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DESCRIPCION
Polipéptidos de fusién y usos de los mismos

La presente invencién proporciona polipéptidos de fusién de Relaxina con semivida extendida. De este modo, las
partes que extienden la semivida son el resto de Fc de la IgG2 humana o de la IgG4 humana. Ademas, la invencion
proporciona secuencias de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de fusién precedentes, los vectores que
contienen los mismos, las composiciones farmacéuticas y el uso médico de tales polipéptidos de fusion.

Antecedentes de la invencion

La Relaxina 2 (Relaxina H2, RLN2) como un miembro de la superfamilia de insulina es un péptido de 2 cadenas que
exhibe, a nivel genético, la estructura de prohormona de cadena B - C - A tipica, dispuesta desde el extremo N- al C-
terminal. Otros miembros de esta superfamilia, codificada por 7 genes en los seres humanos, son los genes de
Relaxina RLN 1, RLN3, y los genes del péptido tipo insulina INSL3, INSL4, INSL5, y INSL6. La homologia de
secuencia global entre los elementos de esta familia es baja; no obstante, el analisis filogenético indica que estos
genes ha evolucionado del gen ancestral RLN3 (Hsu, S. Y. (2003); Wilkinson, T. N. y col. (2005)). La proteina
madura tiene un peso molecular de aproximadamente 6000 Da y es el producto de una escisién enzimatica de la
prohormona catalizada por la Prohormona-Convertasa 1 (PC1) y 2 (PC2) (Hudson P. y col. (1983)). Las cadenas Ay
B resultantes estan unidas con dos puentes de cisteina intermolecular; la cadena A exhibe un enlace disulfuro
intramolecular adicional. La Relaxina inicia efectos pleotrépicos a través de muiltiples vias en una variedad de tipos
celulares. Esta confiere su actividad por la union al receptor acoplado a la proteina G de clase | (tipo rhodopsina)
denominado LGR7 (receptor 7 acoplado a la proteina G rica en leucina 7) también llamado RXFP1 (receptor de
péptido 1 de la familia de Relaxina), y con afinidad significativamente mas baja a LRG8/RXFP2 (receptor de péptido
2 de la familia de Relaxina) (Kong RC y col. (2010)) Mol Cell Endocrinol. 320:1-15 En la molécula de Relaxina, un
motivo de aminoacidos en la cadena B (Arg-X-X-X-Arg-X-X-lle/Val-X) (Schwabe y Billesbach (2007) Adv Exp Med
Biol. 612:14-25 y Biillesbach and Schwabe J Biol Chem. 2000 Nov 10;275(45):35276-80) se conserva en todos los
péptidos de la Relaxina y es critico para la interaccion de estos péptidos con el correspondiente receptor. La union
de la Relaxina a LGR7/RXFP1 produce la activacién de adenilato ciclasa y un aumento de la molécula segunda
mensajero AMPc. Por medio de este mecanismo, la Relaxina 2 por ejemplo media la liberacién del péptido
natriurético auricular en los corazones de ratas (Toth, M. y col. (1996)). También se ha mostrado un efecto inotrépico
positivo de la Relaxina 2 sobre los miocitos atriales de rata (Piedras-Renteria, E. S. y col. (1997)). Otras moléculas
de transduccion de sefial que se activan por el complejo de Relaxina/LGR?7 son la fosfoinositido-3 quinasa, tirosina
quinasas, y fosfodiesterasas (Bartsch, O. y col. (2001), Bartsch, O. y col. (2004)). Las vias de transduccion de sefial
adicionales activadas por este sistema incluyen la via de 6xido nitrico (NO) que llevan al aumento de los niveles de
GMP ciclico en corazones de rata y cobayo (Bani-Sacchi, T. y col. (1995)).

La Relaxina actia como una hormona pleotrépica (Dschietzig T. y col. (2006)) que posee actividad bioldgica sobre
organos tales como pulmén, rifidn, cerebro, y corazon. La fuerte actividad antifibrética y vasodilatadora de Relaxina
es notablemente responsable por los efectos positivos obtenidos con este péptido en varios modelos de enfermedad
animal asi también como en los estudios clinicos (McGuane J.T. y col. (2005)). El RLN2 tiene multiples acciones
beneficiosas en el sistema cardiovascular en condiciones patolégicas. Este mantiene la homeostasis del tejido y
protege el miocardio lesionado durante diversos procesos fisiopatoldgicos. Esto exhibe efectos vasodilatadores
pronunciados, por ejemplo, que afectan el flujo y la vasodilatacion en arterias coronarias de roedores (Nistri, S. y col.
(2003)) y en los lechos vasculares de otros 6rganos. En ratas espontaneamente hipertensas, el RLN2 redujo la
presion arterial, un efecto mediado por el aumento de produccion de NO.

Se ha evaluado una actividad cardioprotectora de la Relaxina 2 en diferentes modelos animales tales como cobayas,
ratas y cerdos (Perna A.M. y col. (2005), Bani, D. y col. (1998)). El RLN2 mejora la lesidn miocardica, infiltracion
celular inflamatoria y posterior fibrosis, de este modo se alivia la disfuncién ventricular grave (Zhang J. y col. (2005)).
La Relaxina 2 exhibe fuerte actividad antifibrotica. En los tejidos lesionados, la activacion y proliferacion de
fibroblastos causa aumento de la produccion de colageno e la fibrosis intersticial. La fibrosis del corazéon aumenta
por sobrecarga biomecanica e influye en la disfuncién, remodelado y arritmogénesis ventricular. En modelos
animales, la infusion continua de Relaxina 2 inhibe o incluso revierte la disfuncién cardiaca causada por
cardiomiopatia, hipertension, toxicidad cardiaca inducida por isoprenalina, cardiomiopatia diabética e infarto de
miocardio. Esta inhibicion de fibrogénesis o inversion de fibrosis establecida puede reducir el endurecimiento
ventricular y aumentar la funcién diastolica. En particular, aunque la Relaxina 2 reduce la acumulacion de colageno
aberrante, no afecta el contenido de colageno basal en tejidos sanos, lo que destaca su seguridad para uso
terapéutico.

Se ha analizado la Relaxina 2 en varios estudios clinicos como vasodilatador pleotrépico para el tratamiento de los
pacientes con insuficiencia cardiaca aguda con evolucién muy promisoria. En estos estudios, la Relaxina 2 se asocio
con alivio favorable de la disnea y otros resultados clinicos (Teerlink J.R. y col. (2009), Metra M. y col. (2010))
Debido a la limitada semivida in vivo de la Relaxina, el tratamiento de los pacientes se debe repetir cada 14 a 21
dias, por el cual se debe realizar la administraciéon del compuesto como una infusién continua durante al menos de
48 horas.

Ademas, la Relaxina 2 también puede ser util en el tratamiento de enfermedades tales como pancreatitis,
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enfermedades relacionadas con la inflamacion como artritis reumatoides y cancer (Cosen-Binker L.1. y col. (2006)
Santora K. Y col. (2007)) o escleroderma, fibrosis pulmonar, renal, y hepatica (Bennett RG. (2009)). La Relaxina 2
reduce el crecimiento del tumor por xenoinjerto de las células de cancer de mama MDA-MB-231 (Radestock Y,
Hoang-Vu C, Hombach-Klonisch S. (2008) Breast Cancer Res. 10:R71).

La sintesis de Relaxina 2 por procedimientos quimicos es dificil. Debido a la baja solubilidad de la cadena B y al
requerimiento de la introduccidon especifica y laboriosa de puentes de cisteina entre las cadenas A y B, los
rendimientos del péptido activo obtenidos por estos procedimientos son extremadamente bajos (Barlos K.K. y col.
(2010)). De modo alternativo, se puede realizar la expresion recombinante de Relaxina 2. Para permitir la escision
eficiente del prepro-péptido durante las modificaciones pos-traduccion y la secrecion de los péptidos activos
maduros y bioldgicos, las células hospedadoras de expresion se cotransfectan de rutina con los constructos de
expresion que codifican la Prohormona-Convertasa 1 y/o 2 (Park J.I. y col. (2008)). No obstante, la eficiencia del
procesamiento endoproteolitico de los prepro-péptidos en las células heterdlogas a menudo limita en forma
significativa la produccion de moléculas bioactivas (Shaw J.A. y col. (2002)). La generacion de una Relaxina de
cadena simple en que un polipéptido no escindible conecta el extremo C-terminal de la cadena A con el extremo N-
terminal de la cadena B produce una molécula de Relaxina 2 de cadena simple que exhibe actividad biolégica
completa.

La semivida de la Relaxina 2 administrada por via intravenosa en los seres humanos es menor de 10 minutos
(Dschietzig T. y col. (2009)). Como consecuencia, en los ensayos clinicos la Relaxina 2 se debe administrar en
forma continua durante 48 horas. En consecuencia, el aumento de la semivida bioldgica de la Relaxina de accion
prolongada puede ser de gran ventaja.

El aumento de la semivida bioldgica se puede realizar por modificacién quimica tal como PEGilacion o HESilacion
del polipéptido de interés, introduccion de sitios de N-glicosilacion no naturales adicionales o por la fusion genética
de este polipéptido con otras moléculas tales como el fragmento Fc de la inmunoglobulina de los anticuerpos,
transferrina, albumina, médulos de union que se unen in vivo a otras moléculas que median una semivida mas larga,
u otras proteinas, respectivamente.

El documento US20120046229 desvela en el listado de secuencias dos polipéptidos no funcionales de cadena Unica
en los que la cadena Ay la cadena B de la Relaxina 2 se fusionan entre si.

El documento US20120046229 desvela proteinas de fusidn en las que las Relaxinas se fusionan al N-terminal de las
regiones Fc de las IgG. Las cadenas A y B de la Relaxina se fusionan por una cadena C escindible.

La presente invencién proporciona variantes de Relaxina de cadena simple fusionadas a la parte Fc del resto Fc
humano de un anticuerpo IgG2 o IgG4 con aumento de la semivida.

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere a polipéptidos de fusion, de aqui en adelante también denominados como una Relaxina de
cadena simple (scRelaxina) fusionados a los restos FC de la IgG humana e IgG4 humana, respectivamente. Estas
proteinas de fusion exhiben la actividad bioldgica de la Relaxina 2 natural, no modificada, pero debido a la fusién a
uno de los anteriores restos de IgG mencionados anteriormente exhiben una semivida sérica prolongada.

