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DESCRIPCION
Proteinas de fusion de RAGE
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere en general a productos finales de glicacion avanzada ("AGE") y de forma
mas especifica a ciertas proteinas de fusion que comprenden el receptor para productos finales de glicacion
avanzada ("RAGE"). Las proteinas de fusion de la invencion se unen a AGE y otros ligandos de RAGE (por ejemplo,
S100 y HMGB1) y composiciones que comprenden las proteinas de fusion de la invencion se pueden usar para el
tratamiento de enfermedades.

Antecedentes

[0002] Los productos finales de glicacion avanzada (AGE) son el resultado de glicacién no enzimatica y oxidacion de
las proteinas. Aparecen en circunstancias relacionadas con el estrés, incluyendo en enfermedades autoinmunes del
tejido conectivo, y se pueden formar en tejido inflamado debido a oxidacion o la ruta de la mieloperoxidasa. AGE se
ha relacionado con una serie de complicaciones relacionadas con la diabetes. Por ejemplo, los cambios
estructurales caracteristicos de la nefropatia diabética, engrosamiento de la membrana basal glomerular y expansion
mesangial, van acompafados por acumulacién de AGE, que conduce a glomeruloesclerosis y fibrosis intersticial. La
infusién prolongada de ratas no diabéticas con AGE ha llevado al desarrollo de cambios morfolégicos similares y
proteinuria significativa. Se ha demostrado que algunos inhibidores de AGE, tales como la aminoguanidina previenen
la nefropatia diabética en modelos de animales diabéticos y se mostrd recientemente que hacen lo mismo en un
ensayo clinico en pacientes diabéticos. Ademas, los AGE son una diana terapéutica bien validada para retinopatia
diabética. Amplios estudios en murino y rata diabéticos han demostrado el beneficio de la inhibicion de la formacion
de AGE en el tratamiento de esta enfermedad.

[0003] La aterosclerosis se acelera de manera significativa en pacientes diabéticos y se asocia con un riesgo mas
elevado de mortalidad cardiovascular y cerebrovascular. Algunos estudios en animales y seres humanos han
sugerido que los AGE desempefian un papel significativo en la formacion y progresion de lesiones aterosclerdticas.
El aumento de la acumulacién de AGE en los tejidos vasculares diabéticos se ha asociado con cambios en la funcion
de células endoteliales, macréfagos, y células del musculo liso.

[0004] Los AGE interactian con receptores de la superficie celular en monocitos, macrofagos, células endoteliales
de la microvasculatura, células del musculo liso, células mesangiales y neuronas. El receptor para productos finales
de glicacién avanzada (RAGE) es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas de receptores de la
superficie celular. RAGE se compone de tres dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina, un dominio
transmembrana, y un dominio citoplasmatico que esta implicado en la sefalizacion. RAGE se une a multiples
ligandos ademas de AGE, incluyendo S100/calgranulinas, anfoterina/HMGB1, y fibrillas de amiloide. RAGE actua a
través de una cascada de sefiales que implica a NF-kB. La expresién de RAGE se regula de forma positiva en
presencia de ligandos de RAGE y esta elevada en articulaciones de objetos con artritis reumatoide (RA).

[0005] RAGE tiene una isoforma secretada que carece de un dominio transmembrana denominado RAGE soluble
(sRAGE). Se ha demostrado que la administracion de sRAGE restablece la curacion de heridas (Goova, et al. (2001)
Am. J. Pathol. 159, 513-525) y suprime la aterosclerosis diabética (Park, et al. (1998) Nat Med. 4 (9): 1025-31). Las
proteinas de fusion que consisten en un elemento de unién a ligando de RAGE y un elemento de inmunoglobulina se
analizan en el documento WO 2004/016229 A2 (Wyeth, Madison, NJ) y en la Publicacién de Sol. de Patente de
Estados Unidos N.° 2006/0057679 A1 (O’'Keefe, T. et al.).

El documento US 2006/078562 también desvela proteinas de fusién que comprenden RAGE.

[0006] Existe una necesidad de nuevos métodos de tratamiento de enfermedades mediadas por AGE, tales como
enfermedades que estan asociadas con una cantidad elevada de AGE. Esta necesidad y otras se satisfacen con la
presente invencion.

Sumario de la invenciéon

[0007] La presente invencidn proporciona una proteina de fusion que comprende al menos un polipéptido que
comprende: (a) una primera secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en los aminoacidos
1-301, los aminoacidos 24-301, los aminoacidos 1-344, o los aminoacidos 24-344 de la SEC ID N°: 6, siendo la
primera secuencia de aminoacidos capaz de unirse a un ligando de RAGE; y (b) una segunda secuencia de
aminoacidos que es un dominio constante de inmunoglobulina IgG4 de cadena pesada humana. En una realizacion,
una proteina de fusién de la invencién puede comprender una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en la SEC ID N°: 6 y la SEC ID N° 8. En una realizacién, una proteina de fusion aislada de la
invencion comprende la SEC ID N°: 6 o la SEC ID N°: 8. En otra realizacién, una proteina de fusién aislada de la
invencion consiste en la SEC ID N°: 6. La presente invencion también contempla moléculas de acido nucleico (por
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ejemplo, Moléculas de ADN o ARN) que codifican las proteinas de fusion de la invenciéon asi como células
hospedadoras que expresan las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas de fusion de la invencion.

[0008] La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una proteina de
fusion de la invencion y un excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0009] La presente invencion es util en métodos para tratar enfermedades mediadas por AGE. Tales enfermedades
incluyen cualquier enfermedad caracterizada por un aumento de la cantidad de AGE en un sujeto, por ejemplo, un
mamifero tal como un ser humano. Algunos métodos para el tratamiento de una enfermedad mediada por AGE
comprenden la administracién, a un sujeto que tiene una enfermedad mediada por AGE, una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica que comprende una proteina de fusién de la invencion.
Algunos ejemplos de enfermedades que se pueden tratar con tales métodos incluyen, pero no se limitan a,
nefropatia diabética, artritis reumatoide, y enfermedades autoinmunes tales como dermatitis, glomerulonefritis, n
esclerosis multiple, uveitis, oftalmia, inflamacién pulmonar autoinmune, diabetes mellitus dependiente de insulina,
enfermedad ocular inflamatoria autoinmune, lupus sistémico eritematoso, resistencia a la insulina, artritis reumatoide,
retinopatia diabética, y esclerodermia. En tales métodos se puede usar cualquier proteina de fusién de la invencion.
Los métodos se pueden poner en practica usando una proteina de fusién que comprenden la SEC ID N°: 6 o la SEC
ID N°: 8. En otra realizacion, los métodos de la invencion se pueden poner en practica usando una proteina de fusion
que consiste en la SEC ID N°: 6.

[0010] La proteina de fusion de la presente invencion es util en métodos para reducir los niveles de ligando unido por
RAGE en un mamifero (por ejemplo, un ser humano) con necesidad de la misma, que comprende administrar al
mamifero una cantidad que reduce el ligando de RAGE de una proteina de fusion de la invencion.

[0011] En ofras realizaciones, la presente divulgacién proporciona un vector de expresidon recombinante que
comprende las secuencias de ADN de la invencién; una célula hospedadora transformada, transducida, o
transfectada con el vector; y un proceso para producir una proteina de fusién, que comprende el cultivo de una
célula hospedadora transformada, transducida, o transfectada con un acido nucleico que codifica una proteina de
fusion de la invencién en condiciones adecuadas para realizar la expresion de la proteina de fusion.

[0012] La presente divulgacion también proporciona composiciones que comprenden la proteina de fusion presente
o fragmentos de la misma. En algunas realizaciones, la invencién incluye composiciones que comprenden la
proteina de fusién presente o fragmentos de la misma a la que se unen, directa o indirectamente, un radioisétopo,
agente de quelacion, toxina, fluorocromo, biotina, epitopos peptidicos tales como etiquetas de his, etiquetas de myc,
0 azucares. Ofras realizaciones de la divulgacion incluyen la proteina de fusion presente fusionada con otra proteina
para los fines de alteracion de la vida media biolégica o variantes de funcién y glicosilacién de la proteina de fusion.

[0013] Estos y otros aspectos de la presente invencion llegaran a ser evidentes después de hace referencia a la
siguiente descripcion detallada.

Breve descripcion de las figuras
[0014]

La Figura 1 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la leucostasis en a un modelo de ratén diabético inducido con estreptozotocina.

Las Figuras 2A-2D son graficos de barras que muestran los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a
modo de ejemplo en la permeabilidad vascular retiniana en diversas capas de retina en a un modelo de ratén
diabético inducido con estreptozotocina.

La Figura 3 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la nitracién de proteinas retinianas en a un modelo de ratén diabético inducido con estreptozotocina.

La Figura 4 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la expresion en la retina de ICAM en a un modelo de ratéon diabético inducido con estreptozotocina.

La Figura 5A es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusiéon de RAGE-lg a modo de
ejemplo en el numero de capilares acelulares observados por mm cuadrado de tejido de retina en ratones
diabéticos después de 10 meses de diabetes. La Figura 5B es un grafico de barras que muestra los efectos de
una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de ejemplo en el nimero de fantasmas periciticos por 1000 células
capilares observadas en ratones diabéticos después de 10 meses de diabetes.

La Figura 6 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en un 50 % de respuesta al umbral de tacto en ratones diabéticos después de 10 meses de diabetes.
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La Figura 7 proporciona un diagrama de flujo que muestra el protocolo experimental del Ejemplo 3.

La Figura 8 es un grafico de lineas que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-lg a modo de
ejemplo en los pesos de los animales de ensayo en un modelo de ratén con artritis inducida por colageno de tipo
Il.

La Figura 9 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la incidencia de artritis en un modelo de ratén con artritis inducida por colageno de tipo .

La Figura 10 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en el inicio de artritis en un modelo de ratén con artritis inducida por colageno de tipo |II.

La Figura 11 es un grafico de lineas que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la incidencia de artritis como una funcién del tiempo en un modelo de ratén con artritis inducida por
colageno de tipo .

La Figura 12 es un grafico de lineas que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la gravedad de la artritis como una funcién del tiempo en un modelo de ratén con artritis inducida por
colageno de tipo .

La Figura 13 es un grafico de lineas que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en el numero de patas artriticas observadas como una funcién del tiempo en un modelo de ratén con
artritis inducida por colageno de tipo |II.

La Figuras 14A-14D son fotomicrografias que muestran los efectos de una proteina de fusién de RAGE-Ig a
modo de ejemplo en la morfologia de las articulaciones como una funcion del aumento de cantidades de la
proteina de fusion en un modelo de raton con artritis inducida por colageno de tipo |l.

La Figura 15 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en sinovitis (barras de color negro) y pannus (barras de color gris) en un modelo de ratén con artritis
inducida por colageno de tipo Il.

La Figura 16 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en erosién marginal (barras de color negro) y cambios estructurales (barras de color gris) en un modelo
de ratén con artritis inducida por colageno de tipo Il

La Figura 17 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la puntuacion total de artritis histolédgica en un modelo de ratén con artritis inducida por colageno de
tipo 1.

La Figura 18 es un grafico de barras que muestra los efectos de una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de
ejemplo en la pérdida de proteina en una matriz de la articulacién en un modelo de raton con artritis inducida por
colageno de tipo .

La Figuras 19A-19D son fotomicrografias de secciones tefiidas con azul de toluidina que muestran los efectos de
una proteina de fusion de RAGE-Ig a modo de ejemplo en la pérdida de proteina de la matriz de la articulacion
en un modelo de ratén con artritis inducida por colageno de tipo Il.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

[0015] Como se usa en el presente documento, las expresiones "receptor para producto final de glicacion avanzada"
o RAGE se refiere a proteinas que tienen secuencias de aminoacidos que son basicamente similares a las
secuencias nativas de aminoacidos de RAGE de mamifero y funcionan para unir uno o mas ligandos de RAGE de
una manera especifica de ligando-receptor. Las expresiones "producto final de glicacion avanzada" y "AGE" se
refieren a un grupo heterogéneo de moléculas formadas a partir de la reaccién no enzimatica de azucares
reductores con grupos amino libre de proteinas, liquidos y acidos nucleicos como se ha descrito anteriormente.

[0016] Como se usa en el presente documento, un "dominio de unién a ligando de RAGE" o "RAGE-LBD" se refiere
a cualquier proteina de RAGE de mamifero o cualquier parte de una proteina de RAGE de mamifero que retiene la
capacidad de unirse a un ligando de RAGE de una manera especifica de ligando-receptor. De forma especifica, sin
limitacién, un dominio de unién a ligando de RAGE incluye un polipéptido que tiene uno o mas dominios
extracelulares de una proteina de RAGE transmembrana. Con referencia a la Tabla 6, un RAGE-LBD adecuado
puede comprender al menos los aminoacidos 1-99, o los aminoacidos 24-99, o los aminoacidos 1-208, o los
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aminoacidos 24-208, o los aminoacidos 1-301, o los aminoacidos 24-301, o los aminoacidos 1-344, o los
aminoacidos 24-344 de la SEC ID N°: 6.

[0017] EI término "aislado", como se usa en el contexto de la presente memoria descriptiva para definir la pureza de
la proteina de fusién, se refiere a que la proteina esta basicamente libre de otras proteinas con las que se asocia
durante la produccion, incluyendo sin limitacion, basicamente libre de otras proteinas presentes durante la expresion
de la proteina de fusién en un medio de cultivo celular. Por ejemplo, una proteina aislada de la invenciéon puede
comprender un 1-25 %, 20-25 %, 15-20 %, 10-15 %, 5-10 %, 1-5 % o menos de aproximadamente un 2 % en masa
de restos de contaminantes de proteina de procesos de produccion. Las composiciones que comprenden proteinas
aisladas de la invencion, sin embargo, pueden contener otras proteinas afadidas como estabilizantes, vehiculos,
excipientes o agentes coterapéuticos.

[0018] Como se usa en el presente documento, "proteina” y "polipéptido" se usan indistintamente.

[0019] Como se usa en el presente documento "tratamiento de" una enfermedad o trastorno se refiere a una mejora
de al menos un signo o sintoma de la enfermedad o trastorno del sujeto.

[0020] La expresion "acido nucleico”" se refiere a polinucledtidos tales como acido desoxirribonucleico (ADN), vy,
cuando sea apropiado, acido ribonucleico (ARN). También se deberia entender que la expresiéon incluye, como
equivalentes, analogos de cualquiera de ARN o ADNc preparados a partir de analogos de nucleétido, y, cuando se
pueda aplicar a la realizacion que se esta describiendo, polinucleétidos mono (sentido o anti sentido) y bicatenario.

[0021] EI término "0" se usa en el presente documento se usa para hacer referencia, y se usa indistintamente con, el
término "y/0", a menos que el contexto lo indiqué claramente de otro modo.

[0022] La expresion "porcentaje idéntico" se refiere a una identidad de secuencia entre dos secuencias de
aminoacidos o entre dos secuencias de nucledtidos. El porcentaje de identidad se puede determinar por
comparacion de una posicion en cada secuencia que se puede alinear para fines de comparacion. La expresion
como un porcentaje de identidad se refiere a una funcion del numero de aminoacidos o acidos nucleicos idénticos en
posiciones compartidas por las secuencias comparadas. Se pueden usar diversos algoritmos y/o programas de
alineacion, incluyendo FASTA, BLAST, o ENTREZ. FASTA y BLAST estan disponibles como una parte del paquete
de analisis de secuencias GCG (Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), se pueden usar con, por ejemplo,
ajustes por defecto. ENTREZ esta disponible a través del Centro Nacional para Informacion Biotecnoldgica,
Biblioteca Nacional de Medicina, Instituto Nacional de Salud, Bethesda, Md. En una realizacién, el porcentaje de
identidad de dos secuencias se puede determinar con el programa GCG con una ponderacion de hueco de 1, por
ejemplo, cada hueco de aminoacido se pondera como si fuera una sola falta de emparejamiento de aminoacido o
nucledtido entre las dos secuencias.

