:30) '

23) hIGF-1-Eb: AG1, AP2, AE3, AR37; AR71, AS72

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstnkn
tksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqgrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:31)

24) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE3; R36A; AR71

tlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssarapqlgivdec'cfrscd Irrlemycaplkpaksasvraqrhtdmpktqkyqppstn
kntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:32) :

25) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE3; R36A; AS72

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccfrsedirrlemycaplkpaksarvragrhtdmpktqkygppstn
kntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:33) - -

26) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE3; R36A; AR71, AS72

ticgaelvdalgfvcgdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstnk
ntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:34) B

27) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE2; R37A; AR71

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksasvraqrhtdmpktgkyqppstn
kntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:35)

28) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE3; R37A; AS72

tlcgae]vdaquvcgdrgfyfnkptgygsssraapqlglvdeccfrscdlrrlemycaplkpaksarvraqrhtd mpktgkyqgppstn
kntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:36)

29) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE3; R37A; AR71, AS72

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgi vdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstnk
ntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:37)

30) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE3, AR37, A71

ticgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksasvraqrhtdmpktqkyqppstnk
ntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:38) | |

31) hIGF-1-Ec: AG1, AP2, AE3, AR37, AS72
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tlcgaelvdalgfvcgdrgfyfnkptgygsssrapqgtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksarvraqrhtdmpktqkyqppstnk
ntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:39) '

32) hiGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3; R36A; AR71; insercion de aa 93-102 de Ea entre aa 95 y 96 de Eb (es decir, "Eab")

ticgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccirscdirrlemycaplkpaksasvragrhtdmpktgkyqppstn
knasrgségnkntksqnkgwpkthpgge_qkegteaslqirgkkkeqrrei gsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:40)

33) hIGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3; R37A; AR71

tlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrriemycaplkpaksasvragrhtdmpktgkyqppstn
knasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggegkegteaslgirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:41)

34) hIGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3, AR37, AR71

ticgaelvdalqgfvcgdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdlrriem ycaplkpaksasvraqrhtdmpktqkyqppstnk
nasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrmaecrgkkgk (SEQ 1D NO:42)

35) hIGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3; R36A; AS72

ticgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksarvragrhtdmpktqkyqppstn
knasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:43)

10  36) hIGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3; R37A; AS72

ticgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlirlemycaplkpaksarvragrhtdmpktqkyqppstn
knasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggegkegteaslgirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:44)

37) hIGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3, AR37, AS72

tlcgaelvdalqfvogdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksarvragrhtdmpktqkygppstnk
nasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:45)

38) hIGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3; R36A; AR71, AS72

ticgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssarapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqppstnk

15 nasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteasiqirgkkkeqrreigsmaecrgkkgk (SEQ ID NO:46)
39) hIGF-1-Eab: AG1, AP2, AE3, AR37, AR71, AS72

ticgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssrapqtgivdeccfrscdirriemycaplkpaksavragrhtdmpktgkyqppstnkn
asrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkeqrreigsrmaecrgkkgk (SEQ ID NO:47)

40) hIGF-1-Ea: AP2, AE3; R37A; AR71, AS72

19



10

ES 2529261 7T3

gtlcgaeIvdaquvcgdrgfyfnkptgygsssmapqtgwdeccfrsodlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkevhlkna
srgsagnknyrm (SEQ ID NO:48)
41) hIGF-1-Eb: AP2, AE3; R37A; AR71, AST72

gtlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsraecrgkkgk (SEQ 1D NO:49)

42) multimero hIGF-1-Eb: (AG1, AP2, AE3; R37A)-3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa)-Eb(AR71, AS72)

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrsedlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqppstnk

ntksqrrkngkthpggeqkegteaslqirgkkkeqnei-gsmaevraqrhtdmpktqkyqppstnkmksqrrkgwpkthpggeq
kegteaslgirgkkkeqrreigsrnaevraq fhtdmpktqkyqppstnkntksq rrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrrei
gsrnaevraqrhtdmpktgkygppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsm aecrgkkgk (SEQ

ID NO:50)

43) multimero hIGF-1-Eb: (AP2, AE3; R37A)-3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa)-Eb(AR71, AS72)

gtlcgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegteasiqirgkkkeqrreigsrnaevragrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpgge
gkegteaslqirgkkkeqrreigsmaevraqrhtdmpktgkygppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrr
eigsrnaevraqrhtdmpqukyqppstnkntksqn'kgwpkthpggeqkcgteasllqirgkkkeqrrei gsrhaccrgkkgk
(SEQ ID NO:51) |

44) hIGF-1-Ec: AP2, AE3; R37A; AR71, AS72

gticgaelvdalgfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkyqgppstn
kntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:52)

45) hIGF-1-Ea: AE3; R37A; AR71, AS72

gptlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkevhlkn
asrgsagnknyrm (SEQ 1D NO:53)

46) hIGF-1-Eb: AE3; R37A; AR71, AS72

gptlcgaelvdalqfvcgd rgfyfnkptgygsssraapqtglvdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppst
nkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ 1D NO:54)