Mediante el uso de los restos de Fc de IgG2 humana o IgG4 humana se proporciona la ventaja de tener citotoxicidad
mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC) o citotoxicidad dependiente de complemento (CDC).

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Actividad de IgG2Fc-scRelaxina e IgG4Fc-scRelaxina no purificadas en un ensayo funcional usando la
linea celular CHO-CRELGR?7. Como control, se us6 hRelaxina 2 (R&D Systems, numero de catalogo 6586-RN-
025). Los datos se expresan como unidades de luz relativa, que representan la actividad de las variantes de Fc-
Relaxina de cadena simple y la expresion de luciferasa inducida por Relaxina 2. Los simbolos representan
medias, las barras de error representan S.E.M.

La Figura 2 muestra la secuencia de polipéptidos de IgG2Fc-scRelaxina (SEQ ID NO:1). La secuencia extensora
esta en cursiva, la secuencia de polipéptidos de scRelaxina esta subrayada.

La Figura 3 muestra la secuencia de polipéptidos de IgG4Fc-scRelaxina (SEQ ID NO:2).

La Figura 4 muestra la secuencia de polinucleétidos de IgG2Fc-scRelaxin (SEQ ID NO:3).

La Figura 5 muestra la secuencia de polinucleétidos de IgG4Fc-scRelaxina (SEQ ID NO:4).

La Figura 6 muestra una representacién esquematica de la organizacion genética de los dominios de Relaxina
tipo silvestre y Relaxina de cadena simple asi como sus correspondientes polipéptidos.

La Figura 7 muestra una representacion esquematica de la organizacion del dominio de una Relaxina de cadena
simple fusionada a un dominio Fc de 1IgG2 o IgG4, respectivamente.

Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones:
El término "resto de aminoacido" se considera que indica un resto de aminoacido contenido en el grupo constituido

por los restos de alanina (Ala o A), cisteina (Cys o C), acido aspartico (Asp o D), acido glutamico (Glu o E),
fenilalanina (Phe o F), glicina (Gly o G), histidina (His o H), isoleucina (lle o |), lisina (Lys o K), leucina (Leu o L),
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metionina (Met o M), asparagina (Asn o N), prolina (Pro o P), glutamina (GIn o Q), arginina (Arg o R), serina (Ser o
S), treonina (Thr o T), valina (Val o V), triptofano (Trp o W), y tirosina (Tyr o Y).

La expresion “actividad de Relaxina” se define por la capacidad de Relaxina o sus variantes para la activacion de las
proteinas G estimulatorias G, en consecuencia la generacion del segundo mensajero AMP ciclico, y/o la
estimulacién de PI3-quinasa. La Relaxina o sus variantes se unen a LGR7, lo que produce la activacioén intracelular
de las proteinas G estimulatorias Gs, lo que produce la posterior generacion del segundo mensajero AMP ciclico
(AMPc). Sin embargo, la generacion de AMPc es una respuesta bifasica dependiente del tiempo. Después de una
respuesta corta inicial de AMPc mediada por la adenilato ciclasa de Gs, la sefal del receptor cambia a una
activacion de la proteina G inhibidora y por esto a la respuesta mediada por PI3-quinasa. (Halls M.L., Bathgate R.A.,
Summers, R.J. (2005)) Signal Switching after Stimulation of LGR7 Receptors by Human Relaxin 2. Ann. N.Y. Acad.
Sci. 1041:288-291).

La expresion “resto que prolonga la semivida” se refiere a un resto farmacéuticamente aceptable, dominio o
“vehiculo” unido covalentemente (“conjugado”) al polipéptido de fusién de la Relaxina directamente o por medio de
un conector, que evita o reduce la degradacion proteolitica in vivo u otra modificacion quimica que disminuye la
actividad del polipéptido de fusiéon de Relaxina, aumenta la semivida u otras propiedades farmacocinéticas, tales
como pero sin limitaciéon, aumenta la tasa de absorcion, disminuye la depuracioén, reduce la toxicidad, aumenta la
solubilidad, aumenta la actividad biolégica y/o selectividad blanco del polipéptido de fusién de Relaxina, aumenta la
capacidad de fabricacion, y/o reduce la inmunogenicidad del polipéptido de fusion de Relaxina, en comparacion con
la forma no conjugada del polipéptido de fusién de Relaxina. La expresion “resto que prolonga la semivida” incluye
restos proteicos que prolongan la semivida, tales como albumina sérica, transferrina o dominio Fc.

» oo«

“Polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan e forma indistinta en el presente documento e incluyen una cadena
molecular de dos o mas aminoacidos ligados a través de enlaces peptidicos. Los términos no se refieren a una
longitud especifica del producto. Los términos incluyen modificaciones pos-traduccion del polipéptido, por ejemplo,
glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y similares. Ademas, los fragmentos de proteina, analogos, proteinas
mutadas o variantes, proteinas de fusién y similares se incluyen en el significado de polipéptido. Los términos
también incluyen moléculas en que uno o mas analogos de aminoacidos o aminoacidos no canénicos o no naturales
se puede sintetizar o expresar en forma recombinante mediante técnicas de ingenieria genética de proteina.
Ademas, las proteinas de fusion de la invencion se pueden derivatizar como se describe en el presente documento
por técnicas de quimica organica bien conocidas.

La expresion “variante funcional” se refiere a una variante de polipéptido que retiene al menos algo de su actividad
biolégica natural. En caso de las variantes de Relaxina 2 de acuerdo con la invencion, una variante funcional es una
variante que muestra al menos de su actividad natural, tal como la activacion del receptor de Relaxina LGRY7. La
activacion del receptor de Relaxina LGR7 se puede determinar por un procedimiento divulgado en los
procedimientos experimentales.

» oo n oo«

Los términos “fragmento”, “variante”, “derivado” y “analogo” cuando se refieren a los polipéptidos de la presente
invencion incluyen cualquier polipéptido que retiene al menos alguna de las propiedades de unién del receptor del
correspondiente polipéptido de Relaxina natural. Los fragmentos de los polipéptidos de la presente invencion
incluyen fragmentos proteoliticos, asi como los fragmentos de supresion, y también los polipéptidos con secuencias
de aminoacidos alteradas debido a las sustituciones, supresiones, o inserciones de aminoacidos. Las variantes se
pueden producir en forma natural o no natural. Las variantes no naturales se pueden producir por medio de técnicas
de mutagénesis conocidas en la técnica. Las variantes de polipéptidos pueden comprender sustituciones,
supresiones, o inserciones de aminoacidos conservadoras o no conservadoras. Las variantes de polipéptidos
también se pueden denominar en el presente documento como “analogos de polipéptido”. Como se usa en el
presente documento, un “derivado” de un polipéptido se refiere a un polipéptido presente que tiene uno o mas restos
derivatizados quimicamente por la reaccion de un grupo funcional secundario. También se incluyen como
“derivados” los péptidos que contienen uno o mas derivados de aminoacidos naturales de los veinte aminoacidos
convencionales. Por ejemplo, 4-hidroxiprolina se puede sustituir con prolina; 5-hidroxilisina se puede sustituir con
lisina; 3-metilhistidina se puede sustituir con histidina; homoserina se puede sustituir con serina; y ornitina se puede
sustituir con lisina.

La expresion “proteina de fusion” indica que la proteina incluye los componentes del polipéptido derivados de mas
de una proteina o polipéptido original y/o que la proteina de fusion incluye dominios de la proteina derivados de uno
0 mas proteinas o polipéptido originales que no estan dispuestos en su orientacion natural. Normalmente, una
proteina de fusion se expresa a partir de un gen de fusiéon en que una secuencia de nucledtidos que codifica una
secuencia de polipéptidos de una proteina afiadida en fase con, y opcionalmente separada por un conector o
extensor de, una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de polipéptidos de una proteina diferente. El
gen de fusién puede ser expresado por una célula hospedadora recombinante como una proteina Unica.

La expresion "secuencia de nucledtidos" o “polinucledétido” se considera que indica una extensiéon consecutiva de dos
o0 mas moléculas de nucledtidos. La secuencia de nucledtidos puede ser de origen gendmico, ADNc, ARN,
semisintético, sintético o cualquiera de sus combinaciones.
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El término “CEso” (concentracion media maxima efectiva) se refiere a la concentracion efectiva de un compuesto
terapéutico que induce una respuesta media entre la inicial y la maxima después de algun tiempo de exposicion
especificado.

El término "inmunogenicidad" como se usa en relaciéon con una sustancia dada se considera que indica la capacidad
de la sustancia de inducir una respuesta del sistema inmunitario. La respuesta inmunitaria puede ser una respuesta
mediada por células o anticuerpos (véase, por ejemplo, Roitt: Essential Immunology (8th Edicion, Black-well) para
definicion adicional de inmunogenicidad). Normalmente, la reactividad del anticuerpo reducida sera una indicacion
de reduccion de la inmunogenicidad. La reduccion de la inmunogenicidad se puede determinar por el uso de
cualquier procedimiento adecuado conocido en la técnica, por ejemplo in vivo o in vitro.

La expresion "reaccion en cadena de polimerasa" o "PCR" generalmente se refiere a un procedimiento para la
amplificacion de una secuencia de nucledtidos deseada in vitro, que se describe por ejemplo, en la Patente de
EE.UU. N.° 4.683.195 y US 4.683.195. En general, el procedimiento de PCR involucra ciclo repetidos de sintesis de
extension del cebador, mediante cebadores de oligonucleétidos capaces de hibridar preferentemente a un acido
nucleico modelo.

El término "vector" se refiere a un plasmido u otras secuencias de nucleétidos que son capaces de replicarse dentro
de una célula hospedadora o integrarse en el genoma de la célula hospedadora y como tal, son Utiles para realizar
funciones diferentes en conjunto con células hospedadoras compatibles (un sistema vector-hospedador): para
facilitar la clonacion de la secuencia de nucleétidos, es decir, producir cantidades utilizables de la secuencia, dirigir
la expresion del producto génico codificado por la secuencia e integrar la secuencia de nucleétidos en el genoma de
la célula hospedadora. El vector contendra diferentes componentes de acuerdo con la funcién que se va a realizar.