[0023] La identidad de secuencia se puede determinar por comparacion de una secuencia de referencia o una
subsecuencia de la secuencia de referencia en una secuencia de ensayo (por ejemplo, una secuencia de
nucledtidos, una secuencia de aminoacidos, etc.). La secuencia de referencia y la secuencia de ensayo se alinean
de forma éptima con respecto a un nimero arbitrario de restos denominado ventana de comparacién. Para obtener
la alineacion 6ptima, en la secuencia de ensayo se pueden introducir adiciones o supresiones, tales como huecos. El
porcentaje de identidad de secuencia se calcula mediante la determinacién del nimero de posiciones en las que
esta presente el mismo resto en ambas secuencias y dividiendo el nimero de posiciones de emparejamientos con la
longitud total de las secuencias en la ventana de comparacion y multiplicando por 100 para dar el porcentaje.
Ademas del numero de posiciones de emparejamiento, el nUmero y tamafio de los huecos también se considera en
el calculo del porcentaje de identidad de secuencia.

[0024] Por lo general, la identidad de secuencia se determina usando programas informaticos. Un programa
representativo es el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) accesible al publico en el Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este programa compara segmentos en
una secuencia de ensayo con secuencias en una base de datos para determinar la significancia estadistica de los
emparejamientos, a continuacion identifica e informa solamente de esos emparejamientos que son mas significativos
que un nivel de umbral. Una versién adecuada del programa BLAST es una que permite huecos, por ejemplo, la
version 2.X (Altschul, et al., Nucleic Acids Res 25 (17): 3389-402, 1997). Algunos programas adecuados adicionales
para identificar proteinas con identidad de secuencia con respecto a las proteinas de la invencion incluyen, pero no
se limitan a, PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST, Zhang, et al., Nucleic Acids Res 26 (17): 3986-90, 1998) y PSI-
BLAST (Position-Specific lterated BLAST, Altschul, et al., Nucleic Acids Res 25 (17): 3389-402, 1997). Los
programas estan disponibles al publico en la pagina web del NCBI mencionado anteriormente y se pueden usar con
los ajustes por defecto para determinar la identidad de secuencia de acuerdo con la invencion.

Proteinas de Fusion

[0025] La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, proporciona una proteina de fusion aislada
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que comprende al menos un polipéptido que comprende: (a) una primera secuencia de aminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en los aminoacidos 1-301, los aminoacidos 24-301, los aminoacidos 1-344, o los
aminoacidos 24-344 de la SEC ID N° 6, siendo la primera secuencia de aminoacidos capaz de unirse a un ligando
de RAGE; y (b) una segunda secuencia de aminoacidos que es un dominio constante de inmunoglobulina IgG4 de
cadena pesada humana.

[0026] Las proteinas de fusion de la invencion, como se define en las reivindicaciones, pueden comprender una o
mas secuencias de aminoacidos ademas de un dominio de unién a ligando de RAGE y un dominio constante de
IgG4. Por ejemplo, una proteina de fusion de la invencion como se define en las reivindicaciones puede comprender
una secuencia conectora que se puede insertar entre el dominio de unién a ligando de RAGE y la secuencia de IgG.
Las proteinas de fusién de la invencion como se define en las reivindicaciones pueden comprender una o mas
secuencias de etiqueta, por ejemplo, secuencias de etiqueta de purificacion tales como 6-Histidinas. Las proteinas
de fusion de la invencion como se define en las reivindicaciones pueden comprender uno o mas epitopos
reconocidos por anticuerpos disponibles en el mercado, por ejemplo, c-myc (EQKLISEEDL, SEC ID N°9) y
hemaglutinina (YPYDVPDYA, SEC ID N°: 10) derivada de una etiqueta de epitopo de la proteina hemaglutinina de la
gripe.

[0027] En la practica de la invencion se puede usar cualquier region de Fc de IgG adecuada como se define en las
reivindicaciones, preferentemente, de una molécula de IgG4, por ejemplo, los restos 149-473 de aminoacidos del n.°
AAH25985 de registro en GenBank. Una regién de IgG para uso en la presente invencion puede ser una region de
Fc de IgG4 y puede comprender una o mas de las regiones CH2 y CH3 de la molécula de 1gG4.

[0028] La Tabla 1 proporciona la secuencia de nucledtidos de una secuencia genética de proteina de fusion de Fc
de RAGE-IgG4 humana.
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Tabla 1: Secuencia Genética de Fusién Humana de Fc de RAGE-1gG4 {SEC ID N®: 1}.

ATGECAGCCGEAACAGCAGTTGEAGCC TG TGCTGGTCCTCAGTCTETCGGEEECAGTAGTAGETGCTCA
ARMCATCACAGCCCGGATTGECGAGCCAC TG TGC TGAAGTGTAMGGGEGECCCCCARGARRCCRACCCCAGT
GGCTGGAATGCARRCTEARCACAGGCCEGACAGAACCC TEGAAGGTCCTGTC TOCCCAGGGAGGAGECCCC
TGGGACAGTGTGGCTCGTGTCCTTCCCARCGGC TCCCTC TTCC T TCCGEC TG TCGGGATCCAGGATGAGGS
GATTTTCCGGTGCCAGGCAATGRACAGGAATEGARMGEAGACCARGTCCAACTACCGAGTCCGTGTCTACC
AGATTCC T GEGARGLCAGARATTGTAGAT TCTGCC TC TGAACTCACGGC TEGETGTICCCAATAAGE TGGGE
ACATGTGTGTCAGRGGGRAGC TACCCTGCAGGGRCTCTTAGCTGGCACT TGEGATGEGAMGCCCCTCGTGCC
GRATGAGARGGGRGTATCTGTGARAGGAACAGACCAGGAGACACCCTGAGACAGEGUTC TTCACACTGCAGT
CEGAGCTAATGGTGACCCCAGCCCGEGEAGGAGATCCCCEGTCCCACCTTCTCCTGTAGCTTCAGCCCAGGE
CTTCCCCGACACCGGECCTTGCGCACAGCCCCCATCCAGCCCCGTGTCTGGGAGCCTETGCCTCTGGAGGA
GETCCAATTGETGETGGAGCCAGARAGGTEGAGCAGTAGC TCCTGGTEGARCCGTARCCC TGACCTGTGRAG
TCCCTGCCCAGCCCTC TCCTCARATCCAC TGGATGARGGATGETGTGCCCTTGCCCCTTCCCCCCAGCCCT
GIGCTGATCC TCCCTGAGATAGGGCCTCAGGACCAGGGAACCTACAGCTGTGTGGCCACCCATTCCAGCCA
CGGEGECCCCAGGARRGCCGTGCTGTCACCATCAGCATCATCGAACCAGGUGAGGAGEGEGCCAACTGCAGGCT
CTGTGGEGAGGATCAGEGCTGEEAAC TCTAGCCCTEGUCGC TTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTG
GCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGLCCTGEECTGCC TG TCAAGGACTACTTCCCCGA
ACCGGTGACGETGTCGTGGARCTCAGGCGCCCTGACCAGCGGLGTGCACACC TTOCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGRCTCTACTCCC T CAGCAGCETGG TEACCETECCC TCCAGCAGCTTGEECACGARGACCTACACC
TGCARCGTAGATCACARGCCCAGCAACACCAACETEEACAAGAGRAGTTGAGTCCARLTATGGTCCCCCATG
A TCA TGO CAGCACCTGAGT TCC TEEGEGGACCATCAGTCTTCCTETTCCCCCCARAMCCCARGGACE
T TCATGATCTCCOGEACCCCTCGASGTCACGTGCETEE TG TGGACGTGAGCCAGEAAGACCCCGAGETC
CAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCETGGAGGTGCATARTGOCAAGRAC A AGCCGUGEGAGGAGCAGTTCARA
CAGCACGTACCE TG TG T AT TCACCGTCC TECACCAGGAC TEGC TEARCGGCARGGAGTACALGT
GCAAGGTCTCCAACARAGECCTCCCGTCC TCCATCGAGAARACCATC TCCAAAGCCARAGGECAGCCCCGA
GRGCCACAGSTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGRAGATGACCAMGARCCAGGETCAGCCTGACCTGCCT
GETCARAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGEAGAGCAATGEGCAGCCGGAGARCARCTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC TC TACAGCAGGC TAAMC CGTGGACAAGAGC
ACGTGECAGGAGEEEAATCTCTTCTCATGC TCCGTGATGCATGAGGC TC TGCACAACCAC TACACACAGAR
GAGCCTCTCCCTGTCTCTCGGGARATGA

[0029] EI texto en negrita es la secuencia de codificacion para la secuencia sefial de RAGE, el texto normal es la
secuencia de codificacion para RAGE humano, y el texto subrayado es la secuencia de codificaciéon para la region
5 de Fc de IgG4.
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Tabla 2: Secuencia de aminoacidos de una proteina de fusion humana de Fe de RAGE-lgG4 {SEC

ID N 2).
MARGTAVGAW VLVLSLWGAY VGAQNITARI GEPLVLKCKG APKKPPQRLE 50
WKLNTGRTER WKVLSPQGGG FWDSVARVLF NGSLFLEAVG IQDEGIFRCQ 100
AMNRHGEETE SNYRVRVYQT PGKPEIVDSA SELTAGVENK VGTCVSEGSY 150
PAGTLSWHLD GHPLVPNEKG VSVKEQTRRH PETGLFTLOS ELMVTPARGG 200
DPRPTFSCSF SPGLPRHRAL RTAPIQPRVW EPVELEEVQL VVEBEGGAVA 250
PGGTVTLTCE VEAQPSPQIH WMKEDGVPLEL PPSPVLILEE IGPOQDQGTYS 300
CVATHSSHGP QESRAVSISI IEPGEEGPTA GSVGGSGLGT LALRRSTEGP 350
SVFPLAFCSR STSESTAALG CLVKDYFFPEP VTVSWNSGAL TSGVHTFPAV 400
LOSSGLYSLS SVVTVESSSL GTETYTCHNVD HEFSNTEVDE FVESKYGEEPC 450
PSCPAPEFLG GPSVFLFPPK PKDTLMISRT PEVTCVVVDV SCEDPEVQFN 500
WYVDGVEVHN RETEPREEQF NSTYRVVSVL TVLHODWLNG KEYECKVSNE 550
GLPSSIEKTI SKAKGOPREP OVYTLPPSOE EMTKNQVSLT CLVKGFYPSD 600
IAVEWESNGQ PENNYKTTPP WVLDSDGSFFL YSRLTVDKSR WOEGHNVFSCS 650
VMHEALHNHY TQKSLSLSLG K 671

[0030] El texto en negrita es la secuencia de aminoacidos para la secuencia sefial de RAGE, el texto normal es la
secuencia de aminoacidos para RAGE humano, y el texto subrayado es la secuencia de aminoacidos para la region
5 Fcde IgG4.

Tabla 3: Secuencia Genética de Fusién Humana de Fc de RAGE-Conector -lgG4 (SEC ID
Ne: 3).

ATGGCAGCCGEAACAGCAGTTGEAGCCTGGETGCTGETCC TCAGTC TG TGEEEEGCAGTAGTAGGTGCTCA
ARRCATCACRGCCCGGATTGECGAGCCAC TG TGC TGARAGTG TAAGGGEEGCCCCCARGAARCCACCCCAGT
CECTEGAATGGAAAC TGAACACAGGCCEGACAGRAGCCTGGAAGGTCCTGTC TCCCCAGGGAGEAGECCCC
TEGGACAGTGTGECTCGTGTCCTTCCCARCGGC TCCCTCTTCC T TCCGGEC TG TCGEGATCCAGGATGAGEE
GATTTTCCGGTECCASGCARTGARCAGGRATGGARAGGAGRACCAMGTCCARCTACCGAGTCCGTGTCTRCC
AGATTCCTGGGAAGCCAGARATTGTAGATTCTGCCTC TGARC TCACGGCTGG TGTTCCCAATAAGGTGHGE
ACATGTGTGTCAGAGGEARGC TACCCTGCACGGEACTCTTAGC TGGCACTTGGATGEEARAGUCCCCTEGTGLC
GAATGAGAAGGGAGTATC TGTGAAGGARCAGACCAGGAGACACCCTGAGACAGGGCTCTTCACACTGCAGT
CeGAGCTAATGGTGACCCCAGCCCGEEEAGGAGATCCCCGTCCCACCTTCTCCTGTAGCT TCAGCCCAGET
CTTCCCOGACACCGEGCCTTGCGCACAGCCCCCATCCAGUCCCG TG TCTGGGAGCC TG TGCCTC TGGAGGA
GGTCCART TGGTGGTOGAGCCAGARGGTGEAGCAGTAGCTCCTGEGTEGAACCETARCCCTGACCTETGARG
TCCCTGCCCAGCCCTCTCCTCARATCCACTGEATGAAGGATGETGTGCCCTTGCCCCTTCCCCCCAGCCCT
GTGCTGATCCTCCCTGAGATAGGGCCTCAGGACCAGGGAACCTACAGC TG TGTGGCCACCCATTCCAGCCA
COGGCCCCAGGARAGCCGTGCTGTCAGCATCAGCATCATCGAACCAGGCGAGGAGGGGCCAACTGCAGECT
CTGTGGGAGGATCAGGGCTOGGARCTC TAGCCCTEGCCEETACGCGEC TCCGGAAGTCGGGCTTCCACCAMG
GGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGECECCCTECTCCAGGAGCACC TCOCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGOCT
GETCAAGGRACTAC T TCCCCGARCCEGTGACGETETCETGGAAL TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACA
CCTTCCCGGC TG TCCTACASTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTEGETGACCGTGCCCTCCAGCAGT
TTGCECACGARGRCCTACACCTGCAACGTAGATCACARGUCCAGCARCACCARGG TGGACARGAGAGTTGA
GToCAAATATGETCCCCCATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTEEEGEEGACCATCAGTCTTCCTGT
TCCCCCCAA AR CCCARGEACAC T TCATGATC TCCCGGACCCC TGAGE TCACGTGCGTGGTGETGGACGTG
AGCCAGGAAGACCCCEAGETCCAGTTCAAC TG TACGTGEATGGLGTGEAGGTGCATAATGCCARGRCARR
GCCGLGGEAGGAGCAGT TCARCAGCACGTACCE TG TG TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTEGD
TGAACGECAAGCAGTACAACTGCARCEGTCTCCARCAAMGGCCTCCCGTCCTCCATCCAGARRACCATCTCC
ARRGCCAARGGECAGCCCCGAGAGCCACAGG TG TACACCC TECCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCARGAR
CCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTEEAGTGGGAGAGCARATE
GECAGCCEGAGAACARCTACAAGACCACGCCTCCCG TG TGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGT
A TARCCGTGGACARGACCAGE TGECAGGAGGGEAR TG TC T TCTCATCCTCCETGATGCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTCOGGAAATGA

[0031] EI texto en negrita es la secuencia de codificacion a la secuencia sefial de RAGE, el texto normal esta
10 secuencia de codificacion para el RAGE humano, el texto con doble subrayado es la secuencia de codificacion para
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Tabla 4: Secuencia de aminoacidos de una proteina de fusion humana de Fc de
RAGE-ConectorldgG4 {SEC ID N 4).

MARGTAVGAW
WELNTGRTEA
AMNRNGKETEK
PAGTLSWHLD
DPRPTEFSCSFE
BGGTVTILTCE
CVATHSSHGF
GASTKGEPSVE

VLVLELWGAV
WEVLSPQGGG
SNYRVEVYQTI

GKPLVPNEEG-

SPGLPRHRAL
VERAQESPQIH
QESRAVSISI
PLAPCSRSTS

VGAQNITARI
EWDSVARVLP
EGKPEIVDSA
VSVEEQTREH
RTAPIQPRVHW
WHMEDGVELPL
IEPGEEGFTA
ESTAALGCLV

GEPLVLECEG
NGELFLPAVG
SELTRAGVPNE
PETGLETLQS
EPVPLEEVQL
PPSEVLILPE
GSVGGSGLGT
KDYFPERVTV

APKKPPQRLE
IQDEGIFRCQ
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
IGPQDOGTYS
LALAGSGSGS
SWNSGALTSG

VHTFFAVLOS

SGLYSLSSVV

TVPS5S5LGTH

TYTCHVDHEPR

SNTEVDERVE

SEYGFPPCPSC

PAPEFLGGPS

VEFLFEFPEFED

TLMISETPEWV

TCVVVDVSQE

DPEVQENWYV

DGVEVHNART

KPREEQFNST

YRVVSVLTVL

HODWLNGKEY

KCEVSNEGLP

SSIEKTISEA

KGQPREPQVY

TLPESQEEMT

KNOVSLTCLV

EGEYFSDIAV

EWESNGOPEN

NYKTTEPPVLD

SDGSFFLYSR

LTVDKSRWOE

GNVFSCSVMH

EALHNHYTQK

SLSLSLGK

el conector peptidico, y el texto individual subrayado es la secuencia de codificacion para la regiéon de Fc de IgG4.