47) multimero hIGF-1-Eb: (AG1, AP2, AE3; R37A)-3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa)-Eb(AR71, AS72)
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ticgaelvdalgfvegdrgfyfn kptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstnk
ntksqrrkgwpkthpggeqkegleaslqirgkkkeqrreigsmaevraqrhtd mpktqk'y'qppstnkntksqrrkgwpk_thpggeq
kegteaslqirgkkkeqrreigsmaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqm;i

gsrnaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggegkegteaslqirgkkkeqrreigsraecrgkkgk (SEQ
ID NO:55) ' - '

48) multimero hiGF-1-Eb: (AE3; R37A) -3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa) - Eb(AR71, AS72)

gptlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkygppst
nkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaevragrhtdmpktqkygppstnkntksqrrkgwpkthpg
geqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaevragrhtd mpktgkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkeq

rreigsrnaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqgkegteaslqgirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk
(SEQ ID NO:56) . '

49) hIGF-1-Ec: AE3; R37A ; AR71, AS72

gptlcgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqppst
nkntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:57)

50) hIGF-1-Ea: AE3; R37A ; AR71, AS72

gpticgaclvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrsodIrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkevhlkn
asrgsagnknyrm (SEQ ID NO:58) ' '

51) hIGF-1-Eb: AE3; R37A ; AR71, AS72

gptlcgaelvdalqfvce gdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrsodlrrlemycapIkpaksa\fraqrhtdmpktqkyqppst
nkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ 1D NO:59)

52) hIGF-1-Ec: AE3; R37A ; AR71, AS72

gptlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkyqppst
nkntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:60)

53) hIGF-1-Eab: AE3; R37A ; AR71, AS72

gpticgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppst
nknasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqgkegteaslgirgkkkeqrreigsraecrgkkgk (SEQ 1D NO:61)

54) multimero hIGF-1-Eb: (AE3; R37A) - 3XxEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa) - Eb(AR71, AS72)
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gptlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdln’lcmycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppst
nkntksqrrkgwpkihpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaevraqrhtdmpktqkyqppslnkhtksqrrkgwpkthpg
gegkegteaslgirgkkkeqgrreigsrnaevragrhtdmpktgkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkeq
rrengsmaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqlrgkkkeqrre|gsmaecrgkkgk '
(SEQ ID NO:62)

55) hIGF-1-Ea: E3A; R37A ; AR71, AS72

gpatlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkevhlk
nasrgsagnknyrm (SEQ ID NO:63) | '

56) hIGF-1- Eb: E3A; R37A ; AR71, AS72

gpatlcgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqpps
tnkntksqrrkgwpkthpggeqgkegteaslqirgkkkeqgrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:64) -
57) hIGF-1-Ec: E3A; R37A ; AR71, AS72

gpatlcgaelvdaquvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtglvdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqpps
tnkntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:65) '

58) hIGF-1-Eab: E3A; R37A ; AR71, AS72
gpatlcgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlirlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqpps
tnknasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteasiqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:66)

10  59) multimero hIGF-1-Eb: (E3A; R37A) - 3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa) - Eb(AR71, AS72)
gpatlcgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqgtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqpps
tnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkegrreigsrnaevragrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpg
gchcgtcaslqirgkkkeq rrei gsrnaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeq
rre|gsrnaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslq1rgkkkeqrre|gsmaecrgkkgk '
(SEQ ID NO:67)

60) hiIGF-1-Ea: AP2, AE3; R37A; AR71, AS72
gticgaelvdalgfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirriemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkevhlkna
srgsagnknyrm (SEQ ID NO:68)

61) hIGF-1-Eb: AP2, AE3; R37A; AR71, AS72

gtlcgéelvdaquycgdrgfyﬁikptgygsssraapqtgivdeccfrscdIrrl emycaplkpaksavragrhtdmpktgkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkeqrreigsmaecrgkkgk (SEQ 1D NO:69)
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62) hIGF-1-Ec: AP2, AE3; R37A; AR71, AS72
gtlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccirscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkyqppstn
kntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:181) '

63) hIGF-1-Eab: AP2, AE3; R37A ; AR71, AS72

gtlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrriemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqppstn
knasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:70)

5  64) multimero hIGF-1-Eb: (AP2, AE3; R37A) - 3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa) - Eb(AR71, AS72)

gticgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirriemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggegkegteaslgirgkkkeqrreigsraevragrhtdmpktgkyqppstnkntksqrrkgwpkthpgge
qkegteaslqirgkkkcqrrei gémaevraqrhtdmpktqkyqppsmkntksqrrkgwpkthpggeqkegteasIqirgkkkeqrr
ei gsrnaevré.qrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpklh pggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk
(SEQ ID NO:71) '

65) hIGF-1- Eb: AG1, AP2; E3X; R37A; AR71, AS72
Xtlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktq kyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsmaecrgkkgk (SEQ 1D NO:72)

66) hIGF-1-Ec: AG1, AP2; E3X; R37A; AR71, AS72

Xtlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstn

" kntksqrrkgstfeerk (SEQ ID NO:73)

67) hIGF-1-Eab: AG1, AP2; E3X; R37A ; AR71, AS72

XtlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdiIrrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkyqppstn
knasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkegrreigsmaecrgkkgk (SEQ ID NO:74)

68) multimero hIGF-1-Eb: (AG1, AP2, E3X; R37A)-3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa) - Eb(AR71, AS72)

Xllcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrler’nycapIkpaksavraqrhtdmpktqkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslgirgkkkeqrreigsrnaevraq rhtdmpktdkyqppstnkntks_.qrrkgwpktﬁpgge
qkegteasIqirgkkkeqrreigsmaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkcqrr
elgsmaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteasiq1rgkkkeqrre1gsmaecrgkkgk
(SEQ ID NO:75)

15 69) hIGF-1-Ea: AG1, AP2; AE3; R37A; AR71, S72X
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tlcgaelvdalgfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksaX vragrhtdmpktqkevhlkna
srgsagnknyrm (SEQ ID NO:76)

70) hIGF-1-Eb: AG1, AP2; AE3; R37A; AR71, S72X
ticgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksaXvragrhtdmpktgkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ 1D NO:77)

71) hIGF-1-Ec: AG1, AP2; AE3; R37A; AR71, S72X

ticgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpaksaXvragrhtdmpktgkygppstn
kntksqrrkgstfeerk (SEQ 1D NO:78) :
72) hIGF-1-Eab: AG1, AP2; AE3; R37A ; AR71, S72X
ticgaelvdalqgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgi vdeccfrsedirrlemycaplkpaksaXvragrhtdmpktgkyqppstn
knasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaecrgkkgk (SEQ ID NO:79)

73) multimero hiGF-1-Eb: (AG1, AP2, AE3; R37A)-Eb(AR71, S72X; AC-term 7 aa)-2xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa) -
Eb( AR71, AS72)

tlcgaelvdalqfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrrlemycaplkpakXsavragrhtdmpktqkyqppstn
kntksqrrkgwpkthpggeqkegtcaslqirgkkkcqrrcigsmaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksqrrkgwpkthpgge
gkegteaslqirgkkkeqrrei gsmaevraqrhldmpktqkyqppstnkntkSqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrr
ei gsrnaevraqrhtdmpktcjkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslq_irgkkkeqrreigsmaecfgkkgk
(SEQ ID NO:80) | - |

74) hIGF-1-Ea: AG1, AP2; AE3; R37A ; AR71, AS72; N92X

ticgaelvdalgfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavragrhtdmpktgkevhlkXas
rgsagnknyrm (SEQ ID NO:81) _

75) hIGF-1-Eb: AG1, AP2; AE3; R37A ; AR71, AS72; C142X

tlcgaelvdalqfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavragrhtdmpktqkyqppstnk
ntksq rrkgwpkthpggeq kegteaslqirgkkkeqrreigsmaeXrgkkgk (SEQ ID NO:82)

76) hIGF-1-Eab: AG1, AP2; AE3; R37A; AR71, AS72; C151X

ticgaelvdalgfvegdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdirrlemycaplkpaksavraqrhtdmpktq kyqppstnk
nasrgsagnkntksqrrkgwpkthpggeqkegteaslqirgkkkeqrreigsrnaeXrgkkgk (SEQ ID NO:83)

78) multimero hIGF-1-Eb: (AG1, AP2; AE3; R37A)-3xEb(AR71, AS72, AC-term 7 aa) -Eb(AR71, AS72; C71X)
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tlegaelvdalgfvcgdrgfyfnkptgygsssraapqtgivdeccfrscdlrriemycaplkpaksavraqrhtdmpktgkyqppstnk
ntkéqrrkgwpkthpggeqkeéteas lqirgkkkeqrreigsrnaevraqrhtdmpktqkyqgppstnkntksqrrkgwpkthpggeq
kegteaslqirgkkkeqrrei gsmaevraqrhtdmpktqkyqppstnkntksq'rrkgwpkthpggeqkegtéasiqirgkkkeqrrei
gsmaevragrhtdmpktgkyqppstnkntksqrrkgwpkthpggegkegteaslqirgkkkeqrreigsmaeXrgkkgk (SEQ
ID NO:84) | -

Ejemplo 79: Ensayo de proliferacién de mioblastos

El ensayo de proliferacién de mioblastos proporciona un indicador in vitro confiable de la actividad de IGF y se utiliza
como modelo para factores que afectan mioblastos embrionarios y células satélite adultas. Los factores activos en
este sistema se comportan de forma similar en cultivos primarios de mioblastos. La mejora de la proliferacion in vitro
de mioblastos mediante un péptido de esta invencion indica su actividad en causar una mayor proliferacion de
mioblastos y, por lo tanto, un incremento en la cantidad final de miofibras en el utero. Ademas, una mejora similar de
la proliferacion de mioblastos indica que los péptidos de esta invencidn se pueden utilizar para mejorar la hipertrofia
muscular de un adulto, por ejemplo, a través de la estimulacién de la proliferacion de células musculares satélite.

Ejemplo 80: Ensayo de tejido epitelial mamario

En animales lactantes, la cantidad de tejido epitelial mamario es un factor limitante en la produccién de leche, ya que
estas son las células que producen y secretan leche. Empleando sistemas in vitro, las células epiteliales obtenidas
de glandulas mamarias de animales se puede estimular mediante IGF-1 o IGF-2 modificado de la presente invencion
para proliferar y producir cantidades mayores de constituyentes de la leche. Se puede demostrar adicionalmente que
las células epiteliales mamarias estimuladas para proliferar en tal sistema de células in vitro se pueden reimplantar
en almohadillas de grasas mamarias clarificadas y se pueden estimular para proliferar y/o producir leche en
animales hembra lactantes.