"Célula", "célula hospedadora”, "linea celular” y "cultivo celular” se usan de forma indistinta en el presente
documento y se debe entender que todos estos términos incluyen la progenie resultante del crecimiento o cultivo de
una célula. El término "semivida" se usa en su significado farmacocinético como el tiempo necesario para que la
concentracion del farmaco se reduzca a la mitad en comparacién con un valor dado in vivo. La semivida usualmente
se determinara mediante las mediciones de la concentracién en suero o plasma. En consecuencia, los términos
alternativos “semivida sérica” o “semivida plasmatica” se pueden usar para especificar la matriz de origen. Para la
determinacion de la semivida se pueden considerar no solo la concentracion sino también la actividad bioldgica del
medicamento, que luego se denomina como la “semivida funcional” in vivo, que significa el tiempo en que la
actividad del polipéptido cayd en 50 % de un valor dado. Sin embargo, como la determinacion de la concentracion de
farmaco a menudo es mucho mas facil que la determinacion de su actividad bioldgica en las matrices bioldgicas, la
semivida sérica se puede usar como un indicador para su semivida funcional in vivo.)

La semivida funcional in vivo y la semivida sérica se pueden determinar por cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica y por ejemplo, generalmente puede involucrar las etapas de administracion adecuada a un
mamifero de una dosis adecuada de la secuencia de aminoacidos o compuesto para tratar (preferentemente como
un bolo intravenoso); recoleccion de muestras de sangre u otras muestras de dicho mamifero en intervalos regulares
y determinar el nivel o concentracién de la secuencia de aminoacidos o compuesto de la invencion en dicha muestra
de sangre; (preferentemente preparado como suero o plasma. Los parametros farmacocinéticos tales como por
ejemplo Area bajo la curva (AUC), Cmax, Depuracion (CL) y particularmente semivida se pueden calcular a partir de
curvas de concentracion-tiempo por procedimientos compartimentales o no compartimentales usando un programa
de computacién farmacocinético validado.

“Glicosilacion” es una modificacion quimica en la que se adicional restos de azucar se afiaden al polipéptido en sitios
especificos. La glicosilacion de polipéptidos esta normalmente ligada a N o ligada a O. Ligado a N se refiere a la
union de un resto carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias de tripéptido Asn-X-
Ser y Asn-X-Thr (“N-X-S/T”), donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. En consecuencia,
la presencia de estas secuencias tripéptidos (o motivos) en un polipéptido crea un potencial sitio de glicosilacion
ligado a N. Ligado a O se refiere a la union de un resto carbohidrato al oxigeno del grupo hidroxilo de serina y
treonina.

Un polipéptido de fusion "aislado" es uno que se ha identificado y separado de un componente de la célula que se lo
expreso. Los componentes contaminantes de la célula son materiales que pueden interferir en los usos diagnosticos
o terapéuticos del polipéptido de fusion, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o no proteicos.
En realizaciones preferidas, el polipéptido de fusion se purifica (1) a mas de 95 % en peso del polipéptido de fusion
determinado por ejemplo, por el procedimiento de Lowry, espectroscopia UV-Vis o por SDS-electroforesis en gel
capilar (por ejemplo, en un Caliper LabChip GXII, GX 90 o dispositivo Biorad Bioanalyzer), y en realizaciones
preferidas adicionales mas de 99 % en peso, (2) un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la
secuencia de aminoacidos N-terminal o interna, o (3) a homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones reductoras o
no reductoras usando de azul Coomassie o, preferentemente, tincion de plata. En forma habitual, sin embargo, los
polipéptidos de fusién aislados se prepararan en al menos una etapa de purificacion.
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Vision de conjunto
Extension de la semivida por medio de restos proteicos que prolongan la semivida:

Una posibilidad para aumentar la semivida de una scRelaxina 2 de fusién es una fusién con un resto proteico que
prolonga la semivida, tal como el fragmento Fc de inmunoglobulina de los anticuerpos. Los polipéptidos de
scRelaxina descriptos anteriormente se pueden fusionar directamente o medio de un conector a la porcién Fc de una
inmunoglobulina. “Inmunoglobulinas” son moléculas que contienen cadenas de polipéptidos mantenidas entre si por
enlaces disulfuro, que normalmente tienen dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. En cada cadena, un
dominio (V) tiene una secuencia de aminoacidos variable de acuerdo con la especificidad del anticuerpo de la
molécula. Los otros dominios (C) tienen una secuencia relativamente constante comun a las moléculas de la misma
clase.

Como se usa en el presente documento, la porcién “Fc” de una inmunoglobulina tiene el significado cominmente
dado al término en el campo de inmunologia. En forma especifica, este término se refiere a un fragmento de
anticuerpo que se obtiene por la remocion de las dos regiones de union al antigeno (los fragmentos de Fab) del
anticuerpo. Una via para eliminar los fragmentos Fab es digerir la inmunoglobulina con papaina proteasa. En
consecuencia, la porcion Fc se forma de fragmentos de tamafio aproximadamente igual de la regiéon constante de
ambas cadenas pesadas, que se asocian a través de interacciones no covalentes y opcionalmente enlaces
disulfuros. La porcion Fc puede incluir las regiones bisagra y se extiende a través de los dominios CH2 y CH3 al
extremo C terminal del anticuerpo. Las regiones bisagra representativas para las inmunoglobulinas humanas y de
ratén se pueden hallar en Antibody Engineering, A Practical Guide, Borrebaeck, C.A.K., ed., W.H. Freeman and Co.,
1992.

Existen cinco tipo de regiones de Fc de inmunoglobulina humana con diferentes propiedades efectoras vy
farmacocinéticas: 1gG, IgA, IgM, IgD, e IgE. La IgG es la inmunoglobulina mas abundante en el suero. La IgG
también tiene la semivida mas larga en el suero de cualquier inmunoglobulina (23 dias). A diferencia de otras
inmunoglobulinas, la IgG recircula de modo eficiente después de la endocitosis después de la unién a un receptor de
Fc. Existen cuatro subclases de IgG, G1, G2, G3, y G4, cada una de las cuales tiene diferente efecto o funciones.
Estas funciones efectoras generalmente son mediadas a través de la interaccion con el receptor de Fc (FcyR) o por
la unién de C1q y fijacion del complemento. Los FcyR se expresan en un panel de células inmunolégicas como
células citoliticas naturales (células NK), monocitos, macréfagos o eosindfilos, y la formacién del complejo Fc/FcyR
recluta estas células en los sitios de antigeno unido, normalmente en la sefializacién y posteriores respuestas
inmunitarias tales como la liberacion de mediadores de la inflamacion, activacion de células B, endocitosis,
fagocitosis y ataque citolitico. Por ejemplo, la union a FcyR puede llevar a la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo (ADCC), mientras que la unién a los factores del complemento puede llevar a la
citotoxicidad dependiente de anticuerpo (CDC). En el disefio de las proteinas de fusion de Fc heterdlogas en que la
porcién Fc se utiliza unicamente por su capacidad para extender la semivida, puede ser una ventaja minimizar la
funcién efectora, por ejemplo, tal como la liberacion de los mediadores inflamatorios. Toda las subclases de IgG son
capaces de unirse a los receptores de Fc (CD16, CD32, CD64), G1 y G3 son mas efectivas que G2 y G4 (higG1 =
higG3 > higG2 = 1gG4).

Por lo tanto, en ciertos casos (por ejemplo, condiciones patolégicas de un paciente) es una ventaja usar para un
polipéptido de fusidon de Relaxina el dominio Fc de una IgG2 humana o anticuerpo IgG4 para reducir la liberacion de
mediadores de la inflamacién, activacion de células B, endocitosis, fagocitosis, y/o ataque citotéxico mientras que
todavia proporciona el beneficio de una semivida prolongada del polipéptido de fusién de Relaxina,

La region de union al receptor Fc de la IgG esta formada por restos localizados tanto en la bisagra como en las
regiones carboxi terminal del dominio CH2. De acuerdo con el efecto in vivo deseado, las proteinas de fusion
heterdlogas de la presente invencién pueden contener cualquiera de los isotipos descritos anteriormente o pueden
contener regiones Fc mutadas en el que se han alterado las funciones de union de complemento y/o de los
receptores Fc. Por lo tanto, las proteinas de fusion heterdlogas de la presente invencidon pueden contener la porcion
completa de Fc de una inmunoglobulina, fragmentos de la porcién Fc de una inmunoglobulina, o analogos de los
mismos fusionados a un compuesto scRelaxina. Independientemente de la estructura final de la proteina de fusion,
la region Fc o tipo Fc deben servir para prolongar la semivida plasmatica in vivo del compuesto de scRelaxina
fusionado en el extremo C -terminal o N -terminal. Preferentemente, el compuesto scRelaxina fusionado conserva
alguna actividad biolégica. La actividad bioldgica se puede determinar por procedimientos in vitro e in vivo conocidos
en la técnica. Es preferible que la region Fc usada para las proteinas de fusion heterdlogas de la presente invencion
derive de una region Fc de IgG2 o IgG4.

Generalmente, la region Fc usada para las proteinas de fusion heterélogas de la presente invenciéon puede derivar
de cualquier especie que incluye pero sin limitacién a ser humano, rata, ratén y cerdo. Preferentemente, la region Fc
usada para la presente invencion deriva del ser humano o rata. Sin embargo, de maxima preferencia son las
regiones y fragmentos de Fc humanos y sus variantes para reducir el riesgo de la proteina de fusion de ser
inmunogénica en los seres humanos. Una "regién Fc de la secuencia nativa" comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a la secuencia de aminoacidos de una region Fc hallada en la naturaleza. Una "variante de la
region Fc" comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la regién Fc de la secuencia nativa en virtud de
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al menos una maodificacion de aminoacido. Preferentemente, la variante de la regién Fc tiene al menos una
sustitucién de aminoacido en comparacion con una region Fc de la secuencia nativa o con la regiéon Fc de un
polipéptido original, por ejemplo, de aproximadamente uno a aproximadamente diez sustituciones de aminoacidos, y
preferentemente de aproximadamente uno a aproximadamente cinco sustituciones de aminoacidos en una regién Fc
de la secuencia nativa o en la region Fc del polipéptido original. La variante de la regién Fc en el presente
documento preferentemente poseera al menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con una regién Fc
de la secuencia nativa y/o con una region Fc de un polipéptido original, y con maxima preferencia al menos
aproximadamente 90 % identidad de secuencia con la misma, con mas preferencia al menos aproximadamente 95
% de identidad de secuencia con este. Los polipéptidos de fusion FC pueden formar dimeros. Los dimeros
preferidos son homodimeros.