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
678

5 [0032] El texto en negrita es la secuencia de aminoacidos para la secuencia sefial de RAGE, el texto normal es la
secuencia de aminoacidos para RAGE humano, el texto con doble subrayado es la secuencia de aminoacidos para
el conector peptidico, y el texto individual subrayado es la secuencia de aminoacidos para la regién de Fc de IgG4.
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Tabla 5: Secuencia Genética de Fusion Humana de Fc de variante de RAGE-lgG4 (SEC 1D
N°: 5).

ATGGCAGCCGEGARCAGCAGT TEGAGCCTGEETGCTGGTCC TCAGTC TG TGGEGEGCAGTAGTAGGTGC TCALARC
ATCACAGCCCGGATTGGCGAGCCACTGGTGCTGARGTGTRAGGGGGCCCCCAAGAARCCACCCCAGCGGCTGGAR
TGGARACTGAACACAGGCCGGACAGAAGC TTGGARGGTCCTGTCTCCCCAGGGAGGAGECCCCTGGEACAGTGTG
GCTCGTGTCCTTCCCARCGGCTCCCTCTTCC TTCCGGC TGTCGGGATCCAGGATGAGGGGATTT TCCGGTGCCAG
GCARTGAACAGGAATGGARAGGAGACCAAGTCCAACTRACCGAGTCCGTGTCTACCAGATTCCTGGGARGCCAGAR
ATTGTAGATTCTGCCTCTGRACTCACGGCTGGTGTTCCCARTAAGGTGEGGACATGTETGTCAGAGGGRAAGCTAC
CCTGCAGGGACTCT TAGCTGECACT TGGATGGGAAGCCCCTGGTGCCGAATEGAGAAGGGAGTATC TG TGAAGGAR
CAGACCAGGAGACACCCTGAGACAGGGC TCTTCACACTGCAGTCGGAGCTAATGETGACCCCAGCCCGGEGAGGA
GATCCCCGTCCCACCTTCTCCTGTAGCT TCAGCCCAGECCTTCCCCGACGCCGEELCTTGCACACAGCCCCCATC
CAGCCCCGTETC TEGEAGCCTETGCCTCTGGAGGAGETCCAATTGETGGTGGAGCCAGARGGTCCGAGCAGTAGCT
CCTGETGEARCCGTARCCCTEACCTETGRAAGTCCCTGCCCAGCCCTCTCC TCAARTCCACTGGATGAMGGATGET
GTGCCCTTGCCCCTTCCCCCCAGCCCTGTGCTGATCCTCCCTGAGATAGGGCC TCAGGACCAGGGAACC TACAGT
TEIGTGGCCACCCATTOCCAGCCACGEGCCCCAGGARAGCCGTGCTGTCAGCATCAGCATCATCGARCCAGGCGAG
GAGGGGCCARCTGCAGGC TC TG TEGGEAGGATCAGGGCTGEGAACTCTAGCCCTGGCCGCTTCCACCAAGEGCCCA
TCCGTCTTCCCCCTGGOGCCCTGLTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGEECTCCCTGGTCARGGAC
TACTTCCCCGARCCGGTGACGGTGTCGTGGAAC TCAGGCGCCCTGACCAGCGECGTGCACACCTTCCCGGCTGTC
CTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGEGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGEGGCACGARGACCTAC
ACCTECARCGTAGATCACARAGCCCAGCARCACCAACGTGGACARGAGAGTTGAGTCCARLTATGGTCCCCCATGE
CCATCATGCCCAGCACCTCAGTTCC TGEGEGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAARACCCARGGACACTCETC
ATGATCTCCCGGACCCCTGRAGETCACGTGUGTGGTGETGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGETCCAGTTCAAC
TG TACGTEGATGECETEEAGGTECATAATGCCARGACARAGCCECEEGAGGAGCAGT TCARCAGCACGTACCGT
GTEGETCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC TGAACGGCARGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCARCARAD
GECCTCCOGTCCTCCATCCAGAAAACCATC TCCARRGCCARAGGECAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTS
CCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAMCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAMGGCTTCTACCCCAGCGAC
ATCGCCGTGEACTGEGAGAGCARTCGECAGCCCGEAGAACARC TACAAGACCACGCCTCCOCGTGC TGGACTCCGAC
GECTCCTTCTTCC TCTACAGC AGGC TAACCETEGACAAGAGCACGTGECAGEGAGGEGAATETCTTCTCATGCTCC
GTGATGCATGAGGC TCTGCACARCCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC TCGGGARATGR

[0033] El texto en negrita es la secuencia de codificacion para la secuencia sefial de RAGE, el texto normal es la
secuencia de codificacion para variante de RAGE humano, las letras con subrayado ondulado en negrita son sitios

5 de las mutaciones puntuales introducidas en la secuencia de hRAGE variante, y el texto subrayado es la secuencia
de codificacion para la region Fc de 1gG4.
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Tabla 6: Secuencia de aminoacidos de una proteina de fusion humana de Fc de

ES 2 564 634 T3

variante de RAGE-lgG4 (SEC ID N°: 6).

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

MARAGTAVEAW
WELMNTGRTEA
AMMEMNGEETH
PAGTLSWHLD
DPRPTFSCSE
EGGTVTLTCE
CVATHSSHGE
SVFPLAFPCSR

VLVLSLWGAV
WEVLSPQGGG
SHYRVRVYQT
GKPLVENEKG
SPGLPFRRRAL
VPRAQPSFQIH
QESRAVSISI
STSESTAALSG

VGAQNITARI
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
HTAPIQPRVIA
WMKDGVPLPL
1EPGEEGPTA
CLVEDYFFEFP

GEPLVLECKG
NGSLELPAVG
SELTAGVPNEK
FETGLFTLQS
EPVEPLEEVQL
FPPSFVLILPE
GEVGGSGLGT
VIVSHNSGAL

AFPKEPPORLE
IQDEGIFRCO
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGG
VVEPEGGAVA
IGPQDOGTYS
LALARASTEGE
TSGEVHTEPAV

LOS5GLYSLS

SVVTVPSS5SL

GTETYTCHVD

HEPSNTEVDR

RVESKYGPFC

PSCPAFPEFLG
WYVDGVEWVHN

GEFSVFLFFFPK
AKTKFREEQF

PEDTLMISET
HSTYRWVWEVL

FPEVTCWVVVDV
TVLHODWLNG

SQEDFEVQEN
KEYECKEVSNE

GLESSIERTI

SKAKGOQPREFP

OVYTLPPSQE

EMTENQVSLT

CLVEGEYPSD

IAVEWESNGD

FENNYKTTEP

VLDSDGSEEL

YSRLTVDESR

WOEGNVESCS

UMHEALHNHY

TOKSLSLSLG

E

[0034] EI texto en negrita es la secuencia de aminoacidos para la secuencia sefial de RAGE, el texto normal es la
secuencia de aminodacidos para variante de RAGE humano, las letras con subrayado ondulado en negrita son sitios

5 de mutaciones puntuales introducidas en la variante de hRAGE, y el texto subrayado es la secuencia de
aminoacidos para la region Fc de IgG4.
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Tabla 7: Secuencia Genética de Fusion Humana de Fc de variante de RAGE -ConectorlgG4 (SEC

ID N°: 7).

ATGGCAGCCGGARCAGCAGTTGGAGCCTGEETGCTGE TCCICAGTC TG TGEGGGGCAGTAGTAGGTGCTCARARD
ATCACAGCCCGGATTGGCGAGCCACTGG TG TGARGTGTARGGGGGCCCCCAAGARACCACCCCAGCGGCTGGAR
TGGAARCTEARCACAGGCCGGACAGARGCTTGGAAGGTCCTGTCT CCCCAGGGAGGAGGCCCCTGGEEGACAGTGTG
GoTCGTG T T T AACGGC TCCCTCTTOC TTCCGGL TG TCGGGATCCAGGATGAGGEGATTTTCCGGTGOCAG
GCAATGAACAGGAATGGAAAGGAGACCARGTCCARCTACCGAGTCCGTGTCTACCAGATTCC TGGGAAGCCAGAR
ATTGTAGATTC TGCCTCTGAACTCACGECTGGTGTTCCCARTARGETGEEEACATGTGTGTCAGAGGGAAGCTAC
CCTGCAGGGRCTCTTAGC TGGCAC T TGGATGGGARGCCCCTGETECCEAATGAGANMGGERAGTATCTGTGARGGAR
CAGACCAGGAGACACCCTGAGACAGEGCTCTICACACTGCAGTCGGAGC TAATGGTGACCCCAGCCCGGGGAGGA
GATCCCCGTCCCACCTTCTCC TG TAGCTTCAGCCCAGGCCTTCCCCGRACGCCGGGCCTTGCACACAGCCCCCATC
CAGCCCCGTETCTGEGAGCC TETGLCTC TGGAGGAGGTCCARTTGGTGETGGAGC CAGARAGGTGGAGCAGTAGCT
CCTGGTGGARCCGTAACCCTGACCTGTGARGTCCCTGCCCAGCCCTCTCCTCARATCCACTGGATGAAGGATGGT
GTGCCCTTGCCCCTTCCOCCCAGCCCTG TG TGATCCTCCCTGAGATAGGGCCTCAGGACCAGGGARCCTACAGT
TGTGTGGCCACCCATTCCAGCCACGEECCCCAGGARAGCCGTECTGTCAGCATCAGCATCATCGARCCAGGCGAG
GAGGGECCARCTGUAGGCTCTGTGGEAGGATCAGGGCTGEGAACTCTAGCCCTEGECCEETAGCEECTCCEGRARAGT
GEGECTTCCACCARGEGGCCCATCOGTCTTCCCCC TGECGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCOGAGAGCACAGCCGCE
CTGGEGCTECC TG TCARAGGAC TACTTCCCCGARCCGGTGACGGTEGTCGTGEAACTCAGGCCCCCTGACCAGCGGE
GTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTC TACTCCCTCAGCAGCGTGETGACCCTGCCCTCCAGT
AGCTTGGECACGAAGACCTACACCTEGCAACGTAGATCACARAGCCCAGCARCACCAAGGTGGACARGAGAGTTGAG
TCCAAATATEGTCCCCCATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGEEGGACCATCAGTCTTICCTGTTCCCC
CCARAACCCAAGGRCACTCTCATGATC TCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGLGTGETGETEGACGTGAGCCAGGAN
GACCCCGAGETCCAGT TCARC TGETACGTGGATGECGTGEAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGRAG
CAGTTCARCAGCACGTACCETGTEGTCAGCGTCCTCACCGTCC TGCACCAGGACTGGC TGAACGGCARGGAGTAC
AAGTECARGGTCTCCAACARRGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGARRACCATCTCCARAMGCCAARAGGGCAGCCCCGA
GAGCCACAGGTGTACRCCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCARGARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTC
AAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCETGGAGTCECAGAGCARTGGGCAGCCGGAGARCARCTACARGACCACS
T C G TEC TGGAC TCCGACGGC TCCTTC TTCC TC TACAGCAGGC TARCCETEGACALGAGCAGETGGCAGGAG
GGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGARGAGCCTCTCCCTGTCT
CTCCGGARRTGA

[0035] El texto en negrita es la secuencia de codificacion para la secuencia sefial de RAGE, el texto normal es la
secuencia de codificacion para variante de RAGE humano, las letras con subrayado ondulado en negrita son sitios

5 de las mutaciones puntuales introducidas en la secuencia de hRAGE variante, el texto con doble subrayado es la
secuencia que codifica un conector peptidico, y el texto subrayado es la secuencia de codificacion para la region Fc
de IgG4.
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Tabla 8: secuencia de aminoacidos de Fc humana

ID N°: 8).

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
301
551
801

MAAGTAVGAW
WELNTGRTEA
AMNENGEKETE
PAGTLSWHLD
DERPTFSCSF
PGGTVTLICE
CVATHSSHGP
GASTEGPSVE
VHTFPAVLOS

ES 2 564 634 T3

VLVLSLHGAV
WKVLSPOGGS
SHYRVRVYQI
GHKPLVPNEKG
SPGLFRRRAL
VPRQPSPQIH
QESRAVSISI

PLAPCSRSTS
SCLYSLSSVV

VGAONITARI
PWDSVARVLP
PGKPEIVDSA
VSVKEQTRRH
HTAPIQPRVW
WMKDGVPLPL
IEPGEEGPTA
ESTAALGCLV
TVPSSSLGTK

de variante de RAGE -Conector-lgGd4 (SEC

GEPLVLECKG
NGSLFLPAVG
SELTAGVPHK
FETGLFTLOS
EFVPLEEVQL
FPSPVLILPE
GEVGGESGLGT
EDYFPEPVTV
TYTCNVDHEE

APHKPPQRLE
IQDEGIFRCO
VGTCVSEGSY
ELMVTPARGGE
VVEPEGGAVA
IGPQDOGTYS
LALAGSGS5GS
SWHSGALTSG
SHNTEVDERVE

SEYGFPCFESC

PAPEFLGGES

VFLEPEFEFKD

TLMISRTPEV

TCVVVDVSQE

DEPEVOFHWYY

DGVEVHNART

KPREEQFNST

YRVVSVLTVL

HODWLNGKEY

KCKEVSNEGLP

SSIEKTISHER

KGQPREPQVY

TLEESQEEMT

KNQVSLTCLV

KGFYFSDIAV

EWESNGUFPEN

NYKTTPPVLD

SDESFFLYSR

LTVDESRWOE

651 SLELSLGK

GNVFSCSVMH EALHWHYTOQH

[0036] EI texto en negrita es la secuencia de aminoacidos para la secuencia sefial de RAGE, el texto normal es la
secuencia de aminoacidos para variante de RAGE humano, las letras con subrayado ondulado en negrita son sitios
de las mutaciones puntuales introducidas en la variante de hRAGE, el texto con doble subrayado es la secuencia de
aminoacidos para el conector peptidico, y el texto subrayado es la secuencia de aminoacidos para la region Fc de
1gG4.

EXPRESION DE PROTEINAS DE FUSION DE RAGE

[0037] Las proteinas de fusién de la invencién como se define en las reivindicaciones se pueden producir en
cualquier sistema de expresion de proteinas conocido por los expertos en la materia, por ejemplo, sistemas de
expresion eucariotas, sistemas de expresion bacteriana, y sistemas de expresion virales. Una diversidad de sistemas
de vector de expresion en hospedador se puede usar para expresar la proteina de fusién de la invencion. Tales
sistemas hospedadores representan vehiculos en los que se pueden producir las proteinas de fusién de la invencién
y a partir de los que se pueden purificar posteriormente. Tales sistemas incluyen, pero no se limitan a
microorganismos tales como bacterias, levaduras, células de insecto, o células de plantas. RAGE expresado en
sistemas de expresion de levadura o de mamifero, por ejemplo, células COS-7, puede tener un peso molecular y
patron de glicosilaciéon similar o ligeramente diferente al de las moléculas nativas, dependiendo del sistema de
expresion. La expresion de los ADN de RAGE en bacterias tales como E. coli proporciona moléculas no glicosiladas.
Se pueden obtener patrones de glicosilacion diferentes usando sistemas de expresion de baculovirus en células de
insecto. Los analogos mutantes funcionales de RAGE de mamifero que tiene inactivados los sitios de N-glicosilacion
pueden ser producidos se pueden producir mediante sintesis y ligacion de oligonucledtidos o mediante técnicas de
mutagénesis especifica de sitio.

[0038] Estas proteinas analogas se pueden producir en una forma reducida en carbohidratos, homogénea con un
buen rendimiento usando sistemas de expresion de levadura.