Ejemplo 81: Medicion de IGF-1 o IGF-2 en sangre u otros fluidos corporales

La cantidad efectiva del péptido administrada en forma parenteral por dosis se puede medir mediante una curva de
respuesta a la dosis. Por ejemplo, los péptidos de IGF modificados de la invencién se pueden medir en la sangre o
los fluidos corporales del sujeto a ser tratado para determinar la dosificacion. Alternativamente, se pueden
administrar cantidades crecientes del péptido al sujeto y revisar los niveles en suero del sujeto para IGF-1 e IGF-2
modificados. La cantidad de péptido que va a ser empleada se puede calcular sobre una base molar con base en
estos niveles en suero de IGF-1 o IGF-2 modificados.

Un método para determinar la dosificacion apropiada del péptido implica la medicion de un péptido del IGF de la
invencion en un fluido bioldgico tal como un fluido corporal o sanguineo. La medicion de tales niveles se puede
hacer mediante cualquier medio, incluyendo RIA y ELISA. Después de medir los niveles de IGF, se pone en contacto
el fluido con el péptido utilizando dosis Unicas o multiples. Después de esta etapa de contacto, se miden
nuevamente los niveles de IGF en el fluido. Si los niveles de IGF en el fluido han caido en una cantidad suficiente
para producir la eficacia deseada para la que se administra la molécula, entonces se puede ajustar la dosis de la
molécula para producir la maxima eficacia. Este método se puede llevar a cabo in vitro o in vivo. Preferiblemente,
este método se lleva a cabo in vivo, es decir, después de extraer el fluido de un sujeto y medir los niveles de IGF, el
péptido se administra aqui al mamifero utilizando una dosis Unica o multiple (esto es, se logra la etapa de contacto
mediante la administraciéon a un animal), y luego se vuelven a medir los niveles de IGF del fluido extraido del animal.

Otro método para determinar la dosificacion es mediante el uso de anticuerpos con el péptido u otro método de
deteccién para el péptido en el formato LIFA.

Ejemplo 82: Farmacocinéticas in vivo de hIGF-1-Ec 3mut
Ratones machos adultos (n = 3 /grupo) recibieron una inyeccién de bolo intravenosa (i.v.) de rhIGF-1 a razén de 1
mg/kg, y hiIGF-1-Ec 3mut (descrito en el Ejemplo 3) a razén de 1,55 mg/kg. Se recolectaron especimenes de sangre

en serie a los 5, 15, 30 y 60 minutos después de administracién del material de prueba. Se determinaron las
concentraciones en suero de rhiGF-1 y hIGF-1-Ec3mut mediante ELISA. Este ensayo es especifico para hIGF-1.

Se administraron dosis equimolares de rhiGF-1 y hIGF-1-Ec3mut en forma i.v. en ratones. Los resultados muestran
niveles significativamente altos de la proteina hIGF-1-Ec 3mut comparado con rhIGF-1 en todos los puntos de
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tiempo examinados, que indican que el hIGF-1-Ec 3mut es metabdlicamente mas estable que el IGF-1 de 70
aminoacidos de longitud.

Tiempo (min) | IGF-1-Ec 3mut (nM) IGF-1 (nM)
5 201,4 54,7
15 65,3 14,3
30 12 2,4
60 0,76 0,2
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina precursora del IGF-1 humano, en donde:

(i) uno o mas de los siguientes residuos de la proteina precursora se suprimen o mutan: G1, P2, E3, R36 y R37; y

(i) la escision del péptido E de IGF-1 mediante una proteasa se reduce mediante la modificacién de la proteina
precursora, en donde la modificacion es la supresidon o mutacién de R71 o S72 de la proteina precursora.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la proteina precursora comprende al péptido Ea.
3. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la proteina precursora comprende al péptido Eb.
4. El polipéptido de la reivindicacion 3, en donde se suprimen los Ultimos siete aminoacidos del terminal C de Eb.
5. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la proteina precursora comprende al péptido Ec.

6. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en donde G1 de la proteina precursora es suprimido o
mutado.

7. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en donde P2 de la proteina precursora es suprimido o
mutado.

8. El polipéptido de cualquier reivindicaciéon precedente, en donde E3 de la proteina precursora es suprimido o
mutado.

9. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en donde R36 de la proteina precursora es suprimido o
mutado.

10. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en donde R36 es mutado a alanina.

11. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en donde R37 de la proteina precursora es suprimido o
mutado.

12. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en donde R37 es mutado a alanina.

13. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas la secuencia consenso de
glicosilacion ligada a N NXS/T.

14. El polipéptido de la reivindicacion 3, que comprende ademas los aminoacidos 93-102 de Ea insertados entre los
aminoacidos N95 y T96 de la Eb.

15. El polipéptido de cualquier reivindicacién precedente, que comprende ademas un oligosacarido enlazado
covalentemente a una cadena lateral de aminoacido de la proteina precursora.

16. El polipéptido de la reivindicacién 15, en donde el oligosacarido esta enlazado covalentemente a una cadena
lateral de arginina de la proteina precursora.

17. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, en donde un residuo de la proteina precursora es
reemplazado por un aminoacido no natural.

18. El polipéptido de la reivindicacion 17, en donde el aminoacido no natural comprende un grupo acetileno o azido.

19. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas una fraccion poli(etilenglicol)
unida covalentemente a una cadena lateral de la proteina precursora.