Una realizaciéon preferida de la invencién es un polipéptido de fusién que comprende un dominio de Fc de un
anticuerpo 1gG2 o IgG4 humano fusionado por medio de su extremo terminal carboxi a la molécula de scRelaxina (la
molécula de scRelaxina tiene la secuencia de aminoacidos subrayada de la Figura 2). Una realizacion preferida
adicional de la divulgacion es un polipéptido de fusién que comprende un dominio de Fc de un anticuerpo 1IgG2 o
IgG4 humano fusionada por medio de una unidad extensora a la molécula de scRelaxina.

En una realizacién mas preferida el polipéptido de fusién comprende en orden desde el extremo terminal amino al
extremo terminal carboxi (como se ilustra en la Figura 7):

a) un dominio Fc de IgG2 o IgG4 humana,
b) a unidad extensora, y
c) la scRelaxina

En una realizacién mas preferida el polipéptido de fusién comprende en orden desde el extremo terminal amino al
extremo terminal carboxi (como se ilustra en la Figura 7):

a) un dominio Fc de IgG2 o IgG4 humana,
b) una unidad extensora como se ilustra en la Figura 2, y
c) la scRelaxina

Una realizacién preferida adicional es un homodimero de un polipéptido como se describié anteriormente.
Unidades extensoras:

Tales extensores son conocidos en la técnica y tienen 1 a aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, tienen 1 a
aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, tienen 1 a aproximadamente 25 aminoacidos de longitud, tienen 1 a
aproximadamente 15 aminoacidos de longitud, tienen 1 a 10 aminoacidos de longitud, tienen 4 a 25 aminoacidos de
longitud, tienen 4 a 20 aminoacidos de longitud, tienen 4 a 15 aminoacidos de longitud, o tienen 4 a 10 aminoacidos
de longitud.

La composicion de aminoacidos de las secuencias extensoras es variable, si bien se prefiere un extensor que exhiba
una puntuacion de inmunogenicidad baja. En una realizacion de la invencion un polipéptido extensor que conecta la
scRelaxina 2 con un resto proteico que prolonga la semivida puede estar compuesto de cualquier aminoacido.

En una realizacion preferida el polipéptido extensor comprende al menos un resto Gly, Ser, lle, Glu, Arg, Met, y/o
Asp. En una realizacion mas preferida el polipéptido extensor comprende los restos Gly y Ser. En una realizacion
preferida adicional el péptido extensor es un conector rico en glicina tal como péptidos que comprenden la secuencia
[GGGGS]In como se divulga en la patente EE.UU. N.° 7.271.149. En ofras realizaciones, se usa un polipéptido
extensor rico en serina, como se describe en la patente EE.UU. N.° 5.525.491. Una realizacion preferida adicional es
un polipéptido extensor que comprende los restos Gly y Ser y tiene una relacién de Gly a Ser de al menos 3 a 1.

En una realizacion preferida el resto proteico que prolonga la semivida es el resto Fc de un anticuerpo IgG2 o IgG4
humano.

En una realizacion adicional los polipéptidos de fusion anteriormente mencionados que ademas comprenden al
menos una el resto que prolonga la semivida tiene una semivida extendida en comparacion con la correspondiente
Relaxina tipo silvestre, en los que la extensién de la semivida es al menos 5, 10, 20, 50, 100 o 500 veces.
Preferentemente, la semivida se determina como semivida sérica o plasmatica, lo que significa la deteccion de la
proteina de fusion en suero o plasma, por ejemplo por medio de un ensayo ELISA de cuantificacion disponible en el
comercio (por ejemplo, R&D Systems, kit ELISA Relaxina 2 humana Quantikine, numero de catalogo DRL200) u
otros ensayos adecuados para la cuantificacion. La semivida es preferentemente una semivida sérica o plasmatica
humana. Preferentemente, la semivida también se determina como semivida funcional in vivo, lo que significa que se
determina la actividad del polipéptido de fusion en suero o plasma. Los ensayos para determinar la actividad de una
scRelaxina de la invencion son conocidos en la técnica y se describen en el presente documento.

Clonacion, sistemas de vector, expresion, hospedador, y purificacion

La invencién también proporciona un vector que comprende una molécula de acido nucleico aislado que codifica un
polipéptido de fusion de la invencion. Este sistema de vector se une operativamente a una secuencia de expresion
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capaz de dirigir su expresion en una célula hospedadora.

Una célula hospedadora adecuada se puede seleccionar del grupo constituido por células bacterianas (tal como E.
coli), células de levaduras (tales como Saccharomyces cerevisiae), células fungicas, células vegetales, células de
insecto y células animales. Las células animales incluyen, pero sin limitacion, células HEK293, células CHO, células
COS, células BHK, células HelLa y varias células de mamifero primarias. Los derivados de las células mamiferas
tales como las células HEK293T también son aplicables.

Moléculas de ADN de la invenciéon

La presente invencién también se refiere a las moléculas de ADN que codifican una proteina de fusion de la
invencion. Las secuencias preferidas se muestran en las Figuras 4 y 5.

Las moléculas de ADN de la invencién no se limitan a las secuencias desveladas en el presente documento, sino
que también incluyen sus variantes. Las variantes de ADN dentro de la invencién se pueden describir con referencia
a sus propiedades fisicas en la hibridacion. Los trabajadores expertos reconoceran que el ADN se puede usar para
identificar su complemento y, ya que el ADN es bicatenario, su equivalente u homologo, mediante técnicas de
hibridaciéon de acidos nucleicos. También se reconocera que la hibridacion puede producirse con menos de 100 %
de complementariedad. Sin embargo, dada la eleccion de condiciones, se pueden usar técnicas de hibridacion para
diferenciar entre las secuencias de ADN basadas en su parentesco estructural con una sonda particular. Para la
orientacion respecto a tales condiciones véase, Sambrook y col., 1989 supra y Ausubel y col., 1995 (Ausubel, F. M.,
Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Sedman, J. G., Smith, J. A., & Struhl, K. eds. (1995). Current Protocols in
Molecular Biology. New York: John Wiley y Sons). La similitud estructural entre dos secuencias de polinucleétidos se
puede expresar en funcion de la "rigurosidad” de las condiciones en las cuales las dos secuencias hibridaran entre
si. Como se usa en el presente documento, el término "rigurosidad" se refiere al grado de que las condiciones
desfavorecen la hibridacion. Las condiciones rigurosas desfavorecen fuertemente la hibridacion, y solo las moléculas
mas estructuralmente relacionadas se hibridaran entre si bajo tales condiciones. A la inversa, las condiciones no
rigurosas favorecen la hibridacién de moléculas que exhiben un menor grado de relacion estructural.

La rigurosidad de la hibridacién, en consecuencia, se correlaciona directamente con la relacién estructural de dos
secuencias de acidos nucleicos. Las siguientes relaciones son utiles para correlacionar la hibridacion y el parentesco
(donde Tr, es la temperatura de fusion de un duplex de acido nucleico):

a. Tm =69,3 +0,41(G+C) %

b. La T, de un ADN duplex disminuye en 1 °C con cada aumento de 1 % del nimero de pares de bases
desapareadas.

C. (Tm)M2- (Tm) u1 = 18,5 log10u2/u1

donde p1y 2 son las fuerzas iénicas de dos soluciones.

La rigurosidad de la hibridacion es una funcion de muchos factores, que incluyen la concentracion de ADN total,
fuerza ionica, temperatura, tamafo de sonda y la presencia de agentes que alteran los enlaces de hidrégeno. Los
factores que promueven la hibridacion incluyen concentraciones de ADN totales, fuerzas idnicas altas, temperaturas
bajas, tamafio de sonda mas larga y la ausencia de agentes que alteran los enlaces de hidrégeno. La hibridacion
normalmente se realiza en dos fases: la fase de “union” y la fase de “lavado”.

Primero, en la fase de unién, la sonda se une al blanco en las condiciones que favorecen la hibridacion. La
rigurosidad usualmente se controla en esta etapa por la alteracion de la temperatura. Para la rigurosidad alta, la
temperatura esta usualmente entre 65 °C y 70 °C, a menos que se usen sondas de oligonucleétidos cortos (< 20 nt).
Una solucioén de hibridacion representativa comprende 6X SSC, 0,5 % de SDS, 5X solucion de Denhardt y 100 pg de
ADN portador no especifico. Véase, Ausubel y col., seccidon 2.9, suplemento 27 (1994). Obviamente, se conocen
muchas condiciones de tampon diferente, aun funcionalmente equivalente. Cuando el grado de parentesco es
menor, se puede elegir una temperatura mas baja. Las temperaturas de unién de rigurosidad baja estan entre
aproximadamente 25 °C y 40 °C. La rigurosidad media esta entre al menos aproximadamente 40 °C a menos que
aproximadamente 65 °C. Rigurosidad alta es al menos aproximadamente 65 °C.

Segundo, se elimina el exceso de sonda por lavado. En esta fase usualmente se aplican las condiciones mas
rigurosas. En consecuencia, esta etapa de "lavado" es la mas importante para determinar el parentesco por medio
de la hibridacién. Las soluciones de lavado normalmente contienen concentraciones de sal mas bajas. Un ejemplo
de solucion de rigurosidad media contiene 2X SSC y 0,1 % de SDS. Una solucion de lavado de alta rigurosidad
contiene el equivalente (en fuerza i6nica) de menos que aproximadamente 0,2X de SSC, una solucién rigurosa
preferida contiene aproximadamente 0,1X SSC. Las temperaturas asociadas con varias rigurosidades son las
mismas que se describieron antes para la "union". La solucién de lavado normalmente se remplaza numerosas
veces durante el lavado. Por ejemplo, las condiciones de lavado de rigurosidad alta comprenden el lavado dos veces
durante 30 minutos a 55 °C y tres veces durante 15 minutos a 60 °C.

