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DESCRIPCION
Fusiones de receptores tgf tipo ii y tipo iii
DECLARACION RELATIVA A LA INVESTIGACION FINANCIADA POR EL GOBIERNO FEDERAL

La presente invencion se realizé con ayuda del gobierno con las becas CA079683 y GM58670 otorgadas por el
Instituto Nacional del Cancer y el Instituto Nacional de Ciencias Médicas Generales, respectivamente. El gobierno
tiene ciertos derechos sobre la invencion.

REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS

Se ha presentado electrénicamente un listado de secuencias con esta solicitud. El listado de secuencias se
incorpora en esta invencién como referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las isoformas (B1, B2, y B3) del factor del crecimiento transformante beta (TGFf) son polipéptidos homodiméricos
de 25 kDa. Se secretan en una forma latente y solo un pequefio porcentaje de los TGFp totales secretados se
activan bajo condiciones fisiolégicas. El TGF(3 se une a tres receptores de superficie celular llamados receptores tipo
I (RI), tipo Il (RIN), y tipo I (RII). RlI' y RIl son receptores de serina/treonina quinasa. RIll (también llamado
betaglicano) tiene dos sitios de unién de TGF en su dominio extracelular, que se llaman dominios E 'y U (BGe y
BGuy, respectivamente). TGFB1 y TGFB3 se unen a RIl con una afinidad que es 200-300 veces mayor que la de
TGF-B2 (Baardsnes y cols., Biochemistry, 48, 2146-55, 2009); en consecuencia, las células deficientes en RIIl son
de 200 a 300 veces menos sensibles a las concentraciones de TGF-82 equivalentes en comparacioén con TGF-B1 y
TGFB-3 (Chiefetz, y cols. (1990) J. Bio. Chem, 265, 20533-20538). Sin embargo, en presencia de los RIll, las células
responden casi por igual a las tres isoformas de TGF-B, de acuerdo con los informes que muestran que los Rl
pueden unirse al ligando y presentarlo a los RIl para aumentar la actividad de TGFB cuando esta unido a la
membrana (Chen y cols., J. Biol. Chem. 272, 12862-12867, 1997; Lopez-Casillas y cols., Cell 73, 1435-1444, 1993;
Wang y cols., Cell 67, 797-805, 1991; Fukushima y cols., J. Biol. Chem. 268, 22710-22715, 1993; Lopez-Casillas y
cols., J. Cell Biol. 124, 557-568, 1994). La unién de TGF@ a los RIl incorpora y activa los Rl a través de la
fosforilacion (Wrana y cols., Nature 370, 341-347, 1994). El RI activado fosforila a los Smad2 y Smads3 intracelulares,
que a su vez interactian con Smad4 para regular la expresion génica en el nicleo. (Piek y cols., FASEB J. 13, 2105-
2124, 1999; Massague and Chen, Genes & Development 14, 627-644, 2000). A través de su regulacion de la
expresion génica, el TGFB ha demostrado afectar a muchas funciones celulares como por ejemplo la proliferacion
celular, la diferenciacion celular, la adhesion celular y de las células con la matriz, la motilidad celular, y la activacion
de los linfocitos (Massague, Ann. Rev. Cell Biol. 6, 597-641, 1990; Roberts and Sporn, The transforming growth
factor-betas. In Peptide growth factors and their receptors I, Sporn and Roberts, eds. (Heidelberg: Springer-Verlag),
pp. 419-472, 1991). El TGFB también ha demostrado estar, o esta implicado, en la inducciéon o mediacién de la
progresion de muchas enfermedades como por ejemplo la osteoporosis, la hipertension, la ateroesclerosis, la cirrosis
hepatica y enfermedades fibréticas del rifién, higado y pulmén (Blobe y cols., N. Engl. J. Med. 342, 1350-1358,
2000). Tal vez, la funcion mas ampliamente estudiada de TGF( es su papel en la progresién tumoral.

Los TGFB han demostrado ser unos potentes inhibidores del crecimiento en varios tipos de células incluyendo las
células epiteliales (Lyons and Moses, Eur. J. Biochem. 187, 467-473, 1990). El mecanismo de la inhibicion de
crecimiento de TGF3 se debe principalmente a la regulacion de las proteinas relacionadas con el ciclo celular
(Derynck, Trends. Biochem. Sci. 19, 548-553, 1994; Miyazono y cols., Semin. Cell Biol. 5, 389-398, 1994). Por lo
tanto, la regulacién aberrante de la maquinaria del ciclo celular como por ejemplo la pérdida del producto génico del
retinoblastoma durante la tumorigénesis puede provocar una pérdida de la inhibicion del crecimiento de TGFp.
Ademas, se ha informado de la inactivacion mutacional de los receptores de TGFB, Smad2 y Smad4 en varios
carcinomas (Massague y cols., Cell 103, 295-309, 2000). Por ejemplo, a menudo se observa la pérdida de
expresion de los Rl y/o RIlI en algunos canceres gastrointestinales humanos (Markowitz and Roberts, Cytokine,
Growth Factor, Rev. 7, 93-102, 1996).

Mientras que muchas células de carcinoma pierden la respuesta a la inhibicion del crecimiento de TGFB, al
compararlas con sus homélogos normales, a menudo sobreproducen isoformas de TGFf activas (Reiss, Microbes
and Infection 1, 1327-1347, 1999). Es probable que esto provoque la selecciéon de células cancerosas que sean
resistentes a la actividad inhibitoria del crecimiento de TGFf. De hecho un aumento en los niveles de TGFB1 esta
fuertemente asociado con la progresion de muchos tipos de procedimientos cancerosos y malos resultados clinicos
(Reiss, Microbes and Infection 1, 1327-1347, 1999). Por ejemplo, se ha demostrado que los niveles séricos de
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TGFB1 estan correlacionados con la carga tumoral, la metastasis, y el antigeno especifico de prostata sérico (PSA)
en pacientes con cancer de prostata (Adler y cols., J. Urol. 161, 182-187, 1999; Shariat y cols., J. Clin. Oncol. 19,
2856-2864, 2001). De acuerdo con estas observaciones, se observé un notable aumento de la expresion de TGFB1
y TGFB2 en una linea celular agresiva de cancer de préstata humano independiente de andrégenos al compararla
con la linea celular parental menos agresiva dependiente de andrégenos, LNCap (Patel y cols., J. Urol. 164, 1420-
1425, 2000).

Se cree que varios mecanismos median en la actividad que favorece los tumores de TGF( (Arteaga y cols., Breast
Cancer Res. Treat. 38, 49-56, 1996; Reiss, Microbes and Infection 1, 1327-1347, 1999). El TGFf es un potente
inmunosupresor (Sosroseno and Herminajeng, Br. J. Biomed. Sci. 52, 142-148, 1995). La sobreexpresion de TGF{31
en las células cancerosas de préstata en ratas se asoci6 con una reduccion de la respuesta inmunolégica durante la
formacion de tumores, lo que sugiere que el TGFB puede suprimir la respuesta inmunitaria del huésped al
crecimiento tumoral (Lee y cols, Prostrate 39, 285-290, 1999). El TGFB también ha demostrado ser angiogénico in
vivo (Fajardo y cols., Lab. Invest. 74, 600-608, 1996; Yang and Moses, J. Cell Biol. 111, 731-741, 1990; Wang y
cols., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96, 8483-8488, 1999). La sobreexpresién de TGF durante la progresién del
cancer se asocia a menudo con el aumento de la angiogénesis y la metastasis sugiriendo que el TGFB puede
favorecer la metastasis estimulando la formacion de vasos sanguineos tumorales (Roberts and Wakefield, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100, 8621-8623, 2003). EI TGF@ también juega un importante papel a la hora de favorecer de
la metéastasis 6sea de los canceres de préstata y de mama humanos (Koeneman y cols., Prostrate 39, 246-261,
1999; Yin y cols., J. Clin. Invest 103, 197-206, 1999). El tejido éseo, que es la mayor fuente de TGFf en el cuerpo,
produce tanto el TGFf31 como el TGF32 (Bonewald and Mundy, Clin. Orthop. 261-276, 1990). El TGFf latente puede
activarse mediante proteasas como la PSA y el activador del plasmindgeno uroquinasa, que son secretadas
abundantemente por las células cancerosas (Koeneman y cols., Prostrate 39, 246-261, 1999). Tomados
conjuntamente, los TGF pueden actuar en el microambiente tumoral para favorecer el crecimiento del carcinoma, la
angiogénesis y la metéstasis.