20. El polipéptido de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas un péptido E adicional enlazado al
terminal C de la proteina precursora.

21. Un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 8.

22. Un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 53.
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23. Un polipéptido que comprende, desde el terminal N hasta el terminal C,

una proteina precursora del IGF-1 que comprende un primer péptido Eb, en donde

G1, P2, y E3 se suprimen

R36 y R37 se suprimen,

R71y S72 se suprimen, y

se suprimen los ultimos siete aminoacidos del terminal C del primer péptido Eb;

un segundo péptido Eb, en donde R71, S72, y los ultimos siete aminoacidos del terminal C del segundo péptido Eb
se suprimen; un tercer péptido Eb, en donde R71, S72, y los ultimos siete aminoacidos del terminal C del tercer
péptido Eb se suprimen; y un cuarto péptido Eb, en donde R71 y S72 se suprimen.

24. Una proteina precursora del IGF-2 humano, en donde:

(i) uno o mas de los siguientes residuos de la proteina precursora se suprime o mutan: P4, S5, E6 y R38; y

(i) la escision del péptido E de IGF-2 por una proteasa se reduce mediante la modificacién de la proteina precursora,
en donde la modificacién es la supresién o mutacién del R68 o D69 de la proteina precursora.

25. El polipéptido de la reivindicacion 24, en donde P4 de la proteina precursora se suprime o se muta.

26. El polipéptido de la reivindicacion 24 o la reivindicacion 25, en donde S5 de la proteina precursora se suprime o
se muta.

27. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, en donde E6 de la proteina precursora se
suprime o se muta.

28. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, en donde R38 de la proteina precursora se
suprime o se muta.

29. Un polipéptido de cualquier reivindicacion precedente para uso en terapia.

30. El uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad musculoesquelética, diabetes, muerte celular neuronal, o anemia.

31. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 para uso en el tratamiento de una
enfermedad musculoesquelética, diabetes, muerte celular neuronal, o anemia.

32. El uso del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o una lesién por quemadura.

33. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 para uso en el tratamiento de la
EPOC o una lesién por quemadura.

34. Un acido nucleico que codifica al polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28.
35. Un vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 34.

36. Una célula transfectada con un vector de acuerdo con la reivindicacion 35.
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FIG. 1A
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FIG. 2C
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FIG. 3C
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FIG. 4A
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Isc2 ref NP_908941.1 ratén
AAL34535.1 ratén

IscEb AAX61180.1 ratén
NP_001004384.1 pollo
AAC26006.1 pavo
AAF67202.1 codorniz japonesa
P31462 codorniz japonesa
ABF57993.1 ganso

P33712 pato

ABR02291.1 pato
AARGT268.1 Salmbn
AARGT7267.1 Salmén
ABC54785.1 Esterleto
CAE52916.2 perca

Q02815 trucha

CAR092€67.1 Halibut
ARQ56592.1 bagre
AAY21902,1 carpa
ARPT8926.1 carpa
ABB05519.1 Danio gigante
NP_571900.1 pez zebra
ABH12114.1 succionader chino
ABE03747.1 erizo Barbus
AAT02176.1 pez agua dulce
RACB3443.1 pez dorado
AAAT0330,1 rana
ARK16727.1 besugo

la P16501 rana
XP_001093911.1 macaco Rhesus
KP_001373491.1 zariglieya
ART47735.1 cerdo
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FIG. 7A

SEC ID NO

SEC

GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGY GSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA 1