Una realizacion de la invencion es una secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica un polipéptido de fusion
de la invencion.
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Constructos y expresion de ADN recombinante La presente invencién también proporciona constructos de ADN
recombinante que comprenden una o mas de las secuencias de nucledtidos de la presente invenciéon. Los
constructos recombinantes de la presente invencidon se usan en relacién con un vector, tal como un plasmido,
fagémido, fago o vector viral, en el que se inserta una molécula de ADN que codifica un polipéptido de fusién de la
invencion.

Un polipéptido de fusién proporcionado en el presente documento se puede preparar por expresion recombinante de
secuencias de acidos nucleicos que codifican un polipéptido de fusién en una célula hospedadora. Para expresar un
polipéptido de fusion en forma recombinante, una célula hospedadora se puede transfectar en vectores de expresion
recombinantes que portan fragmentos de ADN que codifican un polipéptido de fusién de modo que el polipéptido de
fusion se exprese en la célula hospedadora. Las metodologias de ADN recombinante convencionales se usan para
preparar y/u obtener acidos nucleicos que codifican un polipéptido de fusion, incorporar estos acidos nucleicos en
los vectores de expresion recombinantes e introducir los vectores en las células hospedadoras, tales como las
descritas en Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds.), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second Edition, Cold
Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F. M. y col. (eds.) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
Associates, (1989) y en la Patente EE.UU. N.° 4.816.397 por Boss y col.

Para expresar el polipéptido de fusion, se pueden usar procedimientos de expresion de ADN recombinante
convencionales (véase, por ejemplo, Goeddel; Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, Calif. (1990)). Por ejemplo, EI ADN que codifica el polipéptido deseado se puede
insertar en un vector de expresion que posteriormente se transfecta en una célula hospedadora adecuada. Las
células hospedadoras adecuadas son células procaridticas y eucarioticas. Son ejemplos de células hospedadoras
procariéticas por ejemplo bacterias, son ejemplos de células hospedadoras eucaridticas levaduras, células de
insecto o mamifero. Se entiende que el disefio del vector de expresion, que incluye la seleccion de secuencias
reguladoras, esta afectada por factores tales como la eleccion de la célula hospedadora, el nivel de expresion de la
proteina deseada y si la expresion es constitutiva o inducible.

Expresion bacteriana

Los vectores de expresion utiles para el uso bacteriano se construyen por insercion de una secuencia de ADN
estructural que codifica una proteina deseada junto con sefiales de iniciacion y terminacion de la traduccion
adecuadas en la fase de lectura operativa con un promotor funcional. El vector comprendera uno o mas marcadores
seleccionables fenotipicos y un origen de replicacion para asegurar el mantenimiento del vector y, si es conveniente,
proporcionar la amplificacion dentro del hospedador. Los hospedadores procaridticos adecuados para la
transformacion incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y varias especies dentro del género
Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus.

Los vectores bacterianos pueden ser, por ejemplo, basados en bacteriéfagos, plasmidos o fagémidos. Estos
vectores pueden contener un marcador seleccionable y origen de replicacion bacteriano derivado de plasmidos
disponibles en el comercio que normalmente contienen elementos del bien conocido vector de clonaciéon pBR322
(ATCC 37017). Después de la transformacion de una cepa hospedador adecuada y el cultivo de la cepa hospedador
a una densidad celular apropiada, el promotor seleccionado se desreprime/induce con los medios apropiados (por
ejemplo, cambio de temperatura o induccion quimica) y las células se cultivan durante un periodo adicional. Las
células normalmente se recolectan por centrifugacion, se alteran por medios fisicos o quimicos y el extracto bruto
resultante se retiene para la purificacion posterior.

En los sistemas bacterianos, numerosos vectores de expresion se pueden seleccionar de modo ventajoso de
acuerdo con el uso deseado para la proteina que se esta expresando. Por ejemplo, cuando se va a producir una
gran cantidad de tal proteina pueden ser convenientes vectores que dirigen la expresion de altos niveles de
productos del polipéptido de fusidon que sean facilmente purificables. El polipéptido de fusion de la presente
invencion incluye los productos purificados, productos de procedimientos de sintesis quimica, y productos
producidos por técnicas recombinantes a partir de un hospedador procariético, que incluye, por ejemplo, E. coli,
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y varias especies dentro del género Pseudomonas, Streptomyces, y
Staphylococcus, con preferencia, de las células de E. coli.

Expresion eucariotica

Las células eucariotas se pueden usar para expresar los polipéptidos de la invencién. Los sistemas para la
expresion de proteinas son conocidas en la técnica. Tales sistemas incluyen, por ejemplo, células eucariotas,
medios de cultivo, y vectores de expresion correspondientes. Las células eucariotas comunes para la expresion son,
por ejemplo una célula de mamifero, una célula de levadura, una célula vegetal, o una célula de insecto.

Expresion en mamifero y purificacion

Las secuencias reguladoras preferidas para la expresion de la célula hospedadora mamifera incluye elementos
virales que dirigen altos niveles de expresion de proteina en las células de mamiferos, tales como promotores y/o
potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV) (tal como el promotor/potenciador de CMV), virus 40 Simio
(SV40) (tal como el promotor/potenciador de SV40), adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio principal de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 645 644 T3

adenovirus (AdMLP)) y polioma. Para la descripcion adicional de los elementos regulatorios virales, y sus
secuencias, véase, por ejemplo, EE.UU.5.168.062 por Stinski, EE.UU.4.510.245 por Bell y col y EE.UU.4.968.615
por Schaffner y col. Los vectores de expresion recombinantes también pueden incluir origenes de replicacion y
marcadores seleccionables (véase, por ejemplo, EE.UU.4.399.216, 4.634.665 y EE.UU.5.179.017, por Axel y col.).
Los marcadores seleccionables adecuados incluyen genes que confieren resistencia a farmacos tales como G418,
higromicina o metotrexato, en una célula hospedadora en que se ha introducido el vector. Por ejemplo, el gen de
dihidrofolato reductasa (DHFR) confiere resistencia al metotrexato y el gen neo confiere resistencia a G418. La
transfeccién del vector de expresién en una célula hospedadora se puede llevar a cabo usando técnicas
convencionales tal como electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, y DEAE-dextrano, lipofeccion o
transfeccion mediada por polication.

Las células hospedadoras de mamiferos adecuadas para expresar los polipéptidos de fusién proporcionados en el
presente documento incluyen las células de ovario de hamster chino (células CHO) (que incluyen células dhfr-CHO,
descritas en Urlaub y Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, usadas con un marcador
seleccionable DHFR, por ejemplo, como se describe en R. J. Kaufman y P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621,
células de mieloma NSO, células COS y células SP2. En algunas realizaciones, el vector de expresion se disefia de
modo que la proteina expresada se secreta en el medio de cultivo en que crecen las células hospedadoras. La
transfeccion/expresion transitoria de los anticuerpos por ejemplo se puede obtener siguiendo los protocolos de
Durocher y col (2002) Nucl.Acids Res. Vol 30 e9. La transfeccion/expresion estable de anticuerpos por ejemplo, se
puede obtener siguiendo los protocolos del sistema UCOE (T. Benton y col. (2002) Cytotechnology 38: 43-46). El
polipéptido de fusién se puede recuperar del medio de cultivo por medio de procedimientos de purificacion
convencionales.

Un polipéptido de fusion de la invencion se puede recuperar y purificar de los cultivos celulares recombinantes por
procedimientos bien conocidos que incluyen, pero sin limitacién, precipitacion con sulfato de amonio o etanol,
extraccion acida, cromatografia de Proteina A, cromatografia de Proteina G, cromatografia de intercambio aniénico
o catiénico, cromatografia de fosfo-celulosa, cromatografia de interaccion hidroféba, cromatografia de afinidad,
cromatografia de hidroxilapatita y cromatografia de lectina. La cromatografia liquida de alto rendimiento (“HPLC”)
también se puede emplear para la purificacion. Véase, por ejemplo, Colligan, Current Protocols in Immunology, o
Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, N.Y., (1997-2001), por ejemplo, Capitulos 1, 4, 6, 8, 9,
10, incorporado cada uno totalmente en el presente documento por referencia.

Los polipéptidos de fusion de la invencion incluyen productos purificados o aislados, productos de procedimientos de
sintesis quimica y productos obtenidos por técnicas recombinantes a partir de un hospedador eucariético, que
incluye, por ejemplo, células de levaduras (por ejemplo Pichia), plantas superiores, insectos y mamiferos, con
preferencia células de mamiferos. De acuerdo con el hospedador empleado en un procedimiento de produccion
recombinante, el polipéptido de fusion de la presente invencion puede estar glicosilado o no glicosilado, se prefiere
glicosilado. Tales procedimientos se describen en muchos manuales de laboratorio convencionales, tales como
Sambrook, supra, Secciones 17.37-17.42; Ausubel, supra, Capitulos 10, 12, 13, 16, 18 y 20.

Un homodimero preferido de la invencion se puede obtener por la transformacion de una célula hospedadora con un
vector de acorde que comprende un polinucleétido de la invencion, preferentemente un polinucleétido que
comprende la SEQ ID NO 3 o 4, que permite la expresién de un polipéptido de fusién de la invencion,
preferentemente un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 1 o 2, el cultivo de las células hospedadoras en
condiciones que permiten la expresion de dicho polipéptido de fusion y la formacion del homodimero, y el
aislamiento del homodimero. Las condiciones que permiten la formacién de un homodimero son condiciones que
permiten la formacion de los enlaces disulfuro intracatenarios entre un polipéptido de fusién de la invencion. Tales
condiciones son por ejemplo en las células hospedadoras eucariotas. Una célula hospedadora preferida para el
proceso es una célula hospedadora eucariota, mas preferida es una célula hospedadora de mamifero.

Uso terapéutico

Una realizacién de la invencion es el uso de una composicion farmacéutica o un polipéptido de fusién de la invencion
en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, enfermedades renales, pancreatitis, inflamacién, cancer,
escleroderma, fibrosis pulmonar, renal y hepatica.