Debido a su implicacion en la progresiéon de diversas enfermedades, el TGFB se ha destinado para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas. Una manera de antagonizar la actividad de TGF es utilizar el ectodominio del
receptor tipo 1l de TGFf o el receptor tipo Il (betaglicano [BG]). Se ha demostrado previamente que la expresion
ectopica de un RIIl soluble (sBG) en lineas celulares de carcinoma humano pueden inhibir significativamente el
crecimiento tumoral, la angiogénesis, y la metastasis cuando se inocula ratones sin pelaje (nude) atimicos
(Bandyopadhyay y cols., Cancer Res. 59, 5041-5046, 1999; Bandyopadhyay y cols., Oncogene 21, 3541-3551,
2002b). Mas recientemente, se ha demostrado que la administracién sistémica de sRIll recombinante puede inhibir
el crecimiento, la angiogénesis, y la metastasis de xenoinjertos de las células MDA-MB-231 del carcinoma mamario
humano en ratones sin pelaje (Bandyopadhyay y cols., Cancer Res. 62, 4690-4695, 2002a). Sin embargo, la
inhibicion fue solo parcial. Esto podria ser debido, en parte, al hecho de que las células producen TGFB1 activo y
TGFB2 activo y la potencia anti-TGF de sRIll es 10 veces menor para TGFB1 que para TGFB2 (Vilchis-Landeros y
cols., Biochem. J. 355, 215-222, 2001). Curiosamente, mientras que el dominio extracelular de RIl (sRIl) tiene una
afinidad muy baja para TGFB2, su afinidad por TGFB1 y TGFB3 es mas de diez veces mayor que la de sRIIl (Liny
cols., J. Biol. Chem. 270, 2747-2754, 1995; Vilchis-Landeros y cols, Biochem. J. 355, 215-222, 2001).

Mientras que se han preparado y probado numerosos antagonistas de TGFf, todos tienen propiedades inhibidoras
incompletas de la isoforma TGFB. Por lo tanto, existe la necesidad de antagonistas o inhibidores de TGFB
adicionales.

RESUMEN

Ciertas formas de realizacion estan dirigidas a los novedosos polipéptidos heterotriméricos en los que el ectodominio
del receptor tipo Il de TGF-B (TBRII) se acopla a los extremos N o C terminales del dominio de endoglina (dominio E)
del receptor tipo Ill de TGF-B (TBRIIl). Este receptor trimérico, conocido como RER, puede unirse a las tres
isoformas de TGF-B con afinidad subnanomolar y es eficaz para neutralizar la sefializacién inducida por las tres
isoformas de TGF-B, pero no a otros ligandos de la superfamilia de TGF-, como por ejemplo las activinas, los
factores de crecimiento y diferenciacion (GDF), y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP). La afinidad
subnanomolar de la fusion, que surge de su capacidad para ponerse en contacto con el dimero de TGF-f3 en tres
sitios distintos, le permite competir eficazmente con los receptores enddgenos para la union de TGF-B. Las proteinas
de fusién descritas en esta invencion ofrecen un importante potencial como agente terapéutico para el tratamiento
de enfermedades provocadas por la sobreexpresion de las isoformas de TGF-, como por ejemplo el cancer y la
fibrosis.

Ciertos aspectos estan dirigidos a una proteina de fusion heterotrimérica que comprende (a) un segmento amino
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terminal que comprende un primer dominio de unién a TGFB de un receptor de TGF tipo Il, (b) un segmento central
que comprende un dominio de endoglina del receptor de TGF tipo Ill, y (c) un segmento carboxilo terminal que
comprende un segundo dominio de unién a TGFf del receptor de TGF tipo II.

Se proporciona un ejemplo de un receptor de TGFf tipo Il como la SEQ ID NO:6. Los aminoacidos 1 a 567 de la
SEQ ID NO:6 son un precursor del receptor de TGFB tipo Il (niumero CE=2.7.11.30). El péptido sefal esta
compuesto por los aminoacidos 1 a 22 de la SEQ ID NO:6. El péptido maduro incluye los aminoacidos 23 a 567 de
la SEQ ID NO:6. El ectodominio se define por los aminoacidos 24 a 160 de la SEQ ID NO:6 (dominio RII). El
ectodominio es seguido por una regién transmembrana que abarca los aminoacidos 161 a 187 de la SEQ ID NO:6.
El segmento amino terminal del segmento carboxilo terminal de una nueva proteina de fusion heterotrimérica
descrito en esta invencion puede comprender, independientemente, un segmento aminoacido que es el 85, 90, 95,
98, 0 100 % idéntico, incluyendo todos los valores e intervalos entre ellos, a los aminoéacidos 35, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 0 75 a 145, 150, 155, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, o 170
de la SEQ ID NO:6, incluyendo todos los valores e intervalos entre ellos. La capacidad del segmento polipéptido
para unirse a TGFB puede determinarse usando los ensayos de union de ligando estandares conocidos por los
expertos en la técnica. En ciertos aspectos el dominio RIl comprende mutaciones puntuales que alteran la afinidad
de union del dominio RIl o de la afinidad de unién de un polipéptido que comprende un dominio RIl. En ciertos
aspectos los residuos de los aminoacidos 27, 30, 32, 50, 51, 52, 53, 55, 118, y 119 se pueden alterar
individualmente o en varias combinaciones.

Se proporciona un ejemplo de un receptor TGF{ de tipo Il receptor como la SEQ ID NO:7 o la SEQ ID NO:8. Los
aminoacidos 1 a 23 de la SEQ ID NO:7 0 1 a 21 de la SEQ ID NO:8 definen el péptido sefial. Los aminoacidos 24-
409 de la SEQ ID NO:7 0 21-406 de la SEQ ID NO:8 definen el dominio tipo endoglina (dominio o regién E), los
aminoéacidos 410 a 783 de la SEQ ID NO:7 0 407-780 de la SEQ ID NO:8 definen el dominio tipo zona pellcida o el
dominio tipo uromodulina (dominio o regién U), y los aminoacidos 789 a 811 de la SEQ ID NO:7 o 786 a 808 de la
SEQ ID NO:8 definen la region transmembrana. El segmento central de la proteina de fusion trimérica puede
comprender un segmento aminoécido que es el 85, 90, 95, 98, o 100 % idéntico, incluyendo todos los valores e
intervalos entre ellos, a los aminodcidos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
45, 50, 0 60 a 350, 355, 360, 361, 362, 364, 365, 370, 375, 380, 385, 390, 395, 400, 405 0 409 de la SEQ ID NO:7 o
la SEQ ID NO:8, incluyendo todos los valores e intervalos que existen entre ellos. En ciertos aspectos el dominio E
comprende mutaciones puntuales que alteran la afinidad de unién del dominio E o de la afinidad de unién de un
polipéptido que comprende un dominio E. En otra forma de realizacion, el segmento central de la proteina de fusion
trimérica puede comprender un segmento aminoacido que es el 85, 90, 95, 98, o 100 % idéntico, incluyendo todos
los valores e intervalos entre ellos, a los amino4cidos 405, 410, 415, 420, 425, 430, 440, 445, 450, 460, 470, 480,
490, 500, 510, 520, 530, 540, o 550 a 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640,
650, 660, 670, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 0 780 de la SEQ ID NO:7 o la SEQ ID NO:8, incluyendo
todos los valores e intervalos entre ellos. La capacidad del segmento polipéptido para unirse a TGF( puede
determinarse usando los ensayos de unidn de ligando estandares conocidos por los expertos en la técnica. En
ciertos aspectos los aminoacidos 69, 71, 72, 90, 93, 99, 108, 115, 120, 144, 163, 192, 206, 237, 252, 274, 283, y 336
de la SEQ ID NO:7 se pueden alterar individualmente o en varias combinaciones, o los correspondientes
aminoacidos de la SEQ ID NO:8.

En ciertos aspectos, la proteina de fusion puede comprender ademas un conector entre el segmento amino terminal
y el segmento central, y/o un conector entre el segmento central y el segmento terminal carboxilico. En otro aspecto,
los conectores pueden comprender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 mas
aminoacidos. En ciertos aspectos, los aminoacidos del conector son secuencias de aminoacidos adicionales del
receptor de TGF tipo Il o tipo Ill. En otros aspectos, los conectores no son secuencias de aminoacidos del receptor
de TGFp tipo Il o tipo Ill, es decir, conectores heterdlogos.

En ciertos aspectos, el segmento amino terminal comprende una secuencia de aminoacidos que es el 85, 90, 95, 98,
0 100 % idéntica a la SEQ ID NO:3, incluyendo todos los valores e intervalos entre ellos.