[0039] Con cualquier método conocido en la técnica se pueden obtener moléculas de acido nucleico que codifican
proteinas de fusidn de la invencion como se define en las reivindicaciones, y se puede determinar la secuencia de
nucledtidos de los polinucledtidos. En vista de las ensefianzas en el presente documento y las secuencias conocidas
de polipéptidos de RAGE y sus elementos de uniéon a ligando identificados o identificables, y las secuencias
conocidas para dominios constantes de IgG de cadena pesada, se pueden determinar secuencias de nucledtidos
que codifican estos polipéptidos usando métodos bien conocidos en la técnica, es decir, los codones de nucledtidos
conocidos porque codifican los aminoacidos en particular se pueden ensamblar de una manera tal como para
generar un acido nucleico que codifica la proteina de fusion de la invencion. Algunos codones de nucledtidos se
pueden seleccionar basandose en el sistema de expresion usado, por ejemplo, mediante seleccion de codones que
corresponden a moléculas de ARNt mas abundantes presentes en el sistema de expresion, se puede expresar un
nivel de proteina de fusién mas elevado. Tal polinucleétido que codifica la proteina de fusion se puede ensamblar a
partir de oligonucledtidos sintetizados de forma quimica (por ejemplo como se describe en Kutmeier et al,
Biotechniques 17: 242 (1994), que, en resumen, implica la sintesis de oligonucledtidos de superposicion que
contienen partes de la secuencia que codifica la proteina de fusion, hibridacién y ligadura de esos oligonucleoétidos, y
a continuacion amplificacion de los oligonucleétidos ligados por reaccion o reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR).

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 564 634 T3

[0040] La expresion recombinante de una proteina de fusion de la invencién como se define en las reivindicaciones
(incluyendo otras moléculas que comprenden, o que como alternativa consiste en fragmentos de proteinas de fusion
o variantes de los mismos) puede requerir la construccion de un vector o vectores de expresion que contienen un
polinucleétido que codifica la proteina de fusion. Una vez que se ha obtenido un polinucleétido que codifica la
proteina de fusién de la invencion, el vector o vectores para la producciéon de la proteina de fusién se pueden
producir con tecnologia de ADN recombinante usando técnicas bien conocidas en la técnica. Tales vectores de
expresion que contienen secuencias de codificacion de RAGE-Fc también pueden contener sefales/secuencias
apropiadas de control de transcripcion y traduccién, por ejemplo, sitios de unién a ribosomas (es decir, secuencias
de Kozak), sitios de entrada de ribosoma interno (IRES), y sitios de poliadenilacion, etc.

[0041] Las moléculas de acido nucleico que codifican proteinas de fusiéon de la invencion como se define en las
reivindicaciones se pueden transferir a células de mamifero utilizando vectores retrovirales de replicacion defectuosa
(por ejemplo, vectores derivados de virus de leucemia murina de Moloney (MLV) o VIH) y se pueden formar
pseudotipos con la proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) para insertar de forma estable copias
individuales de moléculas de acido nucleico que codifican la proteina de fusién de la invencion en células en division.
Los vectores retrovirales entregan genes codificados como ARN que, después de entrar en la célula, se transcriben
de forma inversa a ADN y se integran de forma estable en el genoma de la célula hospedadora. Inserciones de
multiples genes en una sola célula pueden aumentar la expresion y secrecion de la proteina de fusion. Multiples
bandas de infeccién también pueden aumentar el nimero de copias de genes integrados y por lo tanto la cantidad
de proteina de fusién expresada. El gen o genes integrados que codifican la proteina de fusion se mantienen en las
células a través de division celular en virtud de su presencia en el genoma.

[0042] En algunas realizaciones, la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones proporciona una
linea celular estable que expresa las proteinas de fusion de la invencion. Un método adecuado para la generacion
rapida de lineas celulares de mamifero que expresan alto contenido de proteina, estables se esta usando en el
sistema de expresion GPEx™ (Gala Biotech, una unidad de negocio de Catalent Pharma Solutions, Middleton WI.,
Bleck, Gregory T., Bioprocessingjournal.com septiembre/octubre de 2005 p1-7). Tal método puede implicar la
produccion de un vector retroviral defectuoso de replicacion, pseudotipado basado en MMLV y transduccion de
células de mamifero (por ejemplo, células CHO) con el vector. El vector se puede integrar en el genoma de las
células produciendo de este modo una linea celular estable

PURIFICACION DE PROTEINA DE FUSION AISLADA

[0043] Algunas proteinas de fusion aisladas de la invencion se pueden preparar por cultivo de sistemas adecuados
de hospedador/vector para expresar los productos de traduccion recombinante de las secuencias de ADN presentes,
que a continuacion se purifican a partir medios de cultivo o extractos celulares usando técnicas bien, en la técnica.

[0044] Por ejemplo, los sobrenadantes de sistemas que secretan proteina recombinante en medios de cultivo se
pueden concentrar primero usando un filiro de concentracion de proteinas disponible en el mercado, por ejemplo, un
una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa de concentracién, el concentrado se
puede aplicar a una matriz de purificacion adecuada. Por ejemplo, una matriz de afinidad adecuada puede
comprender, por ejemplo, un AGE o lectina o Proteina A o Proteina G o molécula de anticuerpo unida a un soporte
adecuado. Como alternativa, se puede emplear una resina de intercambio anidnico, por ejemplo, una matriz o
sustrato que tenga grupos colgantes de dietilaminoetilo (DEAE). Las matrices pueden ser acrilamida, agarosa,
dextrano, celulosa u otros tipos empleados normalmente en purificacion de proteinas. Como alternativa, se puede
emplear una etapa de intercambio cationico. Algunos intercambiadores de cationes adecuados incluyen diversas
matrices insolubles que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo. Los grupos sulfopropilo son preferentes.

[0045] La proteina recombinante producida en cultivo bacteriano se aisla normalmente mediante extraccion inicial a
partir de sedimentos celulares, seguido de una o mas etapas de cromatografia de intercambio i6nico o de exclusion
por tamafo acuosas, de precipitacion de proteinas, de concentracion. Por ultimo, se puede emplear cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) para etapas finales de purificacion. Las células microbianas empleadas en la
expresion de RAGE de mamifero recombinante se pueden romper con cualquier método conveniente, incluyendo
ciclos de congelacion-descongelacion, sonicacion, rotura mecanica o uso de agentes de lisis celular.

[0046] La fermentacion de levadura que expresa la proteina de fusion de la invencion como una proteina secretada
simplifica la purificacion en gran medida. La proteina recombinante secretada que resulta de una fermentacion a
gran escala se puede purificar con métodos analogos a los divulgados en Urdal et al., (J. Chromatog 296:171, 1984).
Esta referencia describe dos etapas de HPLC de fase inversa secuenciales para la purificacion de GMCSF humano
recombinante en una columna de HPLC preparativa.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

[0047] Las proteinas de fusidon de la invencion como se define en las reivindicaciones se pueden formular de una
manera adecuada para administracion a un sujeto con necesidad de las mismas, por ejemplo, se pueden formular

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 564 634 T3

como composiciones farmacéuticas. Las composiciones de la invencion pueden comprender uno o mas vehiculos,
excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Como se usa en el presente documento, "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, revestimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcién, y similares que son
fisioldgicamente compatibles. En una realizacion, el vehiculo es adecuado para administracion parenteral. Un
vehiculo puede ser adecuado para administracion en el sistema nervioso central (por ejemplo, por via intraespinal o
por via intracerebral). Como alternativa, el vehiculo puede ser adecuado para administracion intravenosa,
subcutanea, intraperitoneal o intramuscular. En otra realizacion, el vehiculo es adecuado para administracién oral.
Algunos vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en
que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con las proteinas de fusion de la invencion, se
contempla su uso en las composiciones farmacéuticas de la invenciéon. En las composiciones también se pueden
incorporar algunos compuestos activos complementarios.

[0048] Los vehiculos adecuados por lo general no son toxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas. Habitualmente, la preparacion de composiciones farmacéuticas de la invencion implica
la combinacién de la proteina de fusioén de la invencién con uno o mas de tampones, antioxidantes tales como acido
ascorbico, polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos), proteinas, aminoacidos,
carbohidratos que incluyen glucosa, trehalosa, sacarosa o dextrinas, agentes quelantes tales como EDTA, glutation
y otros estabilizantes y excipientes. La solucién salina tamponada neutra o solucién salina mezclada con albumina
de suero especifica son algunos ejemplos de diluyentes apropiados.

ADMINISTRACION TERAPEUTICA DE PROTEINAS DE FUSION DE LA INVENCION

[0049] Las proteinas de fusién de la invencion como se define en las reivindicaciones se pueden administrar en
forma de una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de la invencion y un diluyente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable a un sujeto (por ejemplo, un mamifero, en particular un ser humano) con
necesidad de las mismas. Tales composiciones pueden ser utiles en un método para tratar enfermedades humanas.

[0050] Por lo general, los métodos comprenden administrar una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad farmacéuticamente eficaz de una proteina de fusion de la invencioén. La cantidad farmacéuticamente eficaz
empleada puede variar de acuerdo con factores tales como patologia, edad, sexo y peso del individuo.

[0051] Una cantidad farmacéuticamente eficaz de una proteina de fusion de la invencion como se define en las
reivindicaciones puede ser de aproximadamente 1 ug de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 500 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 10 ug de
proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 500 mg de proteina de fusién/1 kg de peso
corporal de sujeto, o de aproximadamente 100 ug de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 500 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 1 mg de
proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 500 mg de proteina de fusién/1 kg de peso
corporal de sujeto, o de aproximadamente 10 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 500 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 100 mg de
proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 500 mg de proteina de fusién/1 kg de peso
corporal de sujeto, o de aproximadamente 100 ug de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 25 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 1 mg de
proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 25 mg de proteina de fusion/1 kg de peso
corporal de sujeto, o de aproximadamente 5mg de proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 25 mg de proteina de fusidon/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 10 mg de
proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 25 mg de proteina de fusion/1 kg de peso
corporal de sujeto, o de aproximadamente 15mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 25 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 100 ug de
proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 10 mg de proteina de fusion/1 kg de peso
corporal de sujeto, o de aproximadamente 1 mg de proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 10 mg de proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 2,5 mg de
proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 10 mg de proteina de fusion/1 kg de peso
corporal de sujeto, o de aproximadamente 5mg de proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto a
aproximadamente 10 mg de proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto, o de aproximadamente 7,5 mg de
proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto a aproximadamente 10 mg de proteina de fusion/1 kg de peso
corporal de sujeto.

[0052] Una cantidad farmacéuticamente eficaz de una proteina de fusion de la invencion como se define en las
reivindicaciones puede ser 0,5 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, 1 mg de proteina de
fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, 2 mg de proteina de fusidon/1 kg de peso corporal de sujeto, 3 mg de proteina
de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, 4 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, 5mg de
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proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, 6 mg de proteina de fusién/1 kg de peso corporal de sujeto, 7 mg
de proteina de fusiéon/1 kg de peso corporal de sujeto, 8 mg de proteina de fusidon/1 kg de peso corporal de sujeto,
9 mg de proteina de fusion/1 kg de peso corporal de sujeto, o 10 mg de proteina de fusién/1 kg de peso corporal de
sujeto.

[0053] Una forma de dosificacion unitaria se refiere a unidades fisicamente separadas adecuadas como
dosificaciones unitarias para los sujetos mamiferos a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de la
proteina de fusiéon de la invencion calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el
vehiculo farmacéutico requerido. Una forma de dosificacion unitaria de una proteina de fusién de la invencién como
se define en las reivindicaciones puede ser de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1000 mg, de
aproximadamente 25 mg a aproximadamente 1000 mg, de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 1000 mg,
de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 1000 mg, de aproximadamente 250 mg a aproximadamente
1000 mg, de aproximadamente 500 mg a aproximadamente 1000 mg, de aproximadamente 100mg a
aproximadamente 500 mg, de aproximadamente 200 mg a aproximadamente 500 mg, de aproximadamente 300 a
aproximadamente 500 mg, o de aproximadamente 400 mg a aproximadamente 500 mg. Una dosis unitaria de una
proteina de fusién de la invencién puede ser de aproximadamente 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg,
600 mg, o 700 mg.

[0054] Las composiciones de la invencion como se define en las reivindicaciones pueden comprender proteinas de
fusion de la invencion a un nivel de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente 20 % en peso, de
aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un 18 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso a
aproximadamente un 16 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un 14 % en peso,
de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un 12 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en
peso a aproximadamente un 10 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso aproximadamente un 8 % en
peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso aproximadamente un 6 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en
peso aproximadamente un 4 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso aproximadamente un 2 % en peso,
de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un 1 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso
a aproximadamente un 0,9 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un 0,8 % en
peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un 0,7 % en peso, de aproximadamente un 0,1 %
en peso a aproximadamente un 0,6 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un
0,5 % en peso, de aproximadamente un 0,1 % en peso a aproximadamente un 0,4 % en peso, de aproximadamente
un 0,1% en peso a aproximadamente un 0,3% en peso, o de aproximadamente un 0,1% en peso a
aproximadamente un 0,2 % en peso del peso total de la composicion.

[0055] Las composiciones farmacéuticas de la invencion como se define en las reivindicaciones pueden
comprender una o mas proteinas de fusion de la invencion a un nivel de aproximadamente un 1 % en peso
aproximadamente un 20 % en peso, de aproximadamente un 1 % en peso a aproximadamente un 18 % en peso, de
aproximadamente un 1 % en peso a aproximadamente un 16 % en peso, de aproximadamente un 1 % en peso a
aproximadamente un 14 % en peso, de aproximadamente un 1 % en peso a aproximadamente un 12 % en peso, de
aproximadamente un 1 % en peso a aproximadamente un 10 % en peso, de aproximadamente un 1 % en peso a
aproximadamente 9 % en peso, de aproximadamente un 1 % en peso aproximadamente un 8 % en peso, de
aproximadamente un 1 % en peso a aproximadamente un 7 % en peso, de aproximadamente un 1 % en peso
aproximadamente un 6 % en peso, de aproximadamente un 1 % en peso a aproximadamente un 5 % en peso, de
aproximadamente un 1 % en peso aproximadamente un 4 % en peso, de aproximadamente un 1% en peso a
aproximadamente un 3 % en peso, o de aproximadamente un 1 % en peso aproximadamente un 2 % en peso del
peso total de la composicion. Las composiciones farmacéuticas de la invencion como se define en las
reivindicaciones pueden comprender una o mas proteinas de fusion de la invencién a un nivel de aproximadamente
un 0,1 % en peso, aproximadamente un 0,2 % en peso, aproximadamente un 0,3 % en peso, aproximadamente un
0,4 % en peso, aproximadamente un 0,5 % en peso, aproximadamente un 0,6 % en peso, aproximadamente un
0,7 % en peso, aproximadamente un 0,8 % en peso, aproximadamente un 0,9 % en peso, aproximadamente un 1 %
en peso, aproximadamente un 2 % en peso, aproximadamente un 3 % en peso, aproximadamente un 4 % en peso,
aproximadamente un 5 % en peso, aproximadamente un 6 % en peso, aproximadamente un 7 % en peso,
aproximadamente un 8 % en peso, o aproximadamente un 9 % en peso basandose en el peso total de la
composicion.

[0056] Algunos regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por
ejemplo, se puede administrar un Unico bolo, se pueden administrar varias dosis divididas en el tiempo o la dosis se
puede reducir o aumentar de forma proporcional segun lo indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. La
formulacién de composiciones parenterales en forma unitaria de dosificacion es especialmente ventajosa para
facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. Las composiciones de la invencién como se define en
las reivindicaciones se pueden formular y administrar por via intravenosa, intramuscular, o subcutanea. En algunas
realizaciones, las composiciones de la invenciéon como se define en las reivindicaciones se pueden administrar por
via subcutanea o por via intramuscular.

[0057] En algunas realizaciones un régimen de dosificacion puede implicar la administracion de dosis repetidas, por
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ejemplo, la administracion de una dosis semanal. Los regimenes de tratamiento pueden implicar una dosis semanal
durante un periodo de tiempo (por ejemplo, durante cuatro semanas) seguido de un régimen de dosificacion de
"mantenimiento” menos frecuente (por ejemplo, un mes al mes o una vez cada dos meses). Los regimenes de
dosificacion se pueden ajustar para conseguir los resultados terapéuticos deseados.

[0058] Los métodos que se describen en el presente documento incluyen métodos para suprimir respuestas
inflamatorias dependientes de AGE en seres humanos, que comprenden la administracién de una cantidad eficaz de
una composicion farmacéutica que comprende una o mas proteinas de fusién de la invencion.