Enfermedades cardiovasculares

Los trastornos del sistema cardiovascular, o trastornos cardiovasculares, significan en el contexto de la presente
invencion por ejemplo los siguientes trastornos: hipertension (presion arterial alta), trastornos vasculares periféricos
y cardiacos, cardiopatia cardiaca coronaria, angina de pecho estable e inestable, insuficiencia miocardica, disfuncion
isquémica persistente ("miocardio hibernado"), disfuncion posisquémica temporal ("miocardio atontado"),
insuficiencia cardiaca, trastornos del flujo sanguineo periférico, sindrome coronario agudo, insuficiencia cardiaca e
infarto de miocardio.

En el contexto de la presente invencion, el término insuficiencia cardiaca incluye las manifestaciones de insuficiencia
cardiaca aguda y crénica, con reduccion de la fraccion de eyeccion (HFrEF) e insuficiencia cardiaca con fraccion de
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eyeccion conservada (HFpEF), asi como tipos mas especificos o relacionados de enfermedad, tal como insuficiencia
cardiaca aguda descompensada, insuficiencia ventricular derecha, insuficiencia ventricular izquierda, insuficiencia
global, cardiomiopatia isquémica (ICM), cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia hipertréfica (HCM), defectos
cardiacos congénitos, defectos de la valvula cardiaca, insuficiencia cardiaca asociada con defectos de la valvula
cardiaca, estenosis mitral, insuficiencia mitral, estenosis aodrtica, insuficiencia aodrtica, estenosis tricuspide,
insuficiencia tricuspide, estenosis pulmonar, insuficiencia de la valvula pulmonar, defectos de la valvula cardiaca
combinados, inflamacion del miocardio (miocarditis), miocarditis cronica, miocarditis aguda, miocarditis viral,
insuficiencia cardiaca diabética, cardiomiopatia alcohdlica, trastornos de almacenamiento cardiaco y metabdlicos y
fases agudas de insuficiencia cardiaca agravada.

Las enfermedades de insuficiencia cardiaca preferidas se seleccionan del grupo de enfermedades que comprenden
insuficiencia cardiaca con reduccion de la fraccion de eyeccion (HFrEF) e insuficiencia cardiaca con fraccion de
eyeccion conservada (HFpEF), insuficiencia cardiaca aguda descompensada, insuficiencia ventricular derecha,
insuficiencia ventricular izquierda, insuficiencia global, cardiomiopatia isquémica (ICM), cardiomiopatia dilatada
(DCM), cardiomiopatia hipertréfica (HCM), y defectos cardiacos congénitos.

Los compuestos de acuerdo con la invencién también son adecuados para reducir el area del miocardio afectada por
un infarto, el remodelado cardiaco adverso posterior a infarto de miocardio y para la profilaxis de los infartos
secundarios.

Los compuestos de acuerdo con la invencion también son adecuados para la profilaxis y/o tratamiento de trastornos
tromboembodlicos, dafio por reperfusion después de la isquemia, lesiones micro y macrovasculares (vasculitis),
trombosis arterial y venosa, edemas, isquemias tales como infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y
ataques isquémicos transitorios, para cardioproteccion en relaciéon con las operaciones de bypass arterial coronario
(CABG), angioplastias coronarias transluminales percutaneas primarias (PTCA), PTCA después de la trombdlisis,
PTCA de rescate, trasplantes cardiacos y operaciones a corazon abierto, y para la proteccion de érganos en relacion
con los trasplantes, operaciones de bypass, examenes de catéter y otros procedimientos quirurgicos. Otras areas de
indicacion son, por ejemplo, la prevencion y/o tratamiento de trastornos respiratorios, tales como, por ejemplo,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (bronquitis cronica, EPOC), asma, enfisema pulmonar, bronquiectasia,
fibrosis quistica (mucoviscidosis) e hipertension pulmonar, en particular hipertensién arterial pulmonar.

Enfermedad renal

La presente invencién se refiere al uso de un polipéptido de fusion de la invencién como medicamento para la
profilaxis y/o tratamiento de las enfermedades renales, en especial las enfermedades renales aguda y cronicas y las
insuficiencias renales cronicas, asi como la falla renal aguda y crénica, que incluye etapas aguda y cronicas de la
falla renal con y sin requerimiento de dialisis, asi como las enfermedades renales subyacentes o relacionadas tales
como hipoperfusion renal, hipotension inducida por didlisis, glomerulopatias, proteinuria glomerular y tubular, edema
renal, hematuria, glomerulonefritis primarias, secundaria, asi como aguda y crénica, glomerulonefritis membranosa y
membranoproliferativa, sindrome Alport, glomerulosclerosis, enfermedades tubulares intersticiales, enfermedades
nefropaticas, tales enfermedades renales primarias y congénitas, inflamacion renal, enfermedades renales
inmunoldgicas como rechazo al trasplante renal, enfermedades renales inducidas por el complejo inmune, asi como
enfermedades nefropaticas inducidas por intoxicacion, enfermedades renales diabéticas y no diabéticas,
pielonefritis, rifiones quisticos, nefrosclerosis, nefrosclerosis hipertensiva, sindrome nefrético, que se caracteriza y se
asocia diagndsticamente con una reduccién anormal de la depuracion de creatinina y/o excrecion de agua,
concentraciones sanguineas aumentadas anormales de urea, nitrogeno, potasio y/o creatinina, alteracion de la
actividad de las enzimas renales, tales como glutamilsintetasas, osmolaridad urinaria y volumen urinario, aumento
de microalbuminuria, macroalbuminuria, lesiones glomerulares y arteriolares, dilatacion tubular, hiperfosfatemia y/o
el requerimiento de dialisis.

Ademas, un polipéptido de fusion de la invencion se puede usar como medicamento para la profilaxis y/o tratamiento
de los carcinomas renales, después de la reseccion incompleta del tumor del rifién, deshidratacion después del uso
excesivo de diuréticos, aumento de la presion arterial no controlada con hipertension maligna, obstruccion e
infeccion del aparato urinario, amiloidosis, asi como enfermedades sistémicas asociadas con dafio glomerular, tal
como lupus eritematoso, y enfermedades sistémicas inmunolégicas reumaticas, asi como estenosis arterial renal,
trombosis arterial renal, trombosis de la vena renal, neuropatia inducida por analgésicos y acidosis tubular renal.

Ademas, un polipéptido de fusion de la invencion se puede usar como medicamento para la profilaxis y/o tratamiento
de las enfermedades renales intersticiales aguda y crénica inducida por medio de contraste e inducida por farmacos,
sindrome metabdlico y dislipidemia.

Ademas, la presente invencion incluye el uso de un polipéptido de fusion de la invencién como medicamento para la
profilaxis y/o tratamiento de las secuelas asociadas con enfermedades renales aguda y/o crénica, tales como edema
pulmonar, insuficiencia cardiaca, uremia, anemia, alteraciones electroliticas (por ejemplo, hiperpotasemia,
hiponatremia), asi como metabolismo de hueso y carbohidratos.
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Enfermedades pulmonares

Ademas, los polipéptidos de fusidon de acuerdo con la invencion también son adecuadas para el tratamiento y/o
profilaxis de enfermedades pulmonares en especial de trastornos asmaticos, hipertension arterial pulmonar (PAH) y
otras formas de hipertension pulmonar (PH) que incluyen hemicardiopatia izquierda, HIV, anemia drepanocitica,
tromboembolismos (CTEPH), sarcoidosis, EPOC o hipertension pulmonar asociada a fibrosis pulmonar, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), sindrome disneico agudo (ARDS), lesion pulmonar aguda (ALI), deficiencia de
alfa-1-antitripsina (AATD), fibrosis pulmonar, enfisema pulmonar (por ejemplo enfisema pulmonar inducida por el
humo de cigarrillo) y fibrosis quistica (CF).

Trastornos fibréticos

Los polipéptidos de fusién de acuerdo con la invencion también son adecuadas para el tratamiento y/o profilaxis de
los trastornos fibréticos de los 6rganos internos tales como, por ejemplo, el pulmén, el corazon, el rifion, la médula
6sea y en particular el higado, y también las fibrosis dermatolégicas y trastornos oculares fibréticos. En el contexto
de la presente invencioén, el término trastornos fibroticos incluye en particular los siguientes términos: fibrosis
hepatica, cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar, fibrosis endomiocardica, nefropatia, glomerulonefritis, fibrosis renal
intersticial, dafio fibrético resultante de la diabetes, fibrosis de médula 6sea y trastornos fibréticos similares,
escleroderma, morfea, queloides, cicatrizacion hipertrofica (también después de procedimientos quirdrgicos), nevosi,
retinopatia diabética, vitreorretinopatia proliferativa y trastornos del tejido conectivo (por ejemplo sarcoidosis).

Cancer

El cancer es una enfermedad en que un grupo de células presenta crecimiento descontrolado. Los canceres
usualmente se clasifican en carcinomas que es un cancer derivado células epiteliales (Este grupo incluye muchos de
los canceres mas comunes, que incluyen los de mama, prostata, pulmon y colon); sarcomas, que derivan del tejido
conectivo, o células mesenquimaticas; linfoma y leucemia, derivados de las células hematopoyéticas; tumor de
célula germinal, que deriva de células pluripotentes; y blastomas, que es un cancer derivado de tejido "precursor” o
embrionario inmaduro.

La presente invencion adicionalmente proporciona el uso de un polipéptido de fusién de la invencién para preparar
un medicamento para el tratamiento y/o prevencidon de trastornos, en particular los trastornos mencionados
anteriormente.

La presente invencion adicionalmente proporciona un procedimiento para el tratamiento y/o prevencion de
trastornos, en particular los trastornos mencionados anteriormente, mediante una cantidad efectiva de al menos un
polipéptido de fusién de la invencion.