En otro aspecto, el segmento central comprende una secuencia de aminoacidos que es el 85, 90, 95, 98, 0 100 %
idéntica a la SEQ ID NO:4, incluyendo todos los valores e intervalos entre ellos.

En otro aspecto adicional, el segmento carboxilo terminal comprende una secuencia de aminoacidos que es el 85,
90, 95, 98, 0 100 % idéntica a la SEQ ID NO:5, incluyendo todos los valores e intervalos entre ellos.

En ciertos aspectos, la proteina de fusién tienen una secuencia de aminoacidos que es el 85, 90, 95, 98, o 100 %
idéntica a la SEQ ID NO:2, incluyendo todos los valores e intervalos entre ellos.
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En otro aspecto, la proteina de fusion puede comprender ademdas una secuencia sefial en el extremo amino
terminal. En ciertos aspectos, la proteina de fusion puede comprender ademas una etiqueta en el extremo amino
terminal o carboxilo terminal. En ciertos aspectos la etiqueta es hexa-histidina.

Una etiqueta peptidica como se usa en esta invencion se refiere a una secuencia de péptidos que esta unida (por
ejemplo mediante ingenieria genética) a otro péptido o una proteina, para proporcionar una funcion a la fusion
resultante. Las etiquetas peptidica suelen ser relativamente cortas en comparacion a una proteina a la que se
fusionan, a modo de ejemplo, las etiquetas peptidicas son cuatro o mas aminoacidos de longitud, como por ejemplo,
5 6, 7, 8,9, 10, 15, 20, o 25 o mas aminoacidos. Normalmente una etiqueta peptidica no sera de mas de
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, y puede no ser mas de aproximadamente 75, no mas que
aproximadamente 50, no mas que aproximadamente 40, 0 no mas que aproximadamente 30.

Las etiquetas peptidicas confieren una o mas funciones diferentes a una proteina de fusion (por lo tanto
"funcionalizan” esa proteina), y dichas funciones pueden incluir (pero no se limitan a) uniones de anticuerpos (una
etiqueta de epitopo), purificacion, translocacion, dianas dirigidas y diferenciacion (p. ej. a partir de una proteina
nativa). Ademas, se puede usar como una etiqueta de epitopo especificamente escindible, un sitio de
reconocimiento para una proteasa, para la que se conoce un anticuerpo de unién. El uso de dicha etiqueta
escindible puede proporcionar escisiones y activaciones selectivas de una proteina. Alternativamente el sistema que
se desarroll6 en el laboratorio Dowdy (Vocero-Akbani y cols., Nat Med. 5:29-33, 1999) se puede usar para
proporcionar la especificidad de dicha escision y activacion.

Se puede lograr la deteccion de la molécula etiquetada usando distintas técnicas. Entre estas se incluyen:
inmunohistoquimica, inmunoprecipitacion, citometria de flujo, microscopia inmunofluorescencia, ELISA,
inmunotransferencia ("western"), cromatografia de afinidad.

Las etiquetas de epitopo afiaden un epitopo conocido (sitio de unién del anticuerpo) en la proteina sujeto, para
proporcionar uniones de un anticuerpo conocido y a menudo de alta afinidad, y por lo tanto permitiendo que uno
identifique y localice especificamente la proteina etiquetada que se ha afiadido a un organismo vivo o la las células
cultivadas. Entre los ejemplos de las etiquetas de epitopo se incluyen las etiquetas myc, T7, GST, GFP, HA
(hemaglutinina) y FLAG. Los primeros cuatro ejemplo son epitopos derivados de moléculas existentes. En contraste,
FLAG es una etiqueta de epitopo sintética disefiada la alta antigenicidad (véase, p. €j., la patente de los EE.UU. N.°
4.703.004y 4.851.341).

La etiquetas de purificacién se usan para permitir una facil purificacion de la proteina etiquetada, como por ejemplo
por cromatografia de afinidad. Una etiqueta de purificacion muy conocida es la etiqueta hexa-histidina (6x-His), que
es literalmente una secuencia de seis residuos de histidina. El sistema de purificacion de la proteina 6x-His esta
comercialmente disponible por QIAGEN (Valencia, Calif.), bajo el nombre de QlAexpress®.

Ciertas formas de realizacion estan dirigidas al uso terapéutico de las proteinas de fusién descritas en esta
invencion. Ciertos aspectos estan dirigidos a un procedimiento para tratar una afeccion relacionada con el TGF que
comprende la administracién de una cantidad eficaz de una proteina de fusidon descrito en esta invencion. La
proteina de fusion se puede administrar a un sujeto, como por ejemplo un mamifero. EI mamifero que recibe
tratamiento puede tener o puede estar en riesgo de tener una 0 mas afecciones asociadas con un exceso de TGF-3
para la que se recomienda una reduccién en los niveles de TGF-B. Dichas afecciones incluyen, pero no se limitan a,
enfermedades fibréticas (como por ejemplo glomerulonefritis, fibrosis neuronal, fibrosis dérmica, fibrosis pulmonar (p.
ej. fibrosis pulmonar idiopatica), fibrosis de pulmén, fibrosis inducida por radiacion, fibrosis hepatica, mielofibrosis),
adherencias pleurales, enfermedades hiperproliferativas (p.ej. cancer), quemaduras, enfermedades inmunolégicas,
enfermedades inflamatorias (incluyendo artritis reumatoide), rechazo al trasplante, contractura de Dupuytren, y
Ulceras gastricas. En ciertos aspectos la proteina de fusion se administra intravascularmente.

Entre otros términos relacionados con la descripcién proporcionada en esta invencién se incluyen:

El término "receptor" denota una proteina asociada a la célula que se une a una molécula bioactiva (es decir, un
ligando) y mitiga el efecto del ligando en la célula. Los receptores unidos a la membrana se caracterizan por una
estructura de dominio multiple que comprende un dominio de unién de ligando extracelular y un dominio efector
intracelular que esta tipicamente implicado en la transduccion de la sefial.

Por "multimérico” o "heteromultimérico" se entiende que comprende dos 0 mas subunidades diferentes. Un receptor
"heterodimérico” contiene dos subunidades distintas, donde una molécula "heterotrimérica” comprende tres
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subunidades.

Por receptor multimérico "soluble" se entiende en esta invencién un receptor multimérico, comprendiendo cada una
de sus subunidades parcial o totalmente el dominio extracelular de un receptor, pero careciendo parcial o totalmente
de cualquier dominio transmembrana, y careciendo parcial o totalmente de cualquier dominio intracelular. En
general, un receptor soluble de la invencién es soluble en una solucién acuosa.

Una proteina de "fusion" es una proteina que comprende dos segmentos de polipéptido unidos por una unién de
péptidos, p. €j., por procesos recombinantes.

Como se usa en esta invencion, un polipéptido "variante" de un polipéptido parental o de tipo salvaje, contiene una o
mas sustituciones, supresiones y/o adiciones de aminoacidos en comparacién con uno parental o de tipo salvaje.
Tipicamente, dichas variantes tienen una identidad de secuencia para la secuencia parental o de tipo salvaje de al
menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 96 %, al
menos aproximadamente el 97 %, 98 %, o al menos aproximadamente el 99 %, y tiene propiedades conservadas o
mejoradas en comparacion con el polipéptido parental o de tipo salvaje. Algunos cambios pueden no afectar
significativamente el plegamiento o actividad de la proteina o polipéptido, las sustituciones conservadoras de
amino&cidos, como son bien conocidas en la técnica, cambiando un aminoacido a otro que tiene una cadena lateral
con propiedades fisicoquimicas similares (aminoacidos bésicos: arginina, lisina e histidina; aminoacidos &cidos:
acido glutamico, y acido aspartico; aminoacidos polares: glutamina y asparagina; aminoacidos hidréfobos: leucina,
isoleucina y valina; aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tript6fano, tirosina; aminoacidos pequerios: glicina, alanina,
serina, treonina, metionina), pequefias supresiones, tipicamente de uno hasta aproximadamente 30 aminoéacidos, y
extensiones terminales amino o carboxilo pequefas, como por ejemplo un residuo de metionina amino terminal, un
pequefio péptido conector de hasta aproximadamente 20-25 residuos, o una pequefia extension que facilita la
purificacién (una etiqueta de afinidad), como por ejemplo un tracto de polihistidina, proteina A (Nilsson y cols., EMBO
1985;14:1075 y ss; Nilsson y cols., Methods Enzymol. 1991; 198:3 y ss), glutathione S-transferase (Smith and
Johnson, Gene 1988;67:31 y ss), u otro antigeno:epitopo o dominio de union. Véase, en general Ford y cols., Protein
Expression and Purification 1991;2:95-107. Las etiquetas de afinidad de la codificacién del ADN estan disponibles en
los proveedores comerciales.