[0059] Los métodos que se describen en el presente documento incluyen métodos para inhibir la actividad biolégica
mediada por AGE que comprenden la administracion de una composicién farmacéutica que comprende una o mas
proteinas de fusion de la invencién. Como se ha analizado anteriormente, AGE se ha implicado en una diversidad de
enfermedades o afecciones tales como enfermedades autoinmunes. Algunos trastornos, enfermedades o afecciones
autoinmunes que se pueden tratar, mejorar, detectar, diagnosticar, pronosticaron seguir usando la proteina de fusion
de la invencién incluyen, pero no se limitan a, dermatitis, glomerulonefritis, esclerosis multiple, uveitis, oftalmia,
inflamacién pulmonar autoinmune, diabetes mellitus dependiente de insulina, enfermedad ocular inflamatoria
autoinmune, lupus sistémico eritematoso, resistencia a la insulina, artritis reumatoide, retinopatia diabética, y
esclerodermia.

[0060] Otros trastornos que se pueden tratar o prevenir con los métodos que se describen en el presente documento
se pueden caracterizar como general como incluyendo cualquier trastorno en el que una célula afectada presenta
aumento de la expresion de RAGE o de uno o mas ligandos de RAGE, o cualquier trastorno que se pueda tratar (es
decir, uno o mas sintomas se pueden eliminar a mejorar) mediante una disminucién de la funcion de RAGE. Por
ejemplo, la funcion de RAGE se puede reducir mediante la administracion de un agente que altera la interaccion
entre RAGE y un ligando de RAGE.

[0061] EI aumento de la expresion de RAGE se asocia con varios estados patologicos, tales como vasculopatia
diabética, nefropatia, retinopatia, neuropatia, y otros trastornos, incluyendo la enfermedad de Alzheimer y reacciones
inmunes/inflamatorias de las paredes de los vasos sanguineos. Los ligandos de RAGE se producen en tejido
afectado con muchos trastornos inflamatorios, incluyendo artritis (tal como artritis reumatoide). Las deposiciones de
amiloide en los tejidos causan una diversidad de efectos toxicos en las células y son caracteristicos de
enfermedades denominadas amiloidosis. RAGE se une a material fibrilar de lamina beta, tal como el que se
encuentran en el péptido amiloide-beta, Abeta, amilina, amiloide A en suelo y péptidos derivados de priones. RAGE
también se expresa a niveles elevados en tejidos que tienen estructuras de amiloide. Por consiguiente, RAGE esta
implicado en trastornos de amiloide. Se cree que la interaccion de RAGE-amiloide da como resultado el estrés
oxidativo que conduce a degeneracion neuronal.

[0062] Una diversidad de ligandos de RAGE, y en particular los de las familias de S100/calgranulina y Anfoterina
(HMGB) se producen en tejidos inflamados. Esta observacion es cierta tanto para inflamaciéon aguda, tal como la
observada como respuesta a una estimulacion con lipopolisacaridos (como en la sepsis) como para inflamacion
cronica, tal como la que se observa en diversas formas de artritis, colitis ulcerosa, enfermedad inflamatoria del
intestino, etc. También se cree que algunas enfermedades cardiovasculares, y en particular las que se derivan de
placas ateroscleroticas, tienen un componente inflamatorio importante. Tales enfermedades incluyen enfermedad es
oclusivas, trombdticas y embodlicas, tales como angina de pecho, trastornos de lacas fragiles y apoplejia embodlica,
respectivamente. Las células tumorales también evidencian un aumento de la expresion de un ligando de RAGE, en
particular anfoterina, lo que indica que algunos canceres también son un trastorno relacionado con RAGE. Ademas,
los efectos oxidativos y otros aspectos de la inflamacion cronica pueden tener un efecto de contribucién a la génesis
de ciertos tumores.

[0063] Los AGE son una diana terapéutica para artritis reumatoide y otras enfermedades inflamatorias.

[0064] Por consiguiente, los trastornos relacionados con RAGE que se pueden tratar con una composiciéon de la
invencion como se define en las reivindicaciones incluyen, ademas de los trastornos autoinmunes que se han
analizado anteriormente: amiloidosis (tales como enfermedad de Alzheimer), enfermedad de Crohn, enfermedades
inflamatorias agudas (tales como sepsis), shock (por ejemplo, shock séptico, shock hemorragico), enfermedades
cardiovasculares (por ejemplo, aterosclerosis, apoplejia, trastorno de placas fragiles, angina de pecho y reestenosis),
diabetes (y en particular enfermedades cardiovasculares en diabéticos), complicaciones de diabetes, trastornos
relacionados con priones, canceres, vasculitis y otros sindromes de vasculitis tales como vasculitis necrotizantes,
nefropatias, retinopatias y neuropatias.

Ejemplos

[0065] En los siguientes ejemplos, se realizaron experimentos en ratones con una proteina de fusién que comprende
dominios extracelulares de RAGE de raton (restos de aminoacidos 1-342) fusionados con los dominios bisagra, CH2
y CHS3 de la region FC de cadena pesada de IgG2a de ratén. La construccion se expresoé en células CHO usando el
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Tabla 9 {SEC ID N% 11} Secuencia de RAGE de raton
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en la que péptido sefial de RAGE = subrayado sencillo, dominio extracelular de RAGE = sin subrayar, Region
bisagra de IgG2a de raton = subrayado doble, Regién CH2 de IgG2a de ratéon = subrayado discontinuo, y Regioén
CH3 de IgG2a de ratén = subrayado ondulado.

EJEMPLO 1
[0066] Efecto de proteinas de fusion de RAGE de la invencion en diabetes inducida con estreptozotocina en ratones.

[0067] La diabetes inducida con estreptozotocina en ratones es un modelo reconocido en la técnica para cambios en
la retina inducidos por diabetes (véase Obrosova IG, Drel VR, Kumagai AK, Szabo C, Pacher P, Stevens MJ. Early
diabetes-induced biochemical changes in the retina: comparison of rat and mouse models. Diabetologia. 2006 Oct:
49 (10): 2525-33).

[0068] El presente experimento implicaba 5 grupos de tratamiento que contenian 15 ratones C57BL/6 por grupo: 1)
control no diabético; 2) control diabético que contiene ratones tratados con estreptozotocina a 45 mg/kg en 5 dias
consecutivos antes de comenzar el estudio para inducir diabetes; 3) los ratones tratados con estreptozotocina
también recibieron 10 pg/dia de mRAGE-IgG2aFc inyectado IP, 3 inyecciones/semana; 4) los ratones tratados con
estreptozotocina también recibieron 100 pg/dia de mRAGE-IgG2aFc inyectado IP, 3 inyecciones/semana; y 5) los
ratones tratados con estreptozotocina también recibieron 300 pg/dia de mRAGE-IgG2aFc inyectado IP, 3
inyecciones/semana.

[0069] Durante el estudio, los ratones se evaluaron para peso corporal, glucosa en sangre, gliconemoglobina (GHb),
albuminuria, y sensibilidad tactil como medida de funcién nerviosa sensorial. Los ratones se sacrificaron al final del
estudio se evaluaron para permeabilidad vascular retiniana usando una sonda fluorescente, adherencia de
leucocitos a capilares de la retina, y expresion de proteina regulada por NF-kB (COX-2, ICAM, iNOS).

Resultados del estudio de dos meses de duracién

[0070] Se estudiaron los efectos de proteina de fusiéon de RAGE-Ig en el desarrollo de alteraciones inducidas por
diabetes en la fisiologia y metabolismo de la retina en ratones C57B1/6J. La proteina de fusién se administré por via
intraperitoneal a 3 concentraciones diferentes (10 ug, 100 pg y 300 ug) tres veces a la semana. No se reservaron
efectos adversos de ninguna dosis del farmaco en el aumento del peso corporal o salud general de los ratones
diabéticos. Los niveles de glucosa en sangre sin ayunas fueron 155 + 24 mg/dl (media + DT), 358 + 38, 417 + 36,
376 +36, y 370+55 en los grupos de proteina de fusién de Control no diabético, Control diabético,
Diabético + 10 ug de proteina de fusion de RAGE-Ig, Diabético + 100 ug de proteina de fusion de RAGE-Ig, y
Diabético + 300 ug de proteina de fusion de RAGE-Ig, respectivamente.

[0071] Los parametros relacionados con la retinopatia medidos en estudios a corto plazo fueron (1) leucostasis, (2)
permeabilidad de albumina endégena de vasos retinianos, (3) nitracion de proteinas retinianas, y (4) expresion de
ICAM y COX-2 de la retina.

1. Leucostasis.
[0072] Métodos: A los 2 meses de diabetes, se extrajo sangre de la vasculatura de animales anestesiados mediante
perfusion completa con PBS a través de un catéter en el corazén. A continuacion, los animales se perfundieron con

lectina de Concanavalina A acoplada a fluoresceina (20 uyg/ml en PBS; Vector Laboratories, Burlingame, CA) como
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se ha descrito anteriormente (véase Joussen et al., FASEB J. 2004 Sep; 18(12): 1450-2). Se hicieron imagenes de
retinas montadas en plano mediante microscopia de fluorescencia, y se hizo recuento del nimero de leucocitos
adherentes a la pared vascular.

[0073] Resultados: Se demostré un efecto significativo de leucostasis en ratones que habian sido diabéticos durante
2 meses en comparacion con los no diabéticos (P < 0,05). La leucostasis no se inhibia en ninguno de los grupos
tratados con la proteina de fusion de RAGE-Ig (véase la Figura 1).

2. Permeabilidad vascular

[0074] Métodos: A los 2 meses de diabetes, se hizo crioseccion de los ojos (10 pym), se fij6 en metanol durante
10 min, y se lavo 4x en PBS. Cada seccion se incubd en albumina de suero de oveja anti-raton (Abcam, Cambridge
MA; AB8940; dilucion a 1:2000) durante 2 h. Después de lavado, las secciones se incubaron en anticuerpo
secundario etiquetado con FTIC (AB 6743; dilucién a 1:1000) durante 90 min. Con microscopia de fluorescencia, se
determiné la cantidad media de fluorescencia en 3 sitios diferentes para cada una de las 4 capas de retina (capa
plexiforme interna, capa nuclear interna, capa externa plexiforme, capa nuclear externa). La cantidad de
fluorescencia en cada sitio era el promedio de 10 medidas aleatorias, y la cantidad de fluorescencia en cada capa de
retina era el promedio de fluorescencia en cada uno de los 3 sitios diferentes dentro de esa capa.

Resultados:

[0075] La diabetes dio como resultado un aumento significativo de la fluorescencia en la retina no vascular (es decir,
debido a filtracion de albumina fuera de los vasos) en cada una de las 4 capas de retina estudiadas. Los resultados
se muestran en la Figura 2 (2A capa plexiforme interna, 2B capa nuclear nuclear interna, 2C capa plexiforme
externa, 2D capa nuclear externa). Para evaluar la albumina en las capas nucleares internas y externas, los
inventores midieron de forma intencionada el espacio estrecho entre los nucleos, de modo que estos numeros
podrian ser no tan importantes como los de las capas plexiformes, en las que no habia nlcleos para alterar las
medidas de los inventores.

3. Nitracién de proteinas de retinianas

[0076] Métodos: A los 2 meses de diabetes, las retinas se aislaron y se homogeneizaron. Se realizaron
transferencias puntuales, transfiiendo 50 uyg de homogenado de proteina de cada animal a una membrana de
nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche (5 %), se lavaron, y se inmunotifieron usando anti-
nitrotirosina (Upstate Biotechnology, Inc. N.° 5-233; dilucion a 1:500) durante 2 horas, a continuacion se tifieron con
anticuerpo secundario (conjugado de IgG-HRP de cabra anti-ratén de Bio-Rad; dilucién a 1:1000) durante 1 hora.
Después de un extenso lavado, la inmunotincién detectada por el anticuerpo se visualizé mediante
quimioluminiscencia potenciada (ECL, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). La quimioluminiscencia
dependiente de inmunotincion se registré en pelicula, y la densidad de los puntos inmunotefidos se cuantificd. Los
resultados se expresan como un porcentaje de los valores detectados en los controles no diabéticos.

Resultados:

[0077] Los resultados se muestran en la Figura 3. Los homogenados de retina de ratones diabéticos mostraban el
aumento esperado en la nitraciéon de proteinas. La terapia inhibia esta modificacién después de la traduccién de una
manera dependiente de la dosis. Se considera que la nitracién de proteinas es un parametro de estrés tanto
oxidativo como nitrosativo.

4. Expresion de ICAM y COX-2 en la retina

[0078] Métodos: Las retinas se aislaron y se sometieron a sonicacion, y el sobrenadante se us6 como extracto de
retiniana completo. Las muestras (50 pg) se fraccionaron mediante SDS-PAGE, se sometieron a electrotransferencia
para membrana nitrocelulosa, y las membranas se bloquearon en solucién salina tamponada con Tris que contiene
Tween 20 al 0,02 % y leche sin grasa al 5 %. Se aplicaron anticuerpos para ICAM-1 (dilucion a 1:200; Santa Cruz
Biotechnology) y COX-2, seguido de anticuerpo secundario durante 1 hora. Después de lavado, los resultados se
visualizaron mediante quimioluminiscencia potenciada.

Resultados:

[0079] Los resultados se muestran en la Figura 4. Dado que la expresion de ICAM-1 en las células endoteliales
desempefia un papel fundamental en la adhesion de glébulos blancos a la pared del vaso (leucostasis), los
inventores midieron el efecto de la diabetes y la terapia sobre la expresion de ICAM-1 en la retina. Dos meses de
diabetes dieron como resultado un aumento significativo en la expresion de ICAM-1 en la retina. La administracion
de la proteina de fusién RAGE-Ig dio como resultado una disminucion dependiente de la dosis en la expresion de la
ICAM, y la dosis mas alta inhibia de forma significativa esta expresion.
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[0080] La expresion de una banda inmunotefida coherente con el peso molecular de COX-2 no aumentaba en la
diabetes y no cambiaba en animales seguian la terapia (no se muestra).

[0081] El uso de criterios de valoracion en este estudio a corto plazo de los efectos de la proteina de fusion RAGE-Ig
se seleccionaron porque se habia encontrado que todos estaban asociados con el desarrollo de las primeras etapas
(degenerativas) de retinopatia diabética, es decir, diversas terapias que se ha encontrado que inhiben la
degeneracion inducida por diabetes de los capilares retiniana también han inhibido estos defectos.

[0082] La inhibicion de RAGE no inhibia anomalias relacionadas con la permeabilidad vascular ni con el estrés
nitrosativo en la retina. El estrés nitrosativo también se contempla como un marcador de estrés oxidativo. El inhibidor
de RAGE, sin embargo, no inhibia anomalias relacionadas con la leucostasis.

EJEMPLO 2

[0083] Efecto de proteinas de fusion de RAGE de la invencion en diabetes inducida con estreptozotocina a largo
plazo en ratones.

[0084] La diabetes inducida con estreptozotocina en ratones es un modelo reconocido en la técnica para cambios en
la retina inducidos por diabetes (véase Obrosova IG, Drel VR, Kumagai AK, Szabo C, Pacher P, Stevens MJ. Early
diabetes-induced biochemical changes in the retina: comparison of rat and mouse models. Diabetologia. 2006 Oct:
49 (10): 2525-33.)

[0085] Los estudios a largo plazo implicaban 5 grupos de tratamiento que contenian 25 ratones C57BL/6 por grupo:
1) control no diabético; 2) control diabético que contiene ratones tratados con estreptozotocina a 45 mg/kg en 5
consecutivos antes de comenzar el estudio para inducir diabetes; 3) los ratones tratados con estreptozotocina
también recibieron 10 pg/dia de mRAGE-IgG2aFc inyectado IP, 3 inyecciones/semana; 4) los ratones tratados con
estreptozotocina también recibieron 100 pg/dia de mRAGE-IgG2aFc inyectado IP, 3 inyecciones/semana; y 5) los
ratones tratados con estreptozotocina también recibieron 300 pg/dia de mRAGE-IgG2aFc inyectado IP, 3
inyecciones/semana.

[0086] Durante el estudio, los ratones se evaluaron para peso corporal, glucosa en sangre, glicohemoglobina (GHb),
albuminuria, y sensibilidad tactil como medida de funcién nerviosa sensorial. Los ratones se sacrificaron al final del
estudio y se evaluaron para histopatologia cuantitativa y neurodegeneracion en la retina.