La presente invencion adicionalmente proporciona polipéptidos de fusién de la invencién para usar en un
procedimiento para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedad cardiaca coronaria, sindrome coronario agudo,
insuficiencia cardiaca, e infarto de miocardio

Composiciones farmacéuticas y administracion

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una proteina de fusion
de Relaxina de cadena simple en un vehiculo farmacolégicamente aceptable. La proteina de fusién de Relaxina de
cadena simple se puede administrar en forma sistémica o local. Se puede usar cualquier modo apropiado de
administracion conocido en la técnica que incluye, pero sin limitacion, administracion intravenosa, intraperitoneal,
intraarterial, intranasal, por inhalacion, oral, subcutanea, por inyeccion local o en la forma de un implante quirurgico.
La presente invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que pueden comprender polipéptidos de
fusion de la invencion, solos o en combinacién con al menos otro agente, tal como un compuesto estabilizante, que
se puede administrar en cualquier portador farmacéutico biocompatible y estéril, que incluye, pero sin limitacion,
solucion salina, solucion salina tamponada, dextrosa, y agua. Cualquiera de estas moléculas se puede administrar a
un paciente solo o en combinacién con otros agentes, farmacos u hormonas, en las composiciones farmacéuticas
donde se mezcla con excipiente(s) o vehiculos farmacéuticamente aceptables. En una realizacion de la presente
invencion, el portador farmacéuticamente aceptable es farmacéuticamente inerte.

Dosis terapéuticamente eficaz

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para usar en la presente invencion incluyen composiciones en las que
los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad efectiva para obtener el fin deseado, por ejemplo
insuficiencia cardiaca. La determinacién de una dosis efectiva esta bien dentro de la capacidad de los expertos en la
técnica.

Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente efectiva se puede estimar inicialmente en ensayos in vitro, por
ejemplo activacion del receptor LGR7, ex vivo en corazones de rata perfundidos aislados, o en modelos animales,
usualmente ratones, conejos, perros, o cerdos. El modelo animal también se usa para obtener un intervalo de
concentracion y via de administracion convenientes.
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Tal informacion se puede usar después para determinar dosis y vias Utiles para la administracion en los seres
humanos.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad del polipéptido de fusion que mejora los sintomas o la
afeccion. La eficacia terapéutica y la toxicidad de tales compuestos se pueden determinar por procedimientos
farmacéuticos convencionales in vitro o animales experimentales, por ejemplo, la DE50 (la dosis terapéuticamente
eficaz en 50 % de la poblacién) y DL50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacion). La relacion de dosis entre los
efectos terapéutico y toxico es el indice terapéutico y se puede expresar como la relacion, DE50/DL50. Se prefieren
las composiciones farmacéuticas que presentan indices terapéuticos grandes. Los datos obtenidos de los ensayos in
vitro y estudios en animales se usan para formular un intervalo de dosis para uso humano. La dosis de tales
compuestos se halla con preferencia en un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DE50 con poca
0 ninguna toxicidad. La dosis varia en este rango de acuerdo con la forma de dosis empleada, sensibilidad del
paciente, y la via de administracion.

Las cantidades de dosis normales pueden variar de 0,1 a 100.000 miligramos de dosis total, de acuerdo con la via
de administracion. Las pautas en cuanto a dosis y procedimientos de administracién particulares se proporcionan en
la bibliografia. Véase las Patentes EE.UU. N.° 4.657.760; 5.206.344; o 5.225.212. Los expertos en la técnica
emplearan diferentes formulaciones para los polinucleétidos que para las proteinas o sus inhibidores. De modo
similar, la administracion de polinucleétidos o polipéptidos sera especifica para las células, condiciones,
localizaciones, etc. particulares.

La presente invencion también se describe con los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan Unicamente
para ilustrar la invencion con referencia a las realizaciones especificas.

Estas ejemplificaciones, si bien ilustran ciertos aspectos especificos de la invencién, no representan limitaciones ni
circunscriben el alcance de la invencidon desvelada. Todos los ejemplos se realizaron usando técnicas
convencionales, que son bien conocidas y de rutina para los expertos en la técnica, excepto cuando se describen de
otro modo en detalle. Las técnicas de biologia molecular de rutina de los siguientes ejemplos se pueden llevar a
cabo como se describe en los manuales de laboratorio convencionales, tal como Sambrook y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

Ejemplos
Protocolos experimentales
Construccion de las variantes de Relaxina:

Las secuencias ADNc de las variantes de Relaxina se generaron por sintesis quimica del gen. Los genes
sintetizados se subclonaron en el vector de expresion de mamifero pCEP4 (Invitrogen, nimero de catalogo V044-
50). Como secuencia lider sefial para la secrecion correcta de la proteina resultante, se usaron la secuencia lider de
la proteina relacionada con el receptor de LDL (LRP, composicion de aminoacidos MLTPPLLLLLPLLSALVAA) o de
CD33 (composicion de aminoacidos MPLLLLLPLLWAGALA). Para la subclonaciéon de los constructos sintetizados
se usaron las enzimas de restriccion Hindlll y BamH1 de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.

Expresion de las variantes de Relaxina:

Para la expresion en pequefa escala (hasta 2 mililitros de volumen de cultivo) las células HEK293 (ATCC, niumero
de catalogo CRL-1573) se transfectaron en forma transitoria por medio del reactivo de transfeccion
Lipofectamine2000 (Invitrogen, numero de catalogo 11668-019) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
células se cultivaron en D-Mem F12 (Gibco, n.° 31330), 1 % de Penicilina-estreptomicina (Gibco, n.° 15140) y 10 %
de suero de carnero fetal (FCS, Gibco, n.° 11058) en una incubadora humidificada a 5 % de diéxido de carbono a 37
°C.

Tres a cinco dias después de la transfeccion, se analizdé el medio acondicionado de las células transfectadas para
determinar la actividad por medio de la linea celular CHO-CRE-GR7 transfectada en forma estable. Para la
expresion en gran escala (10 mililitros de volumen de cultivo y mas) los constructos se expresaron en forma
transitoria en células de mamifero descritas en Tom y col., 2007. En breves palabras, el plasmido de expresion se
transfecto en las células HEK293-6E y se incubd en matraces Fernbach o Wave-Bags. La expresion fue a 37 °C
durante 5 a 6 dias en medio F17 (Invitrogen). Se afadieron suplemento de 5 g/l de triptona TN1 (Organotechnie), 1
% de Ultra-Low IgG FCS (Invitrogen) y 0,5 mM de acido valproico (Sigma) después de la transfeccion.

Cuantificacion de las variantes de Relaxina expresadas:

Para la cuantificacion de las variantes de Relaxina secretadas y purificadas, se uso el kit ELISA de cuantificacion
disponible en el comercio (R&D Systems, kit ELISA Relaxina-2 Quantikine, nimero de catadlogo DRL200) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.
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Ensayo de actividad:

Se transfectaron células CHO K1 (ATCC, numero de catalogo CCL-61) en forma estable con el constructo del gel
indicador de luciferasa como elemento de respuesta a AMP ciclico (CRE) (Biomyx Technology, pHTS-CRE, nimero
de catalogo P2100) que produce en una linea celular CHO-CRE-Luciferasa.

Esta linea celular posteriormente se transfectdé en forma estable con el receptor LGR7/RXFP1 humano (ndmero de
referencia NM_021634.2), clonado como el fragmento de ADN de 2271 pares de base de largo en el vector de
expresion de mamifero pcADN3.1(-) (Invitrogen, numero de catalogo V79520), que produce la linea celular CHO-
CRE-LGRY. Esta linea celular se cultivé en D-Mem F12 (Gibco, n.° 31330) 2 mM de Glutamax (Gibco, n.° 35050),
100 nM de piruvato (Gibco, n.° 11360-070), 20 mM de Hepes (Gibco, n.° 15630), 1 % de penicilina-estreptomicina
(Gibco, n.° 15140) y 10 % de suero de carnero fetal (FCS, Gibco, n.° 11058).

Para la estimulacion, el medio se cambié por OptiMem (Gibco, n.° 11058) + 1 % de FCS que contiene diferentes
concentraciones de las variantes de proteinas de Relaxina de cadena simple-Fc expresadas en forma recombinante
purificada o no purificada (usualmente a partir de una concentracion de 100 nM, seguido por diluciones 1:2). Como
control positivo, se usd Relaxina 2 humana (Acceso Genbank numero NP_604390.1) expresada en forma
recombinante disponible en el comercio (R&D Systems, nimero de catdlogo 6586-RN-025). Posteriormente, las
células se incubaron durante 6 horas en una incubadora humidificada a 5 % de diéxido de carbono a 37 °C. Después
de 6 horas las células se analizaron para determinar la actividad de Luciferasa por medio de un sistema de ensayo
de Luciferasa (Promega, n.° E1500) y mediante el uso del lector Tecan Infinite 500, modo de luminiscencia, tiempo
de integracion de 1000 milisegundos, tiempo de medicion de 30 segundos.

Se usaron unidades de luminiscencia relativa para determinar valores de CE50 de las diferentes moléculas por
medio del programa de ordenador Graph Pad Prism Version 5.

Prueba de inmunogenicidad

La prueba de inmunogenicidad se realiza usando el programa de ordenador NetMHCllpan (Center for Biological
Sequence Analysis; Department of Systems Biology; Technical University of Denmark) que calcula la potencial
afinidad de union de las proteinas o péptidos al complejo MHCII. A mayor afinidad de unién calculada mayor riesgo
de inducir anticuerpos contra la proteina o polipéptido de interés.

La determinacion in vitro del mapeo de epitopos de las células T se realiza de acuerdo con el protocolo publicado
por Reijonen and Kwok (Reijonen H., Kwok WW. (2003) Use of HLA class Il tetramers in tracking antigen-specific T
cells and mapping T-cell epitopes. Methods 29:282-288).

Ejemplo 1: IgG2Fc-scRelaxina

La IgG2Fc-scRelaxina consiste en una variante de la cadena simple de la Relaxina 2 humana, en que el extremo C-
terminal de la cadena A y el extremo N-terminal de la cadena B se conectan por medio de un conector
GGGSGGGSG. El extremo N-terminal de la cadena A se conecta por medio de un polipéptido como extensor que
consiste en la composicion de aminoacidos GGSGGSP al resto Fc de la molécula de IgG2 humana. Esto produce un
polipéptido como se ilustra en la SEQ ID NO: 1.