Las diferencias de secuencia o "identidad", en el contexto de las secuencias de aminoacidos, se pueden determinar
mediante cualquier técnica adecuada, como por ejemplo (y como una selecciéon adecuada en el contexto de esta
invencion) empleando un analisis de alineamiento Needleman-Wunsch (véase Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol.
(1970) 48:443453), como se proporciona mediante el analisis con ALIGN 2.0 usando la matriz de puntuacion
BLOSUMS50 con una penalizacién por espacio en blanco de -12 y una penalizacién por extension de -2 (véase Myers
and Miller, CABIOS (1989) 4:11-17 para la discusion sobre técnicas de alineamiento global incorporadas en el
programa ALIGN). Hay disponible una copia del programa ALIGN 2.0, p. €]. a través del San Diego Supercomputer
(SDSC) Biology Workbench. Debido a que el alineamiento Needleman-Wunsch proporciona una medicion de
identidad general o global entre dos secuencias, se debe reconocer que las secuencias diana que pueden ser parte
o subsecuencias de las secuencias peptidicas grandes se pueden usar de forma andloga para completar secuencias
0, alternativamente, se pueden usar valores de alineacion locales para evaluar las relaciones entre las
subsecuencias, tal como determina, p. €j., el alineamiento Smith-Waterman (J. Mol. Biol. (1981) 147:195-197), que
pueden obtenerse a través de programas disponibles (otros procedimientos de alineamiento locales que pueden ser
adecuados para analizar la identidad incluyen programas que aplican algoritmos de alineamiento locales heuristicos
como por ejemplo los programas FastA y BLAST).

El término "aislado" puede referirse a un acido nucleico o polipéptido que carece sustancialmente de material celular,
material bacteriano, material viral o medio de cultivo (cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante)
de su fuente de origen, o precursores quimicos u otros quimicos (cuando se sintetizan quimicamente). Ademas, un
compuesto aislado se refiere a uno que se puede administrar a un sujeto como un compuesto aislado, en otras
palabras, el compuesto puede no considerarse simplemente "aislado” si esta adherido a una columna o incrustado
en un gel de agarosa. Ademas, un "fragmento de &cido nucleico aislado" o "péptido aislado" es un fragmento de
acido nucleico o proteina que no se produce naturalmente como un fragmento y/o no esta tipicamente en el estado
funcional.

Los restos de la invencién, como por ejemplo polipéptidos o péptidos pueden conjugarse o unirse covalentemente o
no covalentemente a otros restos como por ejemplo polipéptidos, proteinas, péptidos, soportes, restos de
fluorescencia, o etiquetas. El término "conjugado” se usa ampliamente para definir la asociacion funcional de un
resto con otro agente y no pretende referirse Unicamente a cualquier tipo de asociacién funcional, y no esta
particularmente limitada a la conjugaciéon "quimica". Se contemplan particularmente las proteinas de fusién
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recombinantes.

El término "proporcionar” se usa de acuerdo con este significado ordinario para indicar "suministrar o facilitar para su
uso". En algunas formas de realizacién, se proporciona la proteina directamente administrando la proteina, mientras
que en otras formas de realizacion, la proteina se proporciona eficazmente administrando un &cido nucleico que
codifica la proteina. En ciertos aspectos la invencion contempla composiciones que comprenden varias
combinaciones de acido nucleico, antigenos, péptidos, y/o epitopos.

Una cantidad eficaz se refiere a una cantidad de ingredientes activos necesarios para tratar, mejorar, o mitigar una
enfermedad o una afeccion relacionada con una enfermedad. En aspectos mas especificos, una cantidad eficaz
impide, alivia, 0 mejora los sintomas de la enfermedad, o prolonga la supervivencia del sujeto tratado, o mejora la
calidad de vida de un individuo. La determinacién de una cantidad eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos
en la técnica, especialmente en vista de la divulgacion detallada proporcionada en esta invencion. Para cualquier
preparacion usada en los procedimientos de la invencién, se puede estimar inicialmente una cantidad eficaz o dosis
de los estudios in vitro, cultivos celulares, y/o ensayos con modelos animales. Por ejemplo, se puede formular una
dosis en modelos animales para lograr una respuesta deseada o concentracion de la proteina de fusién circulante.
Dicha informacion se puede usar para determinar con precision las dosis Utiles en humanos.

A lo largo de esta solicitud se describen otras formas de realizacién de la invencién. Una forma de realizacion
descrita con respecto a un aspecto de la invencion se aplica a otros aspectos de la invencion y viceversa. Se
entiende que cada forma de realizacién descrita en esta invencion es una forma de realizacion de la invencion que
se aplica a todos los aspectos de la invencion. Se contempla que cualquier forma de realizacion descrita en esta
invencion se puede implementar con respecto a cualquier procedimiento o composicion de la invencion, y viceversa.
Ademas, las composiciones y kits de la invencion se pueden usar para lograr procedimientos de la invencién.

El uso de la palabra "un" 0 "una" cuando se usa junto con el término "que comprende" en las reivindicaciones y/o la

memoria descriptiva puede significar "uno/a”, pero también puede tener el significado de "uno/a o méas", "al menos
uno/a"y "uno/a o mas que uno/a"

A lo largo de esta solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la desviacion
estandar del error para el dispositivo o procedimiento que se emplea para determinar el valor.

El uso del término "o0" en las reivindicaciones se usa para designar "y/0" a menos que se indique expresamente para
referirse solo a alternativas o las alternativas sean mutuamente excluyentes, aunque la divulgacién admita una
definicion que se refiera solo a alternativas y a "y/0".

Como se usa en esta memoria descriptiva y reivindicacion(ones), las palabras "que comprende” (y cualquier forma
de comprender, como por ejemplo "comprender” y "comprendiendo”), "que tiene" (y cualquier forma de tener, como
por ejemplo "tener" y "tiene"), "incluyendo” (y cualquier forma de incluir, como por ejemplo "incluye” e “incluir") o "que
contiene" (y cualquier forma de contener, como por ejemplo "contiene" y "contienen”) son incluyentes o abiertas y no
excluyen elementos no indicados o etapas procedimentales adicionales.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada. Sin embargo, se debe entender que la descripcion detallada y los ejemplos especificos,
mientras que indican formas de realizacion especificas de la invencion, se dan solo a modo de ilustracion, ya que
varios cambios y modificaciones dentro del espiritu y alcance de la invencion seran evidentes para aquellos expertos
en la técnica a partir de la descripcion detallada.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar alin mas
ciertos aspectos de la presente invencién. La invencién se puede comprender mejor haciendo referencia a uno o
mas de estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de las formas de realizacion de la memoria
descriptiva que se presenta en esta invencion.

FIG. 1. Sensogramas de SPR en los que se inyectaron concentraciones crecientes de TRRII y TRRIllg sobre una
superficie del sensor de SPR con TGF-f2 K25R 192V K94R inmovilizado. En los paneles a y b se muestran los
sensogramas normalizados de masas, en el panel ¢ se muestran los graficos de la respuesta en equilibrio
normalizada de masas (Req) en funcion de la concentracion del receptor ([Receptor]), junto a los ajustes de Req =
(Rmax X [Receptor])/(Kq + [Receptor]).
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FIG. 2. Sensogramas de SPR en los que se inyectaron concentraciones crecientes de ectodominio del receptor tipo
Il de TGF-B sobre TGF-f2 K25R 192V K94R inmovilizado en ausencia (panel a) o presencia (panel b) de una
concentracion saturante (800 nM) del dominio de endoglina del receptor tipo Ill de TGF-B. En el panel ¢ se muestran
los gréaficos de la respuesta en equilibrio normalizada de masas (Req) en funcion de la concentracion del receptor
([Receptor]), junto a los ajustes de Req = (Rmax X [Receptor])/(Kq + [Receptor]).

FIG. 3. Diagrama esquematico del complejo TGFB:TRRII con el dominio de endoglina del receptor tipo Ill de TGFf
colocado de forma que no se solapa estéricamente con ninguna de las dos moléculas TBRII unidas. Se muestran las
localizaciones en el TBRII de los extremos N y C terminales.

FIG. 4. Sensogramas de SPR en los que se inyectaron concentraciones crecientes de ER y RER sobre las
superficies de la SPR con TGF-1, -2, y -3 inmovilizados. Las concentraciones del receptor inyectado oscilan de
10 nM hacia abajo (en incrementos de dos veces).