4 M

+ e +

50 60 70 80 90 100 110

GPETLCGAELVDALQFVCGDRGEY FNKPTGY GSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGLVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGEY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQEVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGRELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGI VDECCFRSCDLRALEMY CAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPOTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLKAAKSA
~===~=~=~LVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSS SRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLKAAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPOTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKSA
GPETLCGRELVDPLQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPOTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGY GSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGEY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGRELVDALQFVCGDRGFY FNK PTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLK PAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGEY FNKPTGYGSSSRRAPOTGIVDECCFRSCOLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAE LVDALOFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALOFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGY GSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAE LVDALQEVCGDRGFY FNKPTGYGS SSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGSY FNK PPGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKRA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKAA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKAR
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCOLRRLEMYCAPLK PAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGPRGFY FNKPTGYGSSIRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCVRCKPTKSA
GPETLCGAELVDALQEVCGPRGFY FNKPTGYGSSIRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGPRGFY FNKPTGYGSS IRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKARA
GPETLCGAELVDALQFVCGPRGFY FNKPTGYGSSIRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKAA
GPETLCGAELVDALQFVCGPRGFY FNKPTGYGSSIRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMY CAPLKPTKAA
GPETLCGAELVDALQFVCGPRGFY FNKPTGYGSSIRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLK PTKAR
GPETLCGAELVDALQEVCGDRGEY FSKPTGYGSSSRRLUHKGIVDECCFQSCDLRRLEMYCAPIKPPKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FSKPTGYGSSSRRLHHKGIVDECCFQSCDLRRLEMYCAPTKPPKSA
GPETLCGAELVDALOFVCGDRGEFY FSKPTGYGSSSRRLEHHKGIVDECC FQSCDLRRLEMYCAPIKPPKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY FSKPTGYGSSSRRLHHKGIVDECCFQSCDLRRLEMYCAPIKPPKSA
GPETLCGAELVDALQEVCGDRGFY FSKPTGY GSSSRRLHHKGIVDECCFQSCDLRRLEMYCAPTKPPKSA
GPETLCGAELVDALOFVCGDRGEY FNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGRELVDALQFVCGDRGFY FSKPTGYGSSSRRLERKGIVDECCFQSCDLRRLEMY CAPIKPPKSA
GPETLCGAELVDTIQFVCGERGFY FSKPTGYGPSSRRSENRGIVDECCFOSCELRRLEMYCAPVKSGKAA
GPETLCGRELVDTLQEVCGERGFY FSKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKSGKAA
GSETLCGAELVDTLQFVCGERGFY FNKPTGYGASSRRPRHRGIVNECCFQSCDLRRLEMYCAPVKPAKAS
GPETLCGAELVDTLOQFVCGERGFYFSKPTGYGPRARRS-~RGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPAKT SKAR
GPETLCGRELVDTLQFVCGERGFYFSKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKSGKRA
GPETLCGAELVDTLQFVCGERGFY FSKPTGYGENARRS -—RGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPAKT SKAA
GPETLCGAELVDTLOFVCGDRGFY FSKPTGYGPNSRRLHNRGIVDECCFQSCELKRLEMYCAPVKSGKAP
GPETLCGRELVDTLQFVCGDRGFY FSKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKPGKTP
GPETLCGAELVDTLOFVCCDRGFY FSKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKPGKTP
GPETLCGAELVDTLQEVCGDRGEY ESKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFOSCELRRLEMYCAPVKTGKTP
GPETLCGRELVDTLQFVCGDRGFYFSKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKTGKS P
GPETLCGAELVDTLQFVCGDRGFYFSKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKPGKAP
GPETLCGAELVDTLQFVCGDRGFYFSKPTGY GPSSRRSHNRGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKPGKTP
GPETLCGAELVDTLOQFVCGDRGFY FNKPAGYGSNSRRSNNYGIVDECCFQSCELRRLEMYCAPVKTGKTP
GPETLCGAELVDTLQEVCCDRGFYFSKPTGYGPNSRRSHNRGIVDECCFOSCELRRLEMYCAPVKPGKTP
GPETLCGAELVDTLOFVCGDRGFYFSKPTGYGSNNRRSHHRGIVDECCFOSCDFRRLEMYCAPAKPAKSA
GPETLCGAELVDTLQFVCGDRGFYFSKPTGYGPSSRRSHNRGIVDECCFOSCELRRLEMYCAPVKTGKTP
GPETLCGAELVDTLQFVCGDRGFYFSKPTGY GSNNRRSHHRGIVDECCFQSCDFRRLEMYCAPAKQAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
GPETLCGRELVDALQFVCGERGFYFSKPTGYGSSSRRLHHTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPIKPAKSA
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGEY FNKPTGY G3SSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA
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FIG. 7B

ABB02295.1 ovela

NP 000609.1 Humano
=== IA Bumanc EAN97695.1
== IB P05019 humano
Feee*= ref NP_999421.1 cerdo
""" CAR35527 cerdo
[*=="* ABG88023.1 cerdo clase 1
=~ ABGES8024.1 cerdo clase 2

E ref NP_001009774.1 oveja

['*="="" CAR33746.1 vaca

[===" P33712 perro

=" IsolB XP_866946.1 perro
[~ Iso2 XP_853117.1 perro
= Iso3 XP_866935.1 perro
~**=** ARB47485.1 Equino

=== XP_001094129.1 macaco Rhesus
[**"=" XP_001156459.1 chimpancé
"""~ Q6GUL6 tigre

=" Q6IVAS panda rojo

F- Q6JLX1 panda gigante
= P17647 cobayo

=" P33712 pato

XP_001093911.1 macaco Rhesus
=" AAT47735.1 cerdo

Isol ref NP_034642.1 ratén
Iso2 ref NP_908941.1 ratén
ARL34535.1 ratén

IscEb ARAX61180.1 ratén

ref NP_849197.1 rata
CAR29436.1 rata

ABL98032.1 venado rojo

] BAB77524.1 cabra

P51457 cabra
j ARAB4B032.1 conejo

¥ 095222 conejo

NP_001004384.1 polle
AAC26006.1 pavo

AAF67202.1 codorniz japonesa
P51462 codorniz japonesa
RBE57993.1 ganse

1 RBA02251.1 pato
XP_001373491.1 zarigieya

ARY21902.1 carpa

sststaseisiiiasesns AAP78026.1 carpa
RBE03747.1 exizo Barbus
ARQS56592.1 bagre

ARCB3443.1 pez dorado
RAEB05519.1 Danio gigante

1 ARK16727.1 besugo
HP_571%00.1 per zebra

BEH12114.1 succicnador chino
ARA6T268.1 Salmén

AAR67267.1 Salmén
Q02815 trucha
| CRE52916.2 perca

¥ cAR09267.1 Halibut

AAT02176.1 pez agua dulce
7 RAA70330.1 rana

la P16501 rana

RECS54785.1 Esterleto
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Mayoria