Ejemplo 2: IgG4Fc-scRelaxina

IgG2Fc-scRelaxina consiste en una variante de la cadena simple de la Relaxina 2 humana, en que el extremo C-
terminal de la cadena A y el extremo N-terminal de la cadena B se conectan por medio de un conector
GGGSGGGSG. El extremo N-terminal de la cadena A se conecta por medio de un polipéptido como extensor que
consiste en la composicion de aminoacidos GGSGGSP al resto Fc de la molécula de IgG4 humana. Esto produce un
polipéptido como se ilustra en la SEQ ID NO: 2.
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<223> polinucledtido para el polipéptido de fusion scRelaxina IgG2 humana

<400> 3

gtggaatgcce
ccgaaaccga
gatgtgagcc
cataacgcga
gtgctgaccg
aacaaaggcc
gaaccgcagg
ctgacctgcce
ggccagecgg
tttctgtata
tgcagcgtga
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aagtgacctg
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catggaagtg
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caaagtgagc
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cgtgtttage
gagcctgagce
gaacaaatgc
cagcggcggce

ggtgcgegeg

polipéptido de fusion scRelaxina IgG4 humana

ggcgccggaa
cctgatgatt
tcecggaagtg
accgcgcgaa
tcaggattgg
cagcattgaa
cctgeegeceg
aggcttttat
ctataaaacc

gaccgtggat

tttctgggceg
agccgcacce
cagtttaact
gaacagttta
ctgaacggca
aaaaccatta
agccaggaag
ccgagcgata
accccgecgg

aaaagccgct

19

gccegagegt
cggaagtgac
ggtatgtgga
acagcaccta
aagaatataa
gcaaagcgaa
aaatgaccaa
ttgeggtgga
tgctggatag

ggcaggaagg

gtttectgttt
ctgegtggtg
tggcgtggaa
tcgegtggtg
atgcaaagtg
aggccagccg
aaaccaggtg
atgggaaagc
cgatggcagce
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agctgcageg tgatgcatga
agcctgggca aaggcggcag
tgctgeccatg tgggctgcecac
ggcggcageg gcagctggat

gcgcagattg cgatttgegg
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agcgcetgeat
cggcggcage
caaacgcagc
ggaagaagtg

catgagcacc

aaccattata
ccgcagcetgt
ctggcgeget
attaaactgt

tggagce

20

cccagaaaag cctgagcectg
atagcgeget ggcgaacaaa
tttgeggegg cggcagegge

gcggecgega actggtgege

660

720

780

840

876
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de fusion que tiene actividad de Relaxina que comprende en orden desde el amino terminal al
carboxi terminal:

a. un dominio Fc de IgG4
b. una unidad extensora, y
c. el polipéptido de scRelaxina que tiene la secuencia de aminoacidos:

QLYSALANKCCHVGCTKRSLARFCGGGSGGGSGSWMEEVIKLCGRELVRAQIA
ICGMSTWS.
2. Un polipéptido de fusion que tiene actividad de Relaxina que comprende la SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO2.
3. Un homodimero de un polipéptido de fusién de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2.
4. Un polinucleétido que codifica un polipéptido de fusiéon de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2.
5. Un vector que comprende un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Una célula hospedadora que comprende un vector de acuerdo con la reivindicacion 5 o un polinucleétido de
acuerdo con la reivindicacion 4.

7. Un procedimiento de produccién de un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2 o
un homodimero de acuerdo con la reivindicacién 3 que comprende las etapas de cultivar una célula hospedadora de
la reivindicacion 6 y aislar el polipéptido u homodimero.

8. Una composiciéon farmacéutica que comprende un polipéptido de fusidon de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 2 o un homodimero de acuerdo con la reivindicacion 3.

9. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8 o un polipéptido de fusion de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2 o un homodimero de acuerdo con la reivindicacién 3 para su uso como un
medicamento.

10. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, un polipéptido de fusién de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2, o un homodimero de acuerdo con la reivindicacién 3 para su uso como
medicamento para el tratamiento de la enfermedad cardiovascular, enfermedad pulmonar, trastorno fibrético o
enfermedad renal.

11. La composicion farmacéutica, el polipéptido de fusiéon o el homodimero para su uso como medicamento para el
tratamiento de una enfermedad cardiovascular de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que la enfermedad
cardiovascular se selecciona del grupo de enfermedades que comprende enfermedad cardiaca coronaria, sindrome
coronario agudo, insuficiencia cardiaca e infarto de miocardio.

12. La composicion farmacéutica, el polipéptido de fusiéon o el homodimero para su uso como medicamento para el
tratamiento de una enfermedad cardiovascular de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en el que la enfermedad de
insuficiencia cardiaca se selecciona del grupo de enfermedades que comprende insuficiencia cardiaca con
reduccion de la fraccidon de eyeccion (HFrEF), insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion conservada (HFpEF),
insuficiencia cardiaca aguda descompensada, insuficiencia ventricular derecha, insuficiencia ventricular izquierda,
insuficiencia global, cardiomiopatia isquémica (ICM), cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia hipertrofica
(HCM), y defectos cardiacos congénitos.
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Figura 1:
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Figura 2:

VECPPCPAPPVAGPSYVILFPPEPEDTLMISETPEVTCVYVDVSHEDPEVOQFNWY VDG
MEVHNAKTEPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWINGKEY KCKVSNKGLPAPIEKTISK
TRGOPREPOVY TLPPSREEMTENOVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOPENMNYKTTP
PMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGKGGSG
GSPOLYSALANKCCHVGCTERSLARFCGGGSGGGSGSWMEEVIKLCGRELVRAQIAI
CGMSTWS

Figura 3:
PPCPSCPAPEFLGGPSVELFPPEPEDTLMISETPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWY VDG
VEVHNAKTEKPREEQFNSTYRVYSVLTVLHODWLNGKEY KCKVSNKGLPSSIEKTISK
AKGOPREPOWVYTLPPSOQEEMTENOVSLTCLVEGEY PSDIAVEWESNGOPENNYKTTP
PYLDSDGSFFLYSRLTYDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTOQRSLSLSLGKGGSG
GSPOLYSALANKCCHYVGCTKRSLARFCGGGSGGGSGSWMEEVIKLCGRELVRAQIAIL
COMSTWS
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Figura 4:
GTGGAATGCCCGCCGTGCCCGGCGCCGCCGGTGGCOGGCCCGAGCGTAGTTTCTGT
TTCCGCCGAAACCGAAAGATACCCTGATGATTAGCCGCACCCCGGAAGTGACCTG
CGTGGTGGTGGATGTGAGCCATGAAGATCCGGAAGTGCAGTTTAACTGGTATGTG
GATGGCATGGAAGTGCATAACGCGAAAACCAAACCGCGUGAAGAACAGTTTAAC
AGCACCTTTCGCGTGGTGAGCGTGCTGACCGTGGTGCATCAGGATTGGCTGAACG
GCAAAGAATATAAATGCAAAGTGAGCAACAAAGGCCTGCCGGUGCCGATTGAAA
AAACCATTAGCAAAACCAAAGGCCAGCCGCGCOAACCGCAGOGTGTATACCCTGC
CGCCGAGCCGCGAAGAAATGACCAAAAACCAGGTGAGCCTGACCTGCCTGGTGA
AAGGCTTTTATCCGAGCGATATTGCGGTGGAATGGCAAAGCAACGGCCAGCCGG
AAAACAACTATAAAACCACCCCGCCGATGCTGGATAGCGATGGCAGCTTTTTTCT
GTATAGCAAACTGACCGTGGATAAAAGCCGCTGGCAGCAGGGCAACGTATTTAG
CTGCAGCGTGATGCATGAAGCGCTGCATAACCATTATACCCAGAAAAGCCTGAGC
CTGAGCCCGGGCAAAGGCGGCAGCGGCGGCAGCCCGCAGCTGTATAGCGCGCTG
GCGAACAAATGCTGCCATGTGGGCTGCACCAAACGCAGCCTGGCGCGCTTTTGCG
GCGGECOGECAGCGGCGECGGECAGCGGCAGCTGGATGGAAGAAGTGATTAAACTGT
GCGGCCGCGAACTGOGTGCGCGCGCAGATTGCGATTTGCGGCATGAGCACCTGGA
GC

Figura 5:
CCGCCOTGCCCCAGCTGCCCOOGCOGCCAGOAATTTCTGOGCGGCCCOGAGCGTATTTC
TOTTTCCGCCGAAACCOGAAAGATACCCTGATGATTAGCCGCACCCCGGAAGTGAC
CTGCGTGGTGOGTGOGATOGTOGAGCCAGGAAGATCCGOAAGTGCAGTTTAACTGGTAT
GTGGATGGCGTGOAAGTGCATAACGCGAAAACCAAACCGCGCGAAGAACAGTTT
AACAGCACCTATCGCOGTGOTGAGCGTGCTGACCGTGCTGCATCAGOGATTGGCTGA
ACGGCAAAGAATATAAATGCAAAGTGAGCAACAAAGGCCTGCCGAGCAGCATTG
AAAAAACCATTAGCAAAGCGAAAGGCCAGCCGCGCOGAACCGCAGGTGTATACCC
TGCCGCCOGAGCCAGGAAGAAATCGACCAAAAACCAGGTGAGCCTGACCTGCCTGG
TOAAAGGCTTTTATCCGAGCGATATTGCGGTGGAATGGGAAAGCAACGGCCAGC
COGGAAAACAACTATAAAACCACCCCGCCOGTOGCTGGATAGCOGATGOGCAGCTTTTT
TCTGTATAGCCGCCTGACCGTGGATAAAAGCCGCTGGCAGGAAGGCAACGTOTTT
AGCTGCAGCGTGATGCATGAAGCGCTGCATAACCATTATACCCAGAAAAGCCTG
AGCCTGAGCCTGGGCAAAGGCGGCAGCGGCGGCAGCCCGCAGCTGTATAGCGCG
CTGGCGAACAAATGCTGCCATGTGGGCTGCACCAAACGCAGCCTGGCGOGCTTTT
GCGGCGGCOGCAGCGLUGGCGGCAGCGGCAGCTGGATGGAAGAAGTGATTAAAC
TGTGCGGCCGCGAACTGGTGCGCGCGCAGATTGCGATTTGCGGCATGAGCACCTG
GAGC
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Figura 6:

Relaxina tipo silvestre Relaxina cadena simple:

cadena B cadena A cadena &

procesamiento
endoproteclitico por
por &j, PC1

cadena B

[€ e @~ O 0 c |

sin procesamiento
endoproteclitico necesario

Figura 7:
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