FIG. 5. Datos de la union competitiva en SPR en los que se preincubaron concentraciones crecientes de TRRII (R),
TBRRIIlg-TRRII (ER), y TBRII-TRRIIIe-TRRII (RER) con TGF-B3 0,8 nM durante 16 h y después se inyectaron sobre
una superficie de SPR (20000 RU) de alta densidad con el anticuerpo monoclonal 1D11 anti TGF-B. Los datos se
presentan en términos de pendiente inicial (que es directamente proporcional a la concentracion de TGF-§ libre en
funcién de la concentracion del competidor (R, ER, o RER). Se realizaron dos mediciones independientes para cada
construccién del receptor estudiada (indicado por -a y -b es suficiente en la leyenda).

FIG. 6. Clsp media usando células con Mv1Lu PAI1 luciferasa como indicador placas de 96 pocillos. Los ensayos se
realizaron utilizando una dilucién 4:1 de la fusion del receptor y 1D11 en serie (anticuerpo neutralizante) y el TGF-
beta 20 pM 1, 2, 0 3, a 37° durante la noche.

FIG. 7A-7C. Curvas de neutralizacion que comparan varias retenciones (RR (RII-RIl), RER (RII-BGe-RIl), ER (BGe-
RIl), REU (RII-BGe-BGy, o alternativamente RII-RIII), o EU (BGg-BGy, 0 alternativamente RIll) y 1D11 para (A)
TGF-B1, (B) TGF-B2, o TGF-33.

FIG. 8A-8C. Curvas de neutralizacién para varias preparaciones RER relacionadas con (A) de TGF-1, (B) TGF-2,
o (c) TGF-B3

DESCRIPCION

Como se analiza anteriormente, las isoformas (1, B2, y B3) del factor del crecimiento transformante beta (TGFpB)
son polipéptidos homodiméricos de 25 kDa. TGF-B tiene nueve residuos de cisteina que se conservan entre su
familia; ocho cisteinas forman cuatro uniones disulfuro en la molécula, tres de las cuales forman una estructura de
nudo de cisteina caracteristica de la superfamilia de TGF-B, mientras que la novena cisteina forma una unién
disulfuro con la novena cisteina de otra molécula TGF- para producir el dimero.

Aunque se ha informado de varios inhibidores de TGF-B, no se ha aprobado ninguno para uso clinico. El nuevo
inhibidor de TGF-B descrito en esta invencion, RER, se puede producir fusionando artificialmente los dominios de
unién del receptor de TGFp tipo Il y el dominio de endoglina del receptor tipo Ill. El disefio de RER, una fusién
heterotrimérica en la que el ectodominio del receptor tipo Il de TGF-B (R) se ha fusionado artificialmente en los
extremos N y C terminales del dominio tipo endoglina del receptor tipo Ill de TGF-B (E), se concibié basandose en
las estructuras de la unién de los TGF-B a sus receptores de sefializacion, TBRI y TBRIlLy los resultados de los
estudios de unioén la resonancia de plasmon superficial (SPR) que mostraron que:

1. El dominio de endoglina del receptor tipo Il de TGF-$ se une a los dimeros de TGF-3 con una estequiometria de
1:1. Esto se demostr6 comparando la respuesta de la SPR normalizada de masas maxima ya que las
concentraciones crecientes del ectodominio del receptor tipo Il de TGF-B (TBRII o R) el dominio tipo endoglina del
receptor tipo Il de TGF-B (TBRIIIe o E) se inyectaron sobre el TGF-f2 K25R 192V K94R inmovilizado, una variante
de TGF-B2 que une TBRII con afinidad alta (FIG. 1Ay 1B) (De Crescenzo y cols. J Mol Biol. 355, 47-62, 2006;
Baardsnes y cols. Biochemistry 48, 2146-55, 2009). La respuesta normalizada de masas maxima para TRRIllg fue
de aproximadamente la mitad de esto para TRRII, permitiendo a los autores de la invencion inferir que TRRIIIg debe
unirse al dimero de TGF- con estequiometria de 1:1 dado que es un hecho bien caracterizado a través de los
estudios estructurales que TRRII se une a los dimeros de TGF-$ con estequiometria 2:1 (FIG. 1C) (Hart y cols., Nat
Struct Biol. 9, 203-8, 2002; Groppe Yy cols., Mol Cell 29, 157-68, 2008; Radaev y cols., Journal of Biological Chemistry
285, 14806-14, 2010).
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2. TBRIIIg se une a los dimeros de TGF-f sin desplazar ninguno de los dos TBRII unidos. Esto se demostro
realizando un experimento con la SPR en el que se inyectaron concentraciones aumentadas de TBRII sobre TGF-32
K25R 192V K94R inmovilizado en ausencia o presencia de una concentracion saturante de TRRIllg (800 nM) (FIG.
2Ay 2B). Los datos mostraron que la respuesta de unién normalizada de masas maxima para TBRIl aumento
ligeramente en presencia de TRRIllg 800 nM (FIG. 2C), mostrando que los dos receptores no compiten el uno con el
otro para unir el TGF-$ (es imposible para mas de dos TRRII unir el dimero de TGF-B y, por lo tanto, el aumento en
la amplitud maxima esta probablemente causado por un artefacto experimental, como por ejemplo una discrepancia
en las concentraciones de TBRIlIg en la muestras de TBRII que se inyectaron y en el tampdn).

En conjunto, estas observaciones sugieren que los dimeros de TGF-B son capaces de formar un complejo
heterotrimérico en el que cada dimero de TGF-f3 se une a dos moléculas de TBRII y a una molécula de TRRIllz. Se
ha informado de que la estructura de TGF- se une a TRRII (Hart y cols., Nat Struct Biol. 9, 203-8, 2002; Groppe y
cols., Mol Cell 29, 157-68, 2008; Radaev y cols., Journal of Biological Chemistry 285, 14806-14, 2010), pero la
estructura de TRRIllg, sola o unida a TGF-B, no. Esto a llevado a la estructura hibrida a donde la estructura precisa
de TBRIllg no es conocida, pero se conoce su posicion global entre los dos TBRII unidos en el extremo distal del
dimero de TGF-B (FIG. 3).

Este modelo hibrido para unir TBRIl y TBRIllg llevd a la construccion de la fusion RER (TBRI-TRRIIg-TRRII)
heterotrimérica como un nuevo inhibidor para unir y capturar TGF-B. La inclusion de dominio de unién adicional
mejora la afinidad de la fusidon de TGF-B, especialmente de TGF-B1 y TGF-B3, que se unen a TBRII con afinidad alta
(Kg ~ 120 nM) (Baardsnes y cols. Biochemistry 48, 2146-55, 2009; Radaev y cols., Journal of Biological Chemistry
285, 14806-14, 2010).

En comparaciéon con el RER descrito actualmente, el anticuerpo monoclonal GC1008 de Genzyme (la version
humanizada del anticuerpo monoclonal 1D11 de ratones) ha demostrado unir las tres isoformas de TGF-3 con un Kqg
de aproximadamente 5 - 10 nM (Griitter, y cols., PNAS U.S.A. 105(51): 20251-56, 2008), pero no ha demostrado ser
muy eficaz en los ensayos clinicos del melanoma maligno y del carcinoma de células renales. La razén de la falta de
eficacia podria ser que GC1008 no se une fuertemente a los TGF-f3 para competir con los receptores de TGF-3 de la
superficie celular, que une los TGF-f a concentraciones de picomolares a sub-picomolares.

Los polipéptidos descritos en esta invencién incluyen inhibidores de TGF-B heterotriméricos, como por ejemplo RER.
Como se describe anteriormente RER ha demostrado unirse a las tres isoformas de TGF-B con baja afinidad
nanomolar a afinidad sub-nanomolar. RER es mas potente que el anticuerpo monoclonal 1D11. Por lo tanto, debido
a su afinidad mejorada para unir TGF-B, RER compite mas eficazmente con los receptores de superficie celular para
unir TGF-B, y a la vez bloquear sus propiedades de empeoramiento de enfermedades en, por ejemplo, el cancery la
fibrosis.

Un ejemplo de una secuencia de aminoacidos RER (por ejemplo véase la SEQ ID NO:2) tiene uno o mas de las
siguientes caracteristicas:

1. En ciertos aspectos la secuencia de TBRIl es humana (SEQ ID NO:6), mientras que la secuencia de TRRIlIg
puede ser de rata (SEQ ID NO:7). En ciertos aspectos la secuencia de TBRIlle puede ser humana (SEQ ID NO:8).
2. En ciertas formas de realizacién la secuencia de TBRII del extremo N terminal de RER se extiende desde el
residuo 42-160 de la SEQ ID NO:6, mientras que la secuencia TBRII del extremo C terminal de RER de extiende
desde el residuo 48 - 160 de la SEQ ID NO:6.