[0087] Los parametros relacionados con la retinopatia metidos en el estudio largo plazo fueron (1) capilares
acelulares, (2) fantasmas periciticos, y (3) células ganglionares. Como un marcador de neuropatia periférica, en el
estudio a largo plazo también se midi6 la sensibilidad de la pata a un toque ligero.

Histopatologia retiniana inducida por diabetes

[0088] Después de 10 meses de diabetes, los ojos se fijaron en formalina, y se aislé una retina de cada animal, se
lavé en agua corriente durante una noche, y se digirié durante 2 horas en una solucion de tripsina en bruto como han
informado los inventores anteriormente. La vasculatura de la retina se aislé mediante desalojo suave de células
neuronales con un "pincel" hecho de un solo pelo. Cuando esta totalmente limpia de células neuronales, la
vasculatura aislada se coloco sobre un portaobjetos de vidrio, se secd durante una noche, se tifi6 con hematoxilina y
acido peryaddico de Schiff, se deshidraté y se coloco el cubreobjetos. Los capilares degenerados (acelulares) se
cuantificaron en 6-7 areas de campo que corresponden a la parte media de la retina (200X aumentos) de una
manera oculta. Los capilares acelulares se identificaron como tubos de vasos de tamafo capilar sin nucleos en
ninguna parte a lo largo de su longitud, y se informaron por milimetro cuadrado de area de la retina. Los fantasmas
de periciticos se calcularon a partir de la prevalencia de "protuberancias" que sobresalen en las membranas basales
capilares a partir de las que los pericitos habian desaparecido. Al menos 1.000 células capilares (células endoteliales
y pericitos) en 5 areas de campo en la mitad de retina (400 aumentos) se examinaron de una manera enmascarada.
Se excluyeron los fantasmas en cualquier vaso ya acelular.

[0089] Para estudiar los efectos de la diabetes en la neurodegeneracion de la retina, se hizo recuento de células en
la capa de células ganglionares. Los ojos fijados en formalina se incluyeron en parafina, se seccionaron de forma
sagital a través de la retina, pasando a través del nervio 6ptico, y se tifieron con hematoxilina-eosina. Se hizo
recuento del numero de células en la capa de células ganglionares en dos areas (parte media de la retina y retina
posterior adyacente al nervio 6ptico) en ambos lados del nervio 6ptico. Se hizo un promedio de las areas
comparables de ambos lados del nervio 6ptico y se expresaron por unidad de longitud.

[0090] Resultados. Como base de espera en el trabajo previo, la diabetes a largo plazo dio como resultado en un
aumento significativo en el niUmero de capilares acelulares, degenerados en la retina (Figura 5A). Todas las dosis de
la proteina de fusion RAGE-Ig inhibian de forma significativa esta degeneracion capilar, sin tener ningun efecto sobre
la gravedad de la hiperglucemia. La diabetes también tendia a aumentar la degeneracion de pericitos (fantasmas
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periciticos), pero los resultados no conseguian significancia estadistica (Figura 5B). Los inventores han encontrado
previamente que la pérdida de pericitos es mucho mas dificil de detectar en ratones C57B1/6 diabéticos en
comparacion con las ratas diabéticas o especies mas grandes, y los inventores ahora lo consideran como un
parametro no fiable de enfermedad vascular en este modelo. Tal vez es una consecuencia de la falta de deteccién
de pérdida significativa de pericitos en los diabéticos de control, que no detectaba ningun efecto de la proteina de
fusién de RAGE-Ig en la pérdida de pericitos en estos ratones.

[0091] La diabetes no inducia una disminucion en el nimero de células en la capa de células ganglionares de la
retina (es decir, neurodegeneracion) en estos ratones C57B1/6. Este hallazgo era coherente con un estudio previo
de este modelo de ratén. En ausencia de un efecto de diabetes en la neurodegeneracion de la retina, los inventores
no son capaces de evaluar si el inhibidor habria tenido un efecto en la neurodegeneracion.

Sensibilidad al tacto ligero (un marcador de neuropatia periférica).

[0092] Los pacientes con neuropatia diabética pueden presentar una diversidad de sensaciones andémalas que
incluyen dolor espontaneo, dolor evocado por tacto ligero e hiperalgesia. Hay datos acumulativos con respecto a que
roedores diabéticos reproducen esta hiperalgesia, y desarrollan una alodinia tactil. En roedores, esto se mide como
el umbral de respuesta tactil de la pata.

[0093] Métodos: Los ratones (8 meses de diabetes) se transfirieron a una jaula de ensayo con un fondo de malla de
alambre y se les permitié que se aclimataron de 10 a 15 min. Se usaron filamentos de von Frey para determinar el
50 % de umbral de retirada mecanica para la retirada de la pata. Una serie de filamentos con aumento logaritmico de
la rigidez, comenzando con uno que tenia un peso de pandeo de 0,6 g, se aplicaron en secuencia a la superficie
plantar de la pata trasera derecha con una presién que hacia que el filamento pandeara. La elevacién de la pata se
registr6 como una respuesta positiva y se eligié un filamento mas ligero para la siguiente medida. Si no habia
respuesta después de 5 segundos, se usaba el siguiente filamento mas pesado a partir de ese momento. Se
continué con este método hasta que se habian realizado cuatro medidas después de que se habian producido un
cambio inicial en el comportamiento o hasta cinco respuestas negativas consecutivas (6 g) o cuatro respuestas
negativas consecutivas (0,4 g). La secuencia resultante de las puntuaciones positivas y negativas se usé para
calcular un 50 % de umbral de respuesta de retirada.

[0094] Resultados: La diabetes aumentaba de forma significativa la sensibilidad de la pata al tacto ligero, lo que
significa que se requiere una cantidad menor de presion para los animales diabéticos para que retiren su pata que
era que necesitan los animales no diabéticos (Figura 6). Este defecto inducido por diabetes se inhibia de forma
significativa en cada dosis de la proteina de fusion sRAGE-Ig.

[0095] Retinopatia: Los estudios realizados usando la proteina de fusion RAGE-Ig para se realizaron para dos
periodos de diabetes: (1) estudios a largo plazo (10 meses) para evaluar el efecto de la terapia en la histopatologia a
largo plazo de la retinopatia diabética que se desarrolla en ratones, y (2) estudios de 2-3 meses para evaluar los
efectos fisioldgicos y moleculares de la terapia que supuestamente subyacen a los efectos con respecto a la
histopatologia de largo plazo. Los puntos finales fisioldgicos y moleculares estudiados con respecto a los efectos de
la proteina de fusién RAGE-lg se seleccionaron porque todos se han encontrado en otros estudios para su
asociacion con (y probablemente relacionados de forma causal con) el desarrollo de las primeras etapas
(degenerativas) de retinopatia diabética. Las tres dosis de la terapia inhibidas clara y significativamente la
degeneracion inducida por diabetes de la vasculatura retiniana. De forma analoga, parecia que las tres dosis del
farmaco inhibian también el aumento inducido por diabetes de la permeabilidad de la retina en estos ratones. Estos
resultados son de gran importancia clinica, porque las primeras etapas (no proliferativas) de retinopatia diabética
todavia se definen basandose en la patologia vascular (no perfusién y degeneraciéon vascular, y aumento de la
permeabilidad).

[0096] El efecto de la terapia en los puntos finales moleculares y fisiologicas medidos en retinas de ratones
diabéticos era mixto. La inhibicion de RAGE inhibia anomalias relacionadas con el estrés nitrosativo, un marcador de
estrés oxidativo en la retina. El inhibidor de RAGE, sin embargo, no inhibia anomalias relacionadas con la
leucostasis. La falta de efecto de la terapia en leucostasis es sorprendente porque otro grupo informé recientemente
que su sRAGE inhibia el aumento de la leucostasis en diabetes. La evidencia que los inventores han generado
desde el inicio de sus estudios usando la proteina de fusion Ig-RAGE (Diabetes 57: 1387-93, 2008), sin embargo,
indica que los efectos de una terapia con farmacos para leucostasis retiniana en diabetes no predice el efecto de la
terapia en la degeneracion de capilares retinianos en diabetes. Por lo tanto, la falta de la terapia en la leucostasis
retiniana no disminuye en modo alguno la ineficacia de los efectos observados del farmaco.

[0097] De forma sorprendente, parecia ser un efecto de la dosis del farmaco con respecto a la expresion de ICAM-1
y nitraciéon de proteinas en retinas de los animales diabéticos, mientras que este efecto de la dosis no era evidente
en la permeabilidad y degeneracién de capilares retinianos. Pareceria que esto sugiere que ni ICAM ni la nitracion
estan implicados en los defectos vasculares de la retina en diabetes, aunque los inventores tienen datos del uso de
animales con supresion genética de ICAM-1 que argumenta en contra de esta conclusion.
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[0098] Es evidente que el farmaco llegd a la retina, ejercio efectos bioldgicos, y demostré una capacidad significativa
del farmaco para inhibir al menos las lesiones vasculares iniciales de retinopatia diabética.

[0099] Neuropatia sensorial: Otros han postulado que algunos productos finales de glicacion avanzada (AGE) y la
interaccion de estos AGE con RAGE inducen estrés oxidativo, regulan de forma positiva NF-kB y diversos genes
proinflamatorios mediados por NF-kB en los nervios, y disfuncién neuroldgica exagerada, incluyendo sensacion de
dolor alterada. Los presentes datos son coherentes con la evidencia de que la sefializacion mediada por RAGE
contribuye al desarrollo de al menos algunos aspectos de la neuropatia diabética, y proporciona evidencia de que la
proteina de fusion sRAGE-Ilg inhibe este proceso en estudios a largo plazo.

EJEMPLO 3

[0100] Evaluacion de una proteina de fusion RAGE-Ig usando el Modelo de Ratén de Artritis Inducida con Colageno
de Tipo Il.

[0101] La inmunizacién de cepas susceptibles de ratones con colageno de tipo Il, el componente principal del
cartilago de la articulaciéon, induce una artritis progresiva, inflamatoria (Wooley et al., Journal of Experimental
Medicine 1981; 154: 688-700). La artritis inducida por colageno (CIA) se caracteriza clinicamente por eritema y
edema, con aumentos de ancho de la pata habitualmente de un 100 %. Un indice de puntuacién clinica se ha
desarrollado para evaluar la progresion de la enfermedad a distorsion de articulaciones y espondilitis (Wooley,
Methods In Enzymology 1988; 162: 361-373). La histopatologia de las articulaciones afectadas revela sinovitis,
formacién de pannus, y erosion de cartilago y hueso, que también se puede representar con un indice. Algunos
hallazgos de laboratorio inmunoldgicos incluyen niveles elevados de anticuerpos con respecto a colageno de tipo I,
e hipergammaglobulinemia. Este modelo ahora esta bien establecido para ensayo de enfoques inmunoterapéuticos
con respecto a enfermedades de articulaciones (Staines et al., British Journal of Rheumatology 1994; 33 (9): 798-
807), (y se ha empleado de forma satisfactoria para el estudio de agentes tanto biolégicos como farmacolégicos para
el tratamiento de artritis reumatoide (RA) (Wooley et al., Arthritis Rheum 1993; 36: 1305-1314, y Wooley et al.,
Journal of Immunology 1993; 151: 6602-6607).

[0102] El antagonismo del receptor de RAGE se reconoce como una posible diana terapéutica en RA. El bloqueo de
RAGE en ratones con artritis inducida con colageno dio como resultado la supresion de la evidencia clinica e
histolégica de artritis, y la mejora de la enfermedad se asocié con una reduccion en los niveles de TNFa, IL-6, y
metaloproteinasas de matriz MMP-3, MMP-9 y MMP-13 en tejido de pata artritica (Hofmann et al., Genes Immun
2002; 3 (3): 123-135). Esto indica que la artritis inducida por colageno es sensible a terapia dirigida por RAGE.

[0103] Este experimento evaluara la influencia de la proteina de fusion RAGE-Ig en CIA en tres dosis administradas
desde el momento de la inmunizacion con colageno de tipo Il. El disefio del estudio se muestra en la Figura 7.

[0104] Cuarenta ratones DBA/1 LacJ de 8-10 semanas de edad se obtuvieron en Jackson Labs, y se aclimataron en
la instalacién durante un minimo de 10 dias antes de la experimentacion. Todos los animales pesaban > 16 gramos
al inicio del experimento. Los ratones se dividieron en uno de cuatro grupos de tratamiento: 1) 100 ul de PBS estéril
mediante inyeccion diaria por i.p.; 2) 100 pl de proteina de fusion RAGE-lg que contiene PBS estéril a 10 ug de
inyeccion diaria por i.p.; 3) 100 yl de proteina de fusion RAGE-Ig que contiene PBS estéril a 100 ug de inyeccion
diaria por i.p.; y 4) 100 ul de proteina de fusion RAGE-Ig que contiene PBS estéril a 300 ug de inyeccion diaria por

i.p.

[0105] Tres dias después de la dosis inicial, a todos que se les inyectaron 100 pg de colageno bovino de tipo Il en
adyuvante completo de Freund (FCA) por via intradérmica en la base de la cola. Los ratones se controlaron con
examen diario para el inicio de la enfermedad, que se registré. Los ratones se pesaron semanalmente, y se el estado
de salud general. Los animales afectados con artritis se evaluaron clinicamente cinco veces a la semana hasta diez
semanas después de la inmunizacion, y las medidas de la pata se hicieron tres veces a la semana. Los ratones sin
signos de artritis diez semanas después de la inmunizacién se consideraron negativos para la enfermedad.

RESULTADOS

[0106] Salud y Toxicidad General. No se produjeron episodios toxicos agudos durante el ensayo, y todos los
animales sobrevivieron a la duracion del experimento. El tratamiento se toler6 bien y no se observaron signos
adversos, tales como talangiectasia o irritacion en la piel. Los pesos de los ratones (Figura 8) indican cambios
menores en el peso en el transcurso del ensayo, lo cual es habitual debido a la pérdida de peso transitoria en los
animales individuales que corresponde a la aparicién de la enfermedad. Ninguna de estas variaciones entre los
grupos alcanzd significancia estadistica.

[0107] Incidencia e Inicio de Artritis. La incidencia terminal de artritis de colageno en el ensayo se muestra en la
Figura 9. Los ratones de control alcanzaron un inicio de un 100 %, que no es inusual en el modelo clasico de artritis
de colageno, en el que la incidencia habitual varia de un 80 %-100 %. Los ratones tratados con 10 ug al dia de
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RAGE alcanzaban una incidencia de un 80 %, que no era una reduccion de incidencia significativa. Los ratones
tratados con 100 ug al dia de RAGE presentaban una incidencia de artritis de un 60 %, que era significativamente
mas baja que la del grupo de control (p < 0,05). De forma sorprendente, la incidencia de la artritis en ratones
tratados con 300 pug de RAGE era de un 100 %, y por lo tanto similar a la incidencia del control.

[0108] La media (y ETM) del dia de inicio de la enfermedad se muestra en la Figura 10. El inicio de la enfermedad
era habitual en el grupo control, con un dia de media con la primera aparicion de artritis de 38,6. El inicio de la
enfermedad en ratones tratados ya sea con 10 uyg o 100 pg de RAGE se retrasaba de forma nominal a 42,5, lo que
no alcanzaba significacion estadistica. Sin embargo, el inicio de la enfermedad se retrasaba de forma significativa
(p < 0,05) en los ratones tratados con RAGE 300 ug. Por lo tanto, aunque los ratones a la dosis alta no presentaban
una reduccién de la incidencia de enfermedad, el tiempo para el desarrollo de artritis clinicamente evidente
aumentaba de forma notable.

[0109] La modulacion del inicio de la enfermedad mediante tratamiento con RAGE se puede evaluar facilmente
mediante la representacion de incidencia de enfermedad con el tiempo (Figura 11). El inicio de la enfermedad de
rapido habitual caracteristico de CIA se observa en el grupo de control, mientras que los ratones tratados con RAGE
en cualquiera de 10 uyg o 100 uyg daba como resultado en un retraso del inicio de la enfermedad y una incidencia
terminal de artritis mas baja. Durante aproximadamente ocho semanas, los ratones tratados con 300 ug de RAGE
desarrollaran la enfermedad con un patrén similar, pero una serie de animales con artritis final daba lugar a una alta
incidencia de enfermedad elevada, pero un retraso del inicio de la enfermedad.