Ea humano

ref NP _999421.1 cerdo
CAM35527 cerdo
ABG88023.1 cerdo clase 1
ABG88024.1 cerdo cclase 2

ref NP_001071296.1 vaca Hereford

CRA33746.1 vaca

ref NP_001009774.1 oveja
ABB022985.1 oveja
BAB77524.1 cabra

P51457 cabra

P33712 perro

Iso2 XP_853117.1 perro
Is03 XP_866935.1 perro
ARBA7485.1 equino
Xp_001094129.1 macaco Rhesus
QeGULE tigre

Q6IVAS panda rojo

Q6JLX1 panda gigante
ABL98032.1 venado rojo
AAB48032.1 conejo

P17647 cobayo

ref NP_B849197.1 rata
CAA29436.1 rata
RAL34535.1 ratén
NP_001004384.1 pollo
AAC26006.1 pavo
AAF67202.1 codorniz japonesa
P51462 cordoniz japonesa
ABF57993.1 ganso

P33712 pato

AARG67268.1 salmén
AARG67267.1 salmén
RBC54785.1 esterleto
CAE52916.2 percha

Q02815 trucha

CAA09267.1 Halibut
ARQ56592.1 hagre
AAY21902.1 carpa
ARPT8926.1 carpa
BBB05519.1 Danio gigante
NP_571900.1 pez zebra
ABH12114.1 succionador chino
ABE03747.1 erizo Barbus
AAT02176.1 pez agua dulce
AAC83443.1 pez dorado
AART0330.1 rana
ARK16727.1 besugo

la P16501 rana

FIG. 8A

SEC ID NO

RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGSTGNKNYRM 109

— i
T T s

10 20 30
- fom i

RSVRAQRHTDMPKTQKEVHLKNASRGSAGNKNYRM 2

RSVRAQRHTDMPKAQREVHLKNTSRGSSGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGSSGNENYRM
RSVRAQRHTDMPKARKEVHLKNTSRGSSGNENYRM
RSVRAQRHTDMPKARKEVHLRNTSRGSSGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLENTSRCSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPRAQREVHLKNTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNASRGSAGNKTY
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNASRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPRAQKEVHLEKNASRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQREVHLKNTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKTQKEVHLKNASRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNASRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNASRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNASRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPRKAQKEVHLENTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKTQKEVHLKNTSRGSAGNKNYRM
RSVRAQRHTDMPKTQKEVHLKNASRGSAGNKNYRM
RSIRAQRHTDMPKTQKEVHLKNTSRGSAGNKTYRM
RSIRAQRHTDMPKTOREVHLKNTSRGSAGNKTYRM
RS IRAQRHTDMPKTQREVHLKNTSRGSAGNKTYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGNTGNRNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKELHLENTSRGNTGNRNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGNTGNRNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLEKNTSRGNTGNRNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLKNTSRGRTEN
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHLENASRGSAGNKTY
RSVRAQRHTDMPRT PKEVHQKNSSRGNTGGRNYRM
RSVRAQRHTDMPRT PKEVHQKNSSRGNTGGRNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHSKNSSRGNTGNRNYRI
RSVRAQRHTDMPRAPKEVHQKNS SRGNTGGRNYRM
RSVRAQRHTDMPRTPKEVHQKNSSRGNTGGRNYRM
RSVRAQRHTDMPRAPKEVHQKNSSRGTTGGRNYRM
RSVREQRHTDTPKTPKEVHQKNSSRGNTGGRNYRM
RSIRAQRHTDS PKTAKEVHQKNS SRGNTGGRNYRM
RSVRAQRHTDSPRTAREVHQOKNS SRGNTGGRNYRI
RSLRAQRMTDI PRTAREVHQKNSSRGNTGGRNYRM
RSLRAQRHTDIPRTPKEVHQKNSSRGNTGGRNYRM
RSLRAQRHTDI PRTPKDVHQRNSSRGNTGGRNYRM
RSLRAQRHTDS PRTAKEVHQKNSSRGNTGGRNYRI
RSLRAQRHTDITRTAKEVHQKNSSRGITGGRNYRM
RSLRAQRHTDGTRTAKEVHOKNS SRGNTGGRNYRM
RSVRAQRHTDMPKAQKEVHPKNTSRGNTGSRGFRM
RSLRAQRHTDITRTAREVHQRNSSRGNTGGRNYRI
RSVRTQRHTDMPKAQKEVHPKNTSRGNTGSRGFRM
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FIG. 8B

[o——--ss== AAT02176.1 pez agua dulce
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Mayorlia

Eb humano

PO5019 humano

AATAT7735.1 cerdo
AMUS3628.1 vaca de 1la India
AAA03497.1 ganado
AAU93630.1 butalo de agua
AAU93626.1 oveja
XP_B66946.1 perro

Q95222 conejo
XP_001156459.1 chimpancé
XP_001093911.1 mono Rhesus
NP_908941.1 ratén
AAR41214.1 rata
AAX61180.1 ratén

Mayoria

Eb humano

PO5019 humano

AAT47735.1 cerdo
ARUS3628.1 vaca de la India
AAR03497.1 ganado
ARUS3630.1 bufalo de agua
RAU9S3626.1 oveja
MP_B66346.1 perro

Q95222 conejo
XP_001156459.1 chimpancé
XP_001093911.1 mono Rhesus
NP_908941.1 ratén
AARA1214.1 rata