3. En ciertas formas de realizacion la secuencia TRRIlIg se extiende desde el residuo 24 - 383 de la SEQ ID NO:7.
En ciertos aspectos, la secuencia TRRIlIgincluye 1, 2, 3, y/o 4 sustituciones simples de aminoacidos relativas a la
secuencia de tipo salvaje de ratas (SEQ ID NO:7), R58H, H116R, C278S, y N337A.

4. En ciertas formas de realizacion no hay conector entre TBRIIlIg y el dominio TRRII del extremo C terminal. En otros
aspectos el dipéptido Lys-Leu codificado por el sitio de restriccion Hindlll usado para unir los correspondientes
fragmentos de ADN forman juntos un conector. Se contempla que se puede usar cualquier dipéptido.

5. En ciertas formas de realizacion hay un conector de 18 aminoacidos con la secuencia Gly-Leu-Gly-Pro-Val-Glu-
Ser-Ser-Pro-Gly-His-Gly-Leu-Asp-Thr-Ala-Ala-Ala (SEQ ID NO:9) que une el extremo C terminal de TBRII del
extremo N terminal al TBRIIIg del extremo N terminal.

6. En ciertas formas de realizacidn hay una etiqueta hexa-histidina del extremo C terminal (para propositos de
purificacién).

En un ejemplo, se insertd un casete de expresién RER en direccién amino del péptido sefial de albimina y un sitio
de clonaciéon Notl con la secuencia: Met-Lys-Trp-Val-Thr-Phe-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-lle-Ser-Gly-Ser-Ala-Phe-Ser-

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 648 492 T3

Ala-Ala-Ala (SEQ ID NO:10). Como se describié anteriormente, todo el péptido sefial de albuminase se situd
direccion amino del promotor CMV en una forma modificada de pcDNA3.1 (Invitrogen) (Zou and Sun, Cell 134, 215-
30, 2004).

Se transfectd un plasmido que expresa la construccién RER en células CHO Lec 3.2.8.1 (Rosenwald y cols., Mol
Cell Biol. 9(3):914-24, 1989) y se seleccionaron los transfectantes estables usando MSX (Zou and Sun, Cell 134,
215-30, 2004). A su vez, los transfectantes estables se analizaron para la expresién de la fusién RER examinando el
medio acondicionado usando un anticuerpo policlonal expuesto a ectodominio betaglicano de ratas. Se crecid el clon
gue expresa RER al maximo nivel y finalmente transfiri6 a un medio sin suero para la produccién de medio
acondicionado. Después, se purificd el RER para el medio acondicionado pasandolo a través de una columna
NiNTA, lavandolo con Tris de 25 mM, NaCl 100 mM, e imidazol 10 mM, pH 8 y finalmente se eluyé con el mismo
tampoén, pero con imidazol 300 mM.

A su vez, la proteina de fusién de RER aislada se caracteriz6 mediante un experimento de SPR en el que, junto con
el ER preparado de forma similar (es decir la fusién de TRRIIlg-TRRII descrita previamente (Verona y cols., Protein
Eng Des Sel. 21, 463-73, 2008), excepto que se produjo en células CHO, no en bacterias), se inyectd sobre un chip
del sensor de la SPR con TGF-B1, -B2, y -B3 inmovilizado. Estos datos mostraron velocidades de asociacién
comparables, pero velocidades de disociacion significativamente menores, especialmente para TGF-$1 y TGF-33
(FIG. 4). Esto muestra cualitativamente que RER une los TGF-B con mayor afinidad que ER; sin embargo, la
magnitud de este aumento resultd ser dificil de cuantificar ya que la lenta asociaciéon impide medir con precision la
respuesta de la SPR del equilibrio, especialmente a bajas concentraciones del receptor inyectado.

Para evaluar mas la afinidad, se realiz6 un experimento de SPR, en el que el anticuerpo monoclonal 1D11 anti TGF-
B disponible comercialmente (R&D Systems) se acopl6 a un chip del sensor de la SPR a alta densidad (20000 RU) y
a su vez se inyectd una concentracion creciente de R (TBRII), ER (BGe-RIl), o RER (RII-BGe-RII) en presencia de
una concentracion fija baja (0,8 nM) de TGF-B3. La pendiente inicial de estos sensogramas (que es una funcién
lineal de la concentracion de TGF-B3 libre) se representa graficamente en funcién de la concentracion de la fusion
del receptor (FIG. 5). Esto mostr6 que RER es realmente un competidor mas potente que ER, de acuerdo con la
menor tasa de disociacion para RER en comparacién con ER.

Los polipéptidos de RER demuestran una actividad mas potente respecto a las proteinas de fusién similares. Por
ejemplo la Clso media [nM] usando células con MvlLu PAI1 luciferasa como indicador placas de 96 pocillos es muy
inferior a los polipéptidos de RER (FIG. 6). Las curvas de neutralizacién que comparan varias fusiones de receptores
(RR (RII-RII, también conocidos como T22d35), RER (RII-BGe-RIl), ER (BGe-RIl), REU (RII-BGe-BGy o0
alternativamente RII-RIII), o EU (BGe-BGyor alternativamente RIll) y 1D11 para (A) TGF-B1, (B) TGF-p2, o TGF-33
también muestran una mayor actividad de los polipéptidos de RER (FIG. 7 y FIG. 8).

|. Conectores

En algunas formas de realizacién, la invencion proporciona una proteina de fusién que comprende tres dominios de
unién de TGF-B unidos entre ellos directamente o mediante un conector, como p. ej. un péptido conector corto. En
algunas formas de realizacion, el extremo C terminal del segmento de unién a TGF- amino terminal esta unido a
través de un péptido conector al extremo N terminal del segmento de union a TGF-$ central, y el extremo C terminal
del segmento de unién a TGFB central puede unirse al extremo N terminal del segmento de unién a TGF-3 del
extremo carboxilo mediante un segundo conector. Un conector se considera corto si contiene 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25 hasta 50 0 menos amino&cidos.

Mas tipicamente el conector es un péptido conector que contiene 50 o menos aminoacidos, p. €j., 45, 40, 35, 30, 25,
20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 3, 4, 2, 0 1 aminoacido(s). En ciertos aspectos, la secuencia del péptido conector es una
secuencia aminoacidica de un receptor diferente a los TGF-B tipo Il o tipo Ill. En otros aspectos, la secuencia del
péptido conector es una secuencia de aminoacidos del receptor tipo Il o tipo Il de TGF-B adicional, p. €j. los 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, hasta 50 o menos aminoéacidos flanquean los extremos
terminales amino de los dominios de unién. El término adicional en este contexto se refiere a los aminoacidos
ademas de aquellos que definen los segmentos del polipéptido heterotrimérico como se define anteriormente. En
varias formas de realizacion, el conector no contiene mas de 50, 40, 20, 10, o 5 aminoacidos contiguos de las
secuencias del receptor nativo. Tipicamente, el conector serd flexible y permitird el correcto plegamiento de los
dominios unidos. Normalmente se prefieren los aminoacidos que no tienen cadenas laterales voluminosas y grupos
cargados (p. €j. glicina, serina, alanina y treonina). Opcionalmente, el conector puede contener adicionalmente uno o
méas aminoacidos adaptadores, como por ejemplo, aquellos producidos como resultado de la insercion de sitios de
restriccion. Generalmente, no habra més de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 aminoacidos adaptadores en un conector.
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En algunas formas de realizacion, el conector comprende una o mas glicinas, p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 15, 18, o mas glicinas. Por ejemplo, el conector puede consistir en (GGG)n, donde n=1, 2, 3, 4,5, 6, 7, etc. y
aminoacidos adaptadores opcionales. En ciertos aspectos, el conector es un conector de glicina-serina que
comprende (GGGS)n, donde n =1, 2, 3, 4, 5, etc. En vista de los resultados desvelados en esta invencion, los
expertos en la materia reconoceran que para las proteinas de fusion de la invenciéon se puede usar cualquier otro
péptido conector adecuado, por ejemplo, los descritos en Alfthan y cols., Protein Eng. 8:725-31, 1995; Argos, J. Mol.
Biol. 211:943-58, 1990; Crasto y cols., Protein Eng., 13:309-12, 2000; Robinson y cols., PNAS USA, 95:5929-34,
1998.