[0110] Gravedad y Progresion de la Enfermedad. El analisis de la puntuacion de articulaciones acumulativa en
animales tratados y de control revelaba efectos significativos de terapia con RAGE en la severidad de la artritis
inducida con colageno (Figura 12). Los ratones de control desarrollaban la enfermedad progresiva crénica habitual,
con un aumento notable en el indice acumulativo de artritis. Por el contrario, los ratones tratados con RAGE en
cualquier dosis mostraban una disminucion notable en la puntuaciéon de artritis. La diferencia entre los grupos de
control y tratados consiguié un nivel elevado de significacion estadistica (p < 0,001) desde el Dia 43 después de la
inmunizacion, y esta diferencia se mantuvo durante todo el ensayo. Aunque la terapia con RAGE de 100 ug/dia
conseguia una puntuacion acumulada de artritis mas baja, no habia diferencias significativas entre los grupos de
RAGE con respecto a la puntuacion de artritis, lo que sugiere que se consiguio un efecto de "umbral”, en lugar de un
efecto clasico dependiente de la dosis.

[0111] El analisis de la influencia de la terapia con RAGE en el nimero de patas artriticas (Figura 13) no muestra un
efecto significativo sobre la progresion de la enfermedad. Una vez mas, se observé una influencia significativa en el
numero de patas implicadas desde el Dia 43 en adelante. El nivel de significacion variaba de p < 0,001 a p < 0,025,
lo que puede reflejar que la influencia de RAGE era mas pronunciada en la gravedad de la enfermedad que la
progresion de la artritis; sin embargo, el nimero maximo de patas implicadas (40) es mas limitado que la puntuacion
de enfermedad acumulativa maxima (120). Una vez mas, no se producian variaciones significativas entre los grupos
tratados con RAGE, aunque el grupo de 100 ug de RAGE presentaba el nivel mas elevado de retardo de artritis.

[0112] Los resultados sugieren que la administracion de la proteina RAGE ejercia un efecto notable sobre la artritis
inducida con colageno cuando se administra usando un protocolo profilactico. No se observaron efectos toxicos
evidentes de inyeccion de RAGE en cualquier dosis y parecia que el tratamiento se toleraba muy bien. La incidencia
general de la enfermedad se redujo de forma significativa en los ratones que recibieron 100 ug al dia, y se observo
un retraso de inicio de la enfermedad en ratones tratados con 300 pg/dia. Sin embargo, la indicacién mas evidente
de la actividad clinica se observé en la reduccion de la puntuacion de la enfermedad y el recuento de pata artritica,
en el que se detectaba una amplia separacion entre los ratones tratados con RAGE y los animales de control a partir
del Dia 43 después de la inmunizacion. En este punto, los animales de control experimentaron la progresion habitual
de la artritis severa, mientras que el tratamiento con RAGE en todas las dosis retrasaba la progresion de la
enfermedad.

[0113] Evaluacion histopatolégica: Las extremidades de todos los ratones se retiraron a la finalizacion del estudio de
evaluacion clinica, y se almacenaron en solucién de formalina tamponada neutra. Las articulaciones se
descalcificaron durante 18 dias en acido formico al 10 %, se deshidrataron, y se embebieron en bloques de parafina.
Se cortaron secciones a lo largo de un eje longitudinal, se montaron y se tifieron con cualquiera de hematoxilina y
eosina o Azul de Toluidina. Las muestras de ensayo se cortaron hasta aproximadamente la linea media, y a
continuacion las muestras centrales sagitales se montaron para su evaluacion. Esto permiti6 una evaluacion
geografica coherente. Se montaron de cinco a diez muestras (normalmente 4 - 6 muestras por portaobjetos).
Después de la tincion, los portaobjetos se unieron permanentemente con cubreobjetos. Se evaluaron un minimo de
3 secciones separadas por muestra de ensayo con ocultacién, con el evaluador no siendo consciente de la
asignacion de grupo. En las extremidades delanteras, se puntud todo, codo, mufieca y articulaciones metacarpianas,
mientras que en las patas traseras se puntud todo, rodillas, tobillos y articulaciones de los metatarsianos. Los dedos
no se evaluaron, ya que el procedimiento de seccionamiento elimina la mayoria de las articulaciones de PIP. Los
portaobjetos se evaluaron para presencia de sinovitis, formacion de pannus, erosiones marginales, cambios en la
arquitectura (en su mayoria subluxacién), y destruccidon. A continuacidon se asigné a cada seccion una puntuacion
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total, basandose en estos puntos colectivos. El sistema de puntuacion se basaba en lo que sigue a continuacion:

[0114] La sinovitis se juzgd por el espesor de la membrana sinovial, y se contuvo como si a continuacién: 0 para
menos de 3 células de espesor; 1 para 3 a 5 células de espesor; 2 para 6 - 10 células de espesor; 3 para 10 a 20
células de espesor; y 4 para 20 - 30 células de espesor.

[0115] La formacién de pannus se puntué como sigue a continuacion: 0 para ninguna formacion de pannus; 1 para
microvellosidades presentes; 2 para uniéon de pannus evidente; 3 para uniéon de pannus notable; y 4 para espacio de
las articulaciones ocupado por pannus.

[0116] Las erosiones marginales se calificaron como sigue a continuacion: 0 para ninguna erosion visible; 1 para
indentaciones menores en la zona de unién capsular; 2 para erosiones de cartilago evidentes; 3 para erosiones
extendidas en el hueso subcondral; y 4 para erosion de hueso y cartilago mayor.

[0117] Los cambios de arquitectura se calificaron como sigue a continuacion: 0 para arquitectura normal de las
articulaciones; 1 para cambios edematosos; 2 para subluxacion menor de superficies de articulaciones; 3 para
subluxacion mayor de superficies de articulaciones; 4 para fibrosis completa y formacion de puentes de colageno.

[0118] La puntuacion total refleja: O para aspecto normal clasico de las articulaciones; 1 para cambios menores;
coherente con remision; pueden ser clinicamente normales; 2 para artritis inflamatoria definida; 3 enfermedad
erosiva, inflamatoria mayor; y 4 para artritis erosiva, destructiva.

[0119] Degradacion de Cartilago y Matriz Osea. Se tifieron secciones en serie para componentes de la matriz del
cartilago usando la tincion histoquimica con Azul de Toluidina. Se evaluaron las secciones de azul de toluidina para
pérdida de proteoglicanos. La tincion en la superficie articular se compard con la tincion en la placa de crecimiento, y
se puntué como sigue a continuacion: 0 para Ninguna pérdida de proteoglicanos; tincién con Azul de Toluidina
Normal; 1 para Pérdida menor de proteoglicanos; Tincion débil de cartilago superficial; 2 para Pérdida moderada de
de proteoglicano; Tincion débil de cartilago superficial; 3 para Pérdida significativa de proteoglicano; Sin tincion con
Azul de Toluidina de cartilago superficial; y 4 para Pérdida mayor de proteoglicanos; Sin tincion con Azul de
Toluidina de cartilago profundo.

RESULTADOS

[0120] Hallazgos Histolégicos de artritis inducida por Colageno. Las secciones se evaluaron para los parametros
inflamatorios y erosivos de la enfermedad. El aspecto de la artritis (Figura 14) revela patologia de enfermedad
erosiva inflamatoria habitual para este punto de tiempo en el grupo de control (tratado con PBS), con las
caracteristicas artriticas habituales de hipertrofia sinovial e hiperplasia, con unién notable de pannus y erosiones
marginales.

[0121] EI tratamiento con la proteina de fusion RAGE-Ig a 10 yg/ml (Figura 14B) daba como resultado cambios
moderados en los parametros inflamatorios y erosivos, con una mejora general en el aspecto de erosiones y
superficies del cartilago interrumpidas. El tratamiento con la proteina de fusion de RAGE-Ig a 100 pg/ml (Figura 14C)
dada como resultado en una reduccion en la formacion de pannus y erosiones en comparacion con el control, y la
diferencia global era bastante notable. Sin embargo, la administracion de la proteina de fusion RAGE-Ig a 300 ug/ml
(Figura 14D) daba lugar a artritis que parecia en cierto modo menos grave que la patologia observada en el control
de solucidn salina, pero sin embargo era bastante grave, con hipertrofia sinovial e hiperplasia, con unién notable de
pannus y erosiones marginales.

[0122] El analisis de las puntuaciones inflamatorias (Figura 15) revelaba una reduccion de la inflamacion en ratones
tratados con la proteina de fusién RAGE-Ig en todas las dosis en comparacion con los animales de control (tratados
con solucion salina). Sin embargo, la sinovitis se redujo de forma significativa (p < 0,05) solamente en el grupo de
100 pg/ml, y la formacién de pannus presentaba reducciones de puntuacion similares (p < 0,03). Las reducciones en
los parametros de la enfermedad inflamatoria observadas usando la proteina de fusion RAGE-Ig en cualquiera de
10 ug/ml o 300 pg/ml no alcanzaron significancia estadistica.

[0123] La evaluacion de cambios en las caracteristicas erosivas (erosiones y cambios en la arquitectura de las
articulaciones) de artritis inducida con colageno presentada un patrén de efectos similar. Se observé una reduccion
significativa (p < 0,01) en erosiones de las articulaciones entre el grupo tratado con la proteina de fusion RAGE-Ig a
100 pg/ml en comparacion con los animales de control (tratados con solucion salina) (Figura 16), mientras que las
reducciones observadas en ratones tratados con la proteina de fusion RAGE-Ig a 10 pg/ml y 300 ug/ml no
alcanzaban significancia.

[0124] La combinacion de los parametros histopatoldgicos en una puntuacion total de artritis histolégica (Figura 17)
reflejaba los resultados de los parametros de la patologia individual. No se observaron diferencias significativas entre
los animales tratados con control (solucidn salina) y los ratones tratados con la proteina de fusion RAGE-Ig a
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100 pg/ml (p < 0,02), y la puntuacion total en los ratones tratados con 10 ug/ml apenas alcanzaba significancia
estadistica (p = 0,05), mientras que no se observaban reducciones significativas en las puntuaciones totales de la
enfermedad usando la proteina de fusién RAGE-Ig a 300 pyg/mi.

[0125] Las secciones tefiidas con Azul de Toluidina se examinaron para determinar si la proteina de fusion RAGE-Ig
incluia en la pérdida de proteinas de la matriz de la articulacion artritica. Los datos (que se muestran en las Figuras
18 y 19) sugieren que la proteina de fusion RAGE-Ig protegia frente a la pérdida de proteoglicanos, pero este efecto
solamente era estadisticamente significativa (p < 0,05) a la dosis de 100 pg/ml. El grupo de control de PBS presenta
una pérdida importante de matriz del cartilago (proteoglicanos y colagenos), y se observa una pérdida notable de
tincion en la superficie del cartilago proximal en los ratones tratados con la proteina de fusion RAGE-Ig a 300 pg/ml.
Por el contrario, hay una buena conservacion de la proteina de la matriz con la administracion de la proteina de
fusion RAGE-Ig a 10 pg/ml o 100 pg/ml.

[0126] Los hallazgos histolégicos confirman los datos clinicos que indican que el tratamiento de la artritis inducida
por colageno con la proteina de fusién RAGE-lg daba como resultado un efecto sobre la incidencia y la gravedad de
la enfermedad. Los parametros histoldgicos alcanzaron altos niveles de significacion estadistica en los ratones
tratados con 100 pg/ml, y alcanzaron significacion estadistica en la patologia general en ratones tratados con
10 yg/ml. La proteina de fusién RAGE-Ig a 100 uyg/ml conseguia una buena conservacion de la estructura de la
articulacion, y una reduccion significativa de todos los parametros de artritis bajo evaluacién. La impresion general es
que la proteina de fusion RAGE-Ig blogueaba la fase erosiva de la artritis, ya que el grado de cambios inflamatorios
estaba menos influenciado que los parametros de la enfermedad secundaria. Los ratones tratados con la proteina de
fusion RAGE-Ig a 300 pug/ml no estaban protegidos en el mismo grado como las dosis mas bajas, lo que de nuevo
aumenta la posibilidad de una respuesta de supresion a este nivel de administracién de proteinas. En general, estos
resultados estan de acuerdo con las observaciones clinicas realizadas en el estudio, y demuestran que la proteina
de fusion RAGE-Ig puede ejercer un efecto antiartritico.

Listado de secuencias

[0127]
<110> Galactica pharmaceuticals
<120> PROTEINAS DE FUSION DE RAGE
<130> 14895-00001-WO

<150> 60/943.994
<151> 14-06-2007

<160> 11

<170> PatentIn version 3.4
<210>1

<211> 2016

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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e
Gl
His
1]

- Cys;

Gy

Tyr

668

val

ASp.

t His

Leu

Pro ser

ser Arg

AsSp. Pio
495

Asn Ala.

510

vat vil

Glu Tye

tys Thr

Thr Lew

575

Thr Cys.

590

Glu ser

Led Asp

LYS Ser

Glu.ala

655:

Gly Lys

Val

-
o

Glu
Lys
sSer
Lys
e
560
Ero:
Leu
ASD,
sér
Arn

64

Leu

atggtagccg gaacagcagt. tggageetgd ‘gEgcrggrce teagtcrgty gagggcagta
gtagyroctc -aaaacatcac ageccggatt ggcgagocac tggrgctgad grgtaagodg

gcoeccaaga aaccacccca goggotggaa tggaaactga acacaggecg gacagaagec

10

29

60
120

180



ES 2 56

4 634 T3

tggaaggtce tgtcrocica gggaguagge cectgggaca gtitggcteyg tgtecttcee 240
aacggetace tottecttce ggctgicggg atccaggatg ‘aggggarttt ccygrgccag 300
gcaatgaaca ggaa{ggaaa ggagaccaag tccaactace "gagtccgtyt ctaccagatt 360
cetyggaage cagaaartgt agattetgee tc{gaactca‘gggc&ggtgt'tcccaataag 420
glgdggacat grgtgrcaga ggsaagerat citgéaggga cretrtagety gecacttggat 480
gggaagecae tggrgecgad tgagaagdga gratcigtga aggaacagacd cadgagacac 540
cctgagacag ggctctidac adtgeagtey gagetaatgg vgaccccagc. ccggyggaggd €00
garccocgte, ccaccticte crgtagettc ageccagged ttecccgaca ccggdgecrg 660
cgcacageec ccarccagee ccgrgtetgg gagoetgrge dtcxggagga‘ggtccaaxtg 720
gtggtggage cagaagytgg agcagraget cctggtagaa ccgfaaccct'gacctg;gaa 780
GLCCCTOCLE AgECCLotce TCaaatcaat rggatgaagg atgotgtgec crrgoecctt -840
gcececagee, crgtgtgat cetocactgay atagggecte aggaccagyyg aatcvacage 900
tgrgtggeca cecateccag ccacggygecc caggaaagcc grgetgreag catcageate 960
atcgaaccag gcgagoagyg gecaactgea ggcrctgtgs gaggatcagg: getgggaact 1020
CLageectgy coggtagagy ctocggaage goggetteca ccaagggece atccgtatte 1080
cCeotggroc £Ctgetccag gageacctec gagagcacag ccgeeCtgyg crgectgyte 1140
adggactact tececgadce ggrgacygry togtggaact cagycycect gaccagegge 1200
grgcacaccet tcccggctygt ccracagrcc tcaggacicr actecctcag ¢agcgrggoty i?ﬁol
accgég;cct ccageagett: gggeacgdag acctacacet gcaacgtaga. tcacaagéce 1320
agcaacacca aggrggacaa gagagttgag tccaaatatrg gtcccacatg cccatcatge 1580
tcégcédctg:agptccxggg ghgaccatca ‘'grettecedt tecedecaaad ‘acccaaggac 1440,
actctcatga tctctoggac Cectgaggrd acgtygcgtgg tggrdgacgt gagecaggaa 1500
gdcceegagg tocagttcad crggracgry gatggcgtgy: aggigeataa tgccaagaca 1360
aagecgeggy aggageaght- caacagcacy taccgrytigy tcagegrcetk caccgrectg 1620
caccaggact .ggctgaacgg caaggagtac aaptgcaagg tctecaacaa aggegteceg 1680
tecctecatey :agaadalcat <lccaaagoe aaagggcage cccgagagoc dcaggtgrac 1740
accctgoler catcccagga dgagatgacc aagaaccagg tcagectgac ctgcotggte 1800
asaggetrct accoecagega. Carcgecegrg \gagtgggaga geaatgggea gocggagaac 1860
aactacaaga ccacgeltce cgtgeorggac toccgacgget cetreorveer ctacagcagg 1920
ctaaccytog acaagagcag. gtggcaggay gogaatgrct tctcatgetc .cgrgatgeat 1980
gaggctetge acaaccacta €acacagaag agootcicee tgrotctogy gaaatga 2037

<210>4

<211> 678

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

30



Met
1

Trp

Pro

Lew:

Ser
55

A¥a

Gly

Leu

Glu
50

Pro

Asm Gly

fhe

;Wr

ser

val

145

Gly

Thr

Mot

Ser

Ite

vat

Leu

Arg

‘Arg

Ala
130

.Ser

LYyS

Arg

val

Phe

210

Gin

val

Thr:

Ala

.ala

val
35

Tep

Gln

sep

cys-

val

115

ser

Glu

Pro

A rg:
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Gly 'g&r ‘ata. vat

val
20

Leu

LyS:

Gly
teu.
6Tn
100
Arg
Glu.