ARX61180.1 ratdn
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FIG. 9A

—---RSVRAQRHTDMEKTQXYQPPS TNKKTHSQRRRKGGPKTHPGGEQKE

4 _— 4

10 20 3o 40 50 &0 0

====RSVRAQRHTIMPKTQKYQPPSTNKNTKSJRA~KGWPE THPGGEQKEGTEASLQT RGKXKEQRRE IGSRNAECRGKK
- ==-RSVRAQRHTDMPKTQKYQPPSTNKNTKSORR - KGWPKTHPGGEQKEGTERS LOTRGKKKEQRREIGSRNAECRGKK
----RSVRAQRHTIMPKAQKYQPPSTNKKTKSORRRKGS--TFEEHK

YOPPSTNKKMKSQRRRKGGPKKRPGGEQKE

HAQGSEGKPARGGGEGRPSS YQPPSTNKKMKSQRRREGGPKKRPGGEQKE

-------------------- YQPPSTNKKMKSORRRHGGPKKHPGGEQKE

YOLPS THKKMKS QRRRKGG PKKHPGGEQKE
-~~-RSVRAQRHTIMPEAQKYHPPSTTRRMKSQRRRKGS - ~TFEECK

- =~ ~RSVRAQRHTIHPKTOKYQPPS TNKKMKSORRRKGS = ~T PREHK

-=-=--RSVRAQRHTIMPETQK(QPPS TNKNTKSQRRRKGGPKTHPGGEQKEGTEAS LQIRGKKKEQRRE IGS RNAECRGKK
--—-RSVRAQRHT DMPRTQKY QP PSTNKNTRSQRRRK GG PKTRPGGEQKEGTEAS LG T RGKKKEQRRE TGS RNARCR KK
---~RSIRAQRHTIMPKTQKS PSLSTRKK TKLORRRKGEPK THPEGEQEEVTEATRK IRGPREKRLG

- ===RSIRACRHTTMPKTOKSQPLS THKKRK LORRRKGESKAHPCEEQEEGAEATOK T RGDRERRES
===~=REIRACFHTIMPKTOKS PSLSTHKN TELOQRRRKGS--TFEEHK
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FI1G. 9B

_:M‘r-l'?135.1 cerdo
XP_B866946.1 perro
=ee==== Q95222 conejo
____:ny_scssu.l ratén
AAX61180.1 ratén
. AAA41214.1 rata
|SEC 1D NO_6_Eb
1 P05019 humano

XP_001156459.1 chimpancé

XP_001093911.1 mono Rhesus
ARU93630.1 bufalo de agua

ARU93626.1 oveja
AAU93628.1 vaca de la India
AAA03497.1 ganado
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Substituciones de Aminodcido (x100)

42



ES 2529261 7T3

FIG. 10A

SEC 1D NO
Mayoria RSVRAQRHTDMPKTQKYQPPSTNEKTKSQRRRKGSTFEEH- 148
—-——t% + #= mmm—m——— +

10 20 30 40

+ Fom e ——— o meowco—- +
Ec humano RSVRAQRHTDMPRTQKYQPPSTNKNTKSQRR-KGSTFEERK 4
EAW97695.1 humano RSVRAQRHTDMPKTQKYQPPSTNKNTKSQRR-KGSTFEER 149
AAR96152.1 humano RSVRAQRHTDMPETQRYQPPSTNKNTKSQRR-KGSTFEER 149
AAT47735.1 cerdo RSVRAQRHTDMPRKAQKYQPPSTNKETKSQRRRRGSTFEEH 150
Ib XP 866946.1 perro RSVRAQRHTDMPEAQEYHPPSTTKEMESQRRREGSTFEEC 151
Q95222 conejo RSVRAQRHTOMPETQRYQPPSTNKKMKSQRRREGSTFEEH 152
XP_001094016.1 mono Rhesus RSVRAQRHTDMPKTQEYQPPSTNKNTKSQRRRKGSTFEER 153
Ib AAX61180.1 ratén RSIRAQRHTDMPRTQRKSPSLSTNKKTKLQRRRKGSTFEEH 154
Isol NP _034642.1 ratén RSIRAQRHTDMPKTQESPSLSTNKKTKLORRRKGSTFEEH 154
Ib A40912 rata RSIRAQRHTDMPKTQKSQPLSTHKKRRLQRRREGSTLEEH 155
Ib A26B59 rata RSIRAQRHTDMPRTQKSQPLSTHRKRELQRRREGSTLEEH 155
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FIG. 10B

AAA96152.1 humano
SeqID No?7 (Ee¢)

EAW97695.1 humano
I| XP_001094016.1 mono Rhesus

ART47735.1 cerdo
_{ Ib XP_B66946.1 perro
- Q95222 conejeo
| Ib RAAX61180.1 ratén
! Isol NP 034642.1 ratén
| Ib R40912 rata
1 Ib A26859 rata
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Mayoria

IGF-2 humano
NP_000603.1 humano
NP_999048.1 cerdo
NP_776512.2 ganado
RP_Q01009311.1 oveja
Isol XP_540785.2 perro
Iso2 XP_B851137.1 perro
Is03 XP 863200.1 perco

XP_421026.2 ave roja selvitica

NP_113699.1 rata
NP _034644.1 ratén
XP 001153640.1 chimpancé

Isol XP_001338042.1 pez zebra
Iso2a NF_001001815.1 pez zebra
Ts02b NP_S571508.1 pez zebra
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FIG. 11B
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FIG. 12B
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