Il. Acidos nucleicos, vectores y célula huésped

La invencion proporciona ademas acidos nucleicos que codifican cualquiera de las proteinas de fusion de la
invencién, vectores que comprenden dichos acidos nucleicos, y célula huésped que comprenden dichos acidos
nucleicos. Por ejemplo, en una forma de realizacion ilustrativa, el acido nucleico de la invencion comprende la
secuencia como se expone en SEQ ID NO:1.

Los éacidos nucleicos de la invencidon se pueden incorporar en un vector, p. €j. un vector de expresion, usando
técnicas estandar. Después, el vector de expresion puede introducirse en las células huésped usando una variedad
de técnicas estandar como por ejemplo la transfecciéon liposémica, la precipitacion con fosfato de calcio, o
electroporacion. De acuerdo con la presente invencion, las células huésped pueden ser células de mamifero, por
ejemplo, células de ovario de hamster chino, célula de rifion embrionario humano (p.ej., HEK 293), células HelLa S3,
células derivadas de embriones murinos, o células NSO. Sin embargo, también se pueden usar células no derivadas
de mamiferos, incluyendo, p.ej. bacterias, levaduras, insectos, y células vegetales. Las célula huésped adecuadas
también pueden residir in vivo, en cuyo caso se pueden usar los &cidos nucleicos en el contexto de terapia génica in
VivO 0 ex Vivo.

Il. Procedimientos de realizacion

La invencién proporciona ademas procedimientos para producir (a) proteinas de fusion, (b) acidos nucleicos que
codifican las mismas, y (c) célula huésped y composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de fusion o
los acidos nucleicos. Por ejemplo, un procedimiento para producir la proteina de fusion de acuerdo a la invencion
comprende cultivar una célula huésped, que contiene un &cido nucleico que codifica la proteina de fusién de la
invencién bajo condiciones que resultan en la expresion de la proteina de fusion y la subsiguiente recuperacion de la
proteina de fusién. En otro aspecto, la proteina de fusion se expresa en células CHO o HEK 293y se purifica a partir
del medio usando procedimientos conocidos en la técnica. En algunas formas de realizacion, la proteina de fusién se
eluye a partir de una columna con un pH neutro o superior, p. €j., pH 7,5 o superior, pH 8,0 o superior, pH 8,5 0
superior, o pH 9,0 o superior.

Las proteinas de fusién, incluyendo las variantes, asi como acidos nucleicos que codifican las mismas, pueden
fabricarse usando cualquier procedimiento adecuado, incluyendo técnicas de biologia molecular estandares y
procedimientos sintéticos, por ejemplo, los descritos en las siguientes referencias: Maniatis (1990) Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, y Bodansky y cols.
(1995) The Practice of Peptide Synthesis, 2nd ed., Spring Verlag, Berlin, Germany). Las composiciones
farmacéuticas ademas pueden fabricarse usando cualquier procedimiento adecuado, incluyendo por ejemplo, los
descritos en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, eds. Gennado y cols., 21th ed., Lippincott, Williams
& Wilkins, 2005).

IV. Composiciones farmacéuticas y procedimientos de administracion

La invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de fusion de la invencién o
los acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusién.

La proteina de fusidn podréa entregarse a una célula u organismo por medio de terapia génica, donde una secuencia
del &cido nucleico que codifica la proteina de fusién se inserta en un vector de expresion que se administra in vivo o
a células ex vivo, que después se administran in vivo, y la proteina de fusién se expresa posteriormente. Los
procedimientos de terapia génica para entregar antagonistas de TGF- son conocidos (véase, p. €j., Fakhrai y cols.,
PNAS USA, 93:2909-14, 1996 y la patente de EE. UU. 5,824,655).

La proteina de fusion puede administrarse a una célula u organismo en una composicién farmacéutica que
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comprende la proteina de fusion como un principio activo. Las composiciones farmacéuticas se pueden formular
dependiendo del tratamiento a efectuar y de la ruta de administracion. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas
de la invencién se pueden administrar por via oral, topica, transdérmica, parenteral, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, por instilacion intranasal, instilacion intravesical o intracavitaria, intraocular,
intraarterial, intralesional, o por aplicacién de las membranas mucosas, como por ejemplo, las de la nariz, garganta,
y bronquios. La composicién farmacéutica comprendera tipicamente componentes biolégicamente inactivos, como
por ejemplo diluyentes, excipientes, sales, tampones, conservantes, etc. las técnicas de formulacién farmacéutica
estandares y los excipientes son bien conocidos por los experto en la materia (véase, p.ej., Physicians' Desk
Reference (PDR) 2005, 59th ed., Medical Economics Company, 2004; y Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, eds. Gennado y cols. 21th ed., Lippincott, Williams & Wilkins, 2005).

Generalmente, la proteina de fusion de la invencion puede administrarse como una dosis de aproximadamente de 1
pg/kg hasta 25 mg/kg, dependiendo de la gravedad de los sintomas y de la progresién de la enfermedad. Un médico
tratante selecciona la dosis terapéuticamente eficaz de un antagonista y puede oscilar aproximadamente desde 1
pg/kg hasta 20 mg/kg, desde 1 pg/kg hasta 10 mg/kg, desde 1 pg/kg hasta 1 mg/kg, desde 10 pg/kg hasta 1 mg/kg,
desde 10 pg/kg hasta 100 pg/kg, desde 100 pg hasta 1 mg/kg, y desde 500 pg/kg hasta 5 mg/kg. Las dosis
obtenidas en un animal pueden adaptarse para usarse en otro animal, incluyendo humanos, usando factores de
conversion conocidos en la técnica (véase, p. ej., Freireich y cols., Cancer Chemother. Reports, 50(4):219-244
(1996)).

V. Usos Terapéuticos y no terapéuticos

Las proteinas de fusion de la invencion se pueden usar para capturar o neutralizar TGF-§3, por lo tanto reducir o
impedir la unién de TGF-B que se produce de forma espontanea en los receptores de TGF-p.

La invencion incluye un procedimiento para tratar a un sujeto (p. ej. mamifero) administrando al mamifero una
proteina de fusién descrita en esta invenciéon o un &cido nucleico que codifica la proteina de fusiéon o células que
contienen un &cido nucleico que codifica la proteina de fusion. EI mamifero puede ser, por ejemplo, primate (p. €;.
humano), roedor (p. €j. raton, cobaya, rata), u otros (como p. ej.pero, cerdo, conejo).

El mamifero que recibe tratamiento puede tener o puede estar en riesgo de tener una o méas afecciones asociadas
con un exceso de TGF- para la que se recomienda una reduccion en los niveles de TGF-B. Dichas afecciones
incluyen, pero no se limitan a, enfermedades fibréticas (como por ejemplo glomerulonefritis, fibrosis neuronal, fibrosis
dérmica, fibrosis pulmonar (p. ej. fibrosis pulmonar idiopatica), fibrosis de pulmén, fibrosis inducida por radiacion,
fibrosis hepéatica, mielofibrosis), adherencias pleurales, enfermedades hiperproliferativas (p.ej. cancer), quemaduras,
enfermedades inmunoldgicas, enfermedades inflamatorias (incluyendo artritis reumatoide), rechazo al trasplante,
contractura de Dupuytren, y Ulceras gastricas.

En ciertas formas de realizacion, las proteinas de fusion, los acidos nucleicos, y las células de la invencién se usan
para tratar enfermedades y afecciones asociadas con la deposicion de la matriz extracelular (ECM). Dichas
enfermedades y afecciones incluyen, pero no se limitan a, esclerosis sistémica, adherencias postoperatorias,
cicatrizacion hipertréfica o queloide, vitreorretinopatia proliferativa, cirugia de drenaje del glaucoma, lesién corneal,
cataratas, enfermedad de Peyronie, sindrome de dificultad respiratoria en adultos, cirrosis biliar, cicatrizacion
posterior al infarto de miocardio, restenosis (p. €j. restenosis posterior a la angioplastia), cicatrizacion después de
hemorragia subaracnoidea, esclerosis miltiple, fibrosis después de laminectomia, fibrosis después de reparaciones
de tenddn y otras, cicatrizacién debido a eliminacion de tatuaje, cirrosis biliar (incluyendo colangitis esclerosante),
pericarditis, pleuresia, traqueostomia, lesién penetrante del CNS, sindrome mialgico eosinofilico, restenosis vascular,
enfermedad veno-oclusiva, pancreatitis y artropatia psoriasica. En particular, las proteinas de fusion, y los aspectos
relacionados de la invencién son particularmente Utiles para el tratamiento de fibrosis peritoneal y adherencias. Es
bien conocido que los anticuerpos se transfieren facilmente desde la cavidad peritoneal a la circulacién. Por lo tanto,
la administracion intraperitoneal de la proteina de fusidon puede proporcionar una forma altamente localizada de
tratamiento de los trastornos peritoneales como la fibrosis peritoneal y las adherencias debido a la concentracion
ventajosa de la proteina de fusién dentro del peritoneo afectado.