Gly

Leu

His

' 180

“Thr

195

Sei

PTQ.

Glu-

Cys

Pro

Pro

Arg

Pro

Glu
260

val

Lys

Leu

Gy

Phé

85’

Ala

val

Leu

Gly

Cys

Asn

Gly’

Fii

Leu

Met-

Tyr

Ser Tyi

val
165

Pro

Ala

Gly

Prao

Gly

Arg

(W=1T

val Tr

Glu
245

val

23

Gl y

Pro

Ala
Lys
Thr
55

Proé

Prg

AsSn

e

- Al

135

Pro
ASA
Thr
G'I.V
Pro
215

Glu

Gly

Ala

1y
G‘ln
Gly
40
Gly
Trp
Ala
Arg
Ile
120
Giy
ala
clu
Gly
Gly
20
#7g
Pro;

Ala

Gln,

31

Ala,

AsSny

25

Ala

Arg

AsSp

‘val

ASnr

105

Pro

val

GTI“y

LYS

Leu |

185

ASP
His
val
val

:b rq

Trp
10

Ile
Pro
Thr
Ser
Gly
90.

Gly
Gly

Pro

thr

val
Thr

Lys

Gl

val

75

1lé

LyS

Lys

ASD

Ley

155

Pro

Arg

Pro

Ala
250

Ser

‘val

“Thr

Arg

Ala

Ley

235

Pro

Pro

Leu

Ala

Lys

Ala
60

Ala

GIn

Gl

Pro

ser

Ley. ¢

Pro

Leir 4

220

Glu G

Gy,

Gln

val.

Arg

Leu

Ile

T30

Pro

45

Tr'p'

arg

nsp

THe .

Glu
125.

-val

- Trp

val

Gly

Tle

Pro

Lys

Vil

Glu

G'i'y-'

His i

Lys

‘Ser

190

Phe:

Thr

val

Thir

His

ser
15

Gly

GIn

val

Léu

Gl
9

Ser

val

Thr

seér
Ala
6ln
)

Trp

Lev.
cla
Arg
Leu
£io
BO
ile
Asn
ASP

Cys

Leu
Cys
Pro
240

‘Fhir

met.



Lys:

Pro

His
305

e

Gly

ser
Thr
Peo
385
val
ser
Thr
val
fhe
465
Thr
val
val

Ser

-AsSp

© 275

Gy

290

Ser

Glu

Leo

Thr

Ser
370

GTu

His

ser

cys

Glu

450

Leu

Leu

ser’

Gl

Thr
530

1%

Ser

Pro

Gy

L4

Glu

Pro

Thy

val

Asn

435

ser
Gly
Vet
cla
vai
315

TYFP

val

Gly

Gly
The
340
Gy
sear
val
fhe
val
420
val
Lys
Gly
iTe
Glu
500

His

Arg
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Pro Leu

Pro 6Inm

310

Glu Glu
323

ie€u Ala

Pro Ser

THr Ala

Thr val

390
Pio Ald
405

Thr val

ASp His,

Ty Gly

Pro ser
470

ser Arg
485

ASp Pro.

asn Ala

val val

Pro.

As

29t

Gin

Gly

Lew

val

Als

sép
val
Pro
Lys
Pro
455
val
The

Glu

Lys

ser
535

-GN

Ley
280

Glu
Pro.
Ala.
Phe.
360
Lteu
Trp
Leu
ser
Pro’
440
Pro
Phe
Pro
val
The'
520

val

32

Pro

Gly

ser

“Thr

Gly
34

Pro
Gly
ASn
aTn
Ser
425
ser
cy )
ey
Glu
Gln
505

Lys

iLeu

Pro Ser
Thr Tye
Are 51
3 o
ser Gly
Leu -ata

Cys Lel

ser Gl
39

Ser Ser

a1o

Ser Leu

Asn Thr

Pro ser

rPhe fro

475.

val Thr
490
Phe Asn

Pro Arg

Thr val

Pro

Sef

300

val

sér

Ser

Pro

val

380 .

Ala
Gly
Gly
Lys
Pro
cys
Trp
Glu

Leu
540

val

285,

cys

Ser

val
Gly
15
Lys
Leu
Leu
Thr
val

445

Pro
Lys
val
Tyr
Glu

His

Leu

val

Ile

cly-

ser

Ide

Ald

Ser

335

Gcly

350 |

-Ser:

A's_p.

‘Thr

Tye

LYs

430

ASp

Ala

Pro

val

val

510

Gin

Gin

arg

'Ty r

sSer
Ser
415
Thr

Lys

Pr¢

LYyS -

val
49%
ASP

Phe

Asp

Ley

Thr

Ses

Ala

ser

Phe
Gly
40

L.eu
Ty

Arg

Qlu

'-As_p

Gly’

ASRP

T Fp



10

Ley
545
ser
Pro
va

GIn:

Ala

Asn

ser

Gl

vatl

595

Glu. Trp

610

Thre
625

Leu

‘I

Ser

Ser.

<210>5

<211> 2016

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atggéagced
gtaggroctec
gceeccaaga
tggaaggrec
aacggctece
gcadtgaaca
cctoggaage
grggggacat
gggaagcccc
ccrgagacag
gatcceegtc
cacacageec
atggtggage
gtcoccegeec

Pro

Thr

val

Leu

fro val

gaacagcagt
asaacatcac
aaceacceca
tgrcrcceca
retteerted
ggaatggaaa
cagaaartot
gtgtgtcaga
tggrgccgaa
ggetetecac
ccaccrrctc
ccatccageo
cagaagytog
agicctctce

Ile.Glu Lys

val r Thr
48

} Ser Ley. Thr

Glu

teu

val Asp L

6

Met ®is: Glu
660

675
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Sly Lys. G1u Tye Lys

T™r Ile

‘Lew BFO

Cys L

Asn
615

Ser”

ser

5er Arg

Ala Lec

tys

tagageetgg
ageccgoatt
gcggetggad
§99aggagoc
ggctgriedgy
g9agaccaag
agatteigee
gggaagctac
tgagaaggga
actgcagfcg
ctotagetee
ccgtgtergg
agcagtaget

tcaaatccac

i val
" 600

Cys Lys

Ser

Ser

Fro ‘
- 58S

Lys

Gly Gin

Asp Gly

Trp ¢ln

His

atgctggtec
gycgagecac
tggaaactga
‘ccctgggaca
‘atecagdatg
tccaactacc
tetgaactea
ccrgcaggoa
gratctgtga
-gagcraatyg
agcccaggec

‘gagecigrgl

cctggrggaa

‘tggatgaagy.

33

val

Lys’ Ada Lys Gly
570 Y v
Gin
Gly
Pro
ser
Glu
650

- HiS TYP Thr

ser Asn
555

Glu G¢lu

Phe Tyr

Lys

Glo

Gly Leu

Pro
560

Glu

Met

pro

Pro,ggg

Thr Lys
S90 ¥

603

Glii-Asn
620

Phe phe
635 '

Gly “Asn’

W

AsSn

Leu

val

GIn

TyT. Lys

Tyr Ser

Phe ser
655

rcagrotytg goygocagra

tggtgcrgaa
acacaggceg
gtgtggetcy
aggggatttt
gagrcegtgt
cggcrgggt
ctcrtagetg
aggaacagac .
tgaccecage
ttececgaca

grgraadyugg
gacagaaget:
tgrécticec
ccggtgecag
ctaccagatt
rCccaataag
gcacttggat
caggagacac
ccggggagga
ccgggecreg

ctcrggagga ggrccaatey

cegtaadoct
atggtgtgce

gacctgotgaa
ctrgececet

ASn
Ser Asp Ile
Thr
ATE
540
cys

LYS Sér Léu
670

60
izo

“180.

240.
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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<ccceccaged.

tgrgtggcea
atcgaacgag
cragecetay
agcacctlcg

gtgacggrgt

cracagtect
ggcacgaaga

agagrtgagt

ggaccatcag.
cctgaggtea
tgytacgtoy
aacageacgt
aaggagtaca
Tccaaagica
gagatgacca
atcgecgtog:
gtgetggact
tggcaggagy
acacagaaga
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ctorgetgat cerccetgad

ceeatricig
gcgaggagog
ccgertccac
‘agagcacagc
COQUGHAdLLe
caggactcta,
cctacacetg
ccaaatatgg
tcttoctgtt
cgrgegggt
atgggtyga-
acCgtth?:
-aAgrgcaaggt
aagggeagee
agraccagyt
agtghaagag
ccgacgactc
goaatgicte.

gectctedce

ccacgogece
gccaactgea
caaggyccca
cQCCcrgggc
aggegeccty
ctctcrcage
caacgragat
tcececarge
cecececcaaaa
9gtggacyeg
ggrgcataar
cagegrectc
ctecaacaaa
tcgagagcea
tagectgacc
caatgggcag.
éfrertccrc
creatgetee
gtcectegyg

‘atagggccte -aggaccaggy adcctacage 900
caggaaagee groltgicag cartageate 960
ggcrctgtgy gaggateagg getgggaact 1020
TECgTCTLCe £CCLggagec. crgetccagy 1080
rgcctggrea aggactactt cCaddaaccey 1140
accageggcg tgcacacert cceggetgrtc 1200
agcgtggtda ccgrgecete: cagcagetty - 1260
cacaagccca -gcaacaccaa ggrogacaag 1320
ccatcatgee cagcacctga gttcotgggg 1380
€€C339gaca crctcatgat  cecccggace 1440
agccaggaayg acccagaggt. ccagttcaac %509
gccaagacaa -agecgeudya ggageagtte 1560
accgtogrge accaggactg gotgaacgge 1620
ggccteccgt cctccatcga gaaadccatc 168D
Laggtgtaca ccctgccccczatcccéggag 17490
tgcotggurea -aaggcttera. coccagegac 1800
ccggagaaca actacaagac cacgectede 1860
tacagcagge tdadcgryga cdagagcagg 1920
grgatgcaty aggetctgea caaccacrac 1980
asatga 2016

<210>6

<211> 671

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

gef,a1a Ala GJy,ghr Ala val
Trp Giy Ala 531 val 61y Ala

Pro Ley ggl Ley LYS Cys Lys

reu 6ly Trp tys Leu asn Thr
50 §5

ser Pro GIn Gly Gly Gly Pro
65 Y 70

Gly Ala Trp val Leu val Lev Ser ieu

10 15

GIn Ash 11e 'Thr ATa arg ‘tle Gly Glo
25 " 30

Gly Ala Pro Lys Lys Pro Pro Glh A

4Dy ’ Y Y a5 re

Gly arg Thr Glu gga Trp Lys val Leu

Trp. Asp ‘Ser val Ala arg val teu Pro
e 75 9 B8O

34
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Ala: Pro
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val
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val
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Glu val
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Lys val
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Gin Pro
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Gly ser
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Gly
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val Lys
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405
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420
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Lys val
Cys Pro
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Cys val
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643

Asn Bis Tyr Thr -Glh
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Pro.
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535,
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Ser
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val

Asp

ASp

Leu

Arg

Lys .
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TER

Pro
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Arg
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365

Pro Glo Pro val Thr val
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ser Ser val val Thr val
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Thr feu Met Ile Ser Arg
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val 6l val His Asn Ala
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ser Thr Tyr 55 val val

Leu Asn Gly Lys:Glu Tyr
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Thr Pro Pro val Leu Asp
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Pro
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<210>7

<211> 2037

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

atggcdgeeg
gtaggtgttc
gcCcdcaaga

gaacageagt

-aaaacdtcac

aaccacecca.

tggaaggtcc tototéccca,

aacggcerece:
gtaatgaaca
citgyggaaye.
grggggacat:
ggg9aagecec. -

fotrecrtec
ggaatggaaa
cagaaattyt
gtgrgtcaga
tggtgccdaa.

Cetgagacag goetotteac

gatccccgre
cacacagccec,
gtggtdgaac
greGetgccec.
€CCCCcagec -
Tgtgtggeea -
atcgaaccag’
ctagecctgg
ccectggege
aaggactact
gtgcacacet
accgtgcect
dgcaacacca .
ccageacetg
actetcarga -
gaccecgagg
aagcegegyg

caccaggact
teetccareyg
accergoccc
aaaggcrrct
aactacaaga
ctaaccytog
gaggetotge

cCacorictc.
céatecagoc
cagaaggtgo
agccetcteo
ctgtgctgat,
cccattccag
9cgaggagag
ccgatadcag
ccrgeteeay
tecocgaace
tcecygetye,
ccageagott
aggtqgataa
agrtcerggy
tercecggac
TCcagitecaa
aggageagee

ggéfgaaegg-

-agaaaaccat

catcccagga.
accceagega
ccacgectee,
‘acaagagcag

Acaaccacta.
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tggagcetgg
agcceggatt

giggerggaa

9g99aggagge
gyctgtegag
ggagaccaag
agattctgec
gggaagctac
tgagaanggd
actgcagreg
ctgtagettc
ccgtgrctyg
agcagtagct
tcaaatecac
dctecetgag
ccacgggecc
gcraactgea
crecggadnt
gagcacctcee
gotdacgotg
ceracagrec
gg9gcacgaag
gagagrrgag
gggaccatca
ccetgagate
ctggracgtg

caacagcacg

caaggagtac
¢tecaaaged
ggagatgace

carcgeegtg,

cgtgerggac

gtggcaggag
gdcacadgaay

gtactygre
ggcgagccac
tggaadctga
cectgggaca
atccaggaty
TECAACTACC
tctgadctca
cctgeagyga
gtatctgiga
gagctaatgg
‘ageccaggcc
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién que comprende al menos un polipéptido que comprende:

(a) una primera secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 1-301, los
aminoacidos 24-301, los aminoacidos 1-344, o los aminoacidos 24-344 de la SEC ID N° 6, siendo capaz la
primera secuencia de aminoacidos de unirse a un ligando de RAGE; y

(b) una segunda secuencia de aminoacidos que es un dominio constante de inmunoglobulina IgG4 de cadena
pesada humana.

2. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la primera secuencia de aminoacidos
comprende los aminoacidos 1-344 de la SEC ID N°: 6.

3. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteina de fusién comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 6 y SEC ID N°: 8.

4. La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la proteina de fusién comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N°: 6.

5. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que la secuencia de aminoacidos de la proteina de
fusion consiste en la SEC ID N°: 6.

6. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende los aminoacidos 24-671 de SEC ID
N°: 6.

7. La proteina de fusiéon de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, que comprende adicionalmente un engarce entre la
primera secuencia de aminoacidos y la segunda secuencia de aminoacidos.

8. Un acido nucleico que codifica una proteina de fusion de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior.

9. Una célula hospedadora recombinante que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 8 y/o la proteina de
fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

10. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y
un portador farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10 que comprende la proteina de fusién de la
reivindicacion 5 6 6.

12. Una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11 para su uso en el tratamiento de
dermatitis, glomerulonefritis, esclerosis mdltiple, uveitis oftalmia, inflamacién pulmonar autoinmune, diabetes mellitus
dependiente de insulina, enfermedad ocular inflamatoria autoinmune, lupus sistémico eritematoso, resistencia a la
insulina, artritis reumatoide, retinopatia diabética, esclerodermia, nefropatia diabética, neuropatia diabética,
enfermedad de Alzheimer, una enfermedad autoinmune, o una enfermedad inflamatoria aguda.
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