Las proteinas de fusion, los acidos nucleicos, y las células de la invencion son ademas Utiles para tratar afecciones
donde el favorecimiento de la reepitelizacion es beneficiosa. Dichas afecciones incluyen, pero no se limitan a:
enfermedades de la piel, como Ulceras venosas, Ulceras isquémicas (llagas por presién), Ulceras diabéticas, zonas
de injertos, zonas de injertos en donantes, abrasiones y quemaduras; enfermedades del epitelio bronquial, como por
ejemplo asma y ARDS, enfermedades del epitelio intestinal, como por ejemplo mucositis asociada con el tratamiento
citotdxico, Ulceras estomacales, y lesiones del intestino delgado y grueso (enfermedad inflamatoria intestinal).
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Otro usos adicionales de las proteinas de fusion, los acidos nucleicos, y las células de la invencién son en
afecciones en las que se desea la proliferacién de las células endoteliales, por ejemplo, en la estabilizacién de
placas ateroscleréticas, favoreciendo la curacion de las anastomosis vasculares, o en afecciones en las que se
desea la inhibicion de la proliferacion de las células de musculo liso vascular, como por ejemplo enfermedad arterial,
restenosis y asma.

Las proteinas de fusién, los acidos nucleicos, y las células de la invenciéon son ademas utiles en el tratamiento de
enfermedades hiperproliferativas, como por ejemplo canceres incluyendo, pero no limitado a, canceres de mama,
prostata, ovarios, estdmago, renal (p. ej. carcinoma de células renales), pancreatico, colorrectal, piel, pulmén,
tiroideo, cervical y vejiga, glioma, glioblastoma, mesotelioma, melanoma, asi como varias leucemias y sarcomas,
como por ejemplo sarcoma de Kaposi, y en particular son Utiles para tratar o impedir recurrencias o metastasis de
dichos tumores. En formas de realizacion particulares, las proteinas de fusién, los acidos nucleicos, y las células de
la invencién son utiles en procedimientos de inhibicion de la metastasis mediada por ciclosporina. Por supuesto se
apreciara que en el contexto de la terapia contra el cancer, "tratamiento” incluye cualquier intervencién médica que
resulte en la ralentizacion del crecimiento del tumor o la reduccion de la metastasis del tumor, asi como una remision
parcial del cancer para prolongar la esperanza de vida del paciente. En una forma de realizacién, la invencion es un
procedimiento para tratar el cdncer que comprende la administracion de una proteina de fusidn, acido nucleico o
células de la invencion. En formas de realizacion particulares, la afeccion es cancer renal, cancer de préstata o
melanoma.

Las proteinas de fusion, los acidos nucleicos, y las células de la invencién son ademas Utiles para tratar, prevenir y
reducir el riesgo de apariciones de insuficiencia renal, incluyendo, pero no limitadas a, nefropatia diabética (tipo | y
tipo 1), nefropatia por radiacion, nefropatia obstructiva, esclerosis sistémica difusa, fibrosis pulmonar, rechazo del
aloinjerto, enfermedad renal hereditaria (p. ej. poliquistosis renal, rifidn esponjoso medular, rifidbn en herradura),
nefritis, glomerulonefritis, nefroesclerosis, nefrocalcinosis, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren,
enfermedad de Berger, hipertensién sistémica o glomerular, nefropatia tubulointersticial, acidosis tubular renal,
tuberculosis renal e infarto renal. En formas de realizacién particulares, las proteinas de fusion, &cidos nucleicos y
células de la invencion se combinan con antagonistas del sistema renina-angiotensina-aldosterona incluyendo, pero
no limitado a, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), antagonistas de los receptores de Ang I
(también conocidos como "bloqueantes del receptor de II') y antagonistas de aldosterona (véase, por ejemplo, WO
2004/098637).

Las proteinas de fusion, los &cidos nucleicos, y las células de la invencion son ademés utiles para mejorar la
respuesta inmunitaria a las infecciones macrofagicas, como por ejemplo las causadas por Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae, asi como el protozooToxoplasma gondii,
los hongos Histoplasma capsulatum, Candida albicans, Candida parapsilosis, y Cryptococcus neoformans,y
Rickettsia, por ejemplo, R. prowazekii, R. coronii, y R. tsutsugamushi. Son ademas utiles para reducir la
inmunosupresion causada, por ejemplo, por tumores, SIDA o enfermedades granulomatosas.

Ademas, sin estar vinculado a ninguna teoria en particular, se cree ademas que puede que las proteinas de fusion
de la invencion, dado que carecen de un dominio de inmunoglobulina (a diferencia de las proteinas de fusién entre
un anticuerpo anti TGF- y el receptor TGF-B-proteinas de fusion Fc), no sean tan susceptibles a su eliminacion de
los sitios de accién mediante el sistema inmunitario (p. €]. en afecciones o enfermedades pulmonares).
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912

960

1008

1056

1104

1152



<210>2
5 <211>631

tte
Phe
385

gag
Glu

aac
Asn

gct
ala

atg
Met

atg
Met
465

atg
Met

gag
Glu

ctg
Len

aga
Arg

atc
Ile
545

aga
Arg

aag
Lys

tgc
Cys

tce
Ser

tat

370

cag
Gln

gtg
val

tgg
Trp

cce
Pro

acc
Thr
450

aag
Lys

gct
Ala

atg
Met

ctg
Leu

ttt
Phe
530

acc

Thr

aag
Lys

ctc
Len

att
Ile

tgt
Cys
610

aac

gtg
val

gte
val

gtg
val

aac
Asn
435

aaa
Lys

tgg
Trp

cce
Pro

aga
Arg

gac
Asp
515

tea

Ser

tcc
Ser

aat
Asn

ccc
Pro

atg
Met
595

age
Ser

aceg

gat
Asp

aaa
Lys

ate
Ile
420

agt
Ser

ttg
Leu

gca
Ala

gtg
val

gat
Asp
500

cct

Pro

ace
Thr

atc
Ile

gac
Asp

tac
Tyr
580

aag
Lys

tct
Ser

age

ata
Ile

aac
Asn
405

aag
Lys

atc
Ile

gta
Val

ctg
Leu

gct
Ala
485

gag
Glu

gac
Asp

tgt
Cys

tgt
Cys

gag
Glu
565

cat
His

gaa
Glu

gat
Asp

aat

ata
Ile
390

ctt
Leu

tet
Ser

ggc
Gly

aga
Arg

gac
Asp
470

aat

Asn

gaa
Glu

aag
Lys

gaa
Asp

gag
Glu
550

aac
Asn

gac
Asp

aaa
Lys

gag
Glu

cct

ES 2 648 492 T3

375

gtt
val

gteo
val

ttt
Phe

ttt
Phe

gat
Asp
455

gect
Ala

aga
Arg

gte
Val

ctt
Leu

aac
Asn
535

aag

Lys

ata
Ile

ttt
Phe

aaa
Lys

tge
Cys
615

gac

gac
Asp

ctg
Leu

gac
Asp

gga
Gly
440

gac
Asp

ggc
Gly

ttt
Phe

cac
His

cca
Pro
520

cag
Gln

cca
Pro

aca
Thr

att
Ile

aag
Lys
600

aat
Asn

ata
Ile

atec
Ile

gtc
val
425

aaa
Lys

atc
Ile

tac
Tyr

cat
His

acc
Thr
505

caa
Gln

aaa
Lys

cag
Gln

cta
Leu

ctg
Leu
585

cct

Pro

gac
Asp

cga
Arg

ttg
Leu
410

aaqg
Lys

gag
Glu

cct
Pro

agg
Arg

okt
Leu
490

att
Ile

ctg
Leu

toa
Ser

gaa
Glu

gag
Glu
570

gaa
Glu

ggt
Gly

aac
Asn

cct
Pro
385

aag
Lys

gga
Gly

agt
Ser

tcc
Ser

cca
Pro
473

cgy
Arg

cct
Pro

tgt
Cys

tge
Cys

gtc
Val
555

aca

Thr

gat
Asp

gag
Glu

atc
Ile

Tyr Asn Thr Ser Asn
625

16

380

gct
Ala

tecec
Ser

aac
Asn

gaa
Glu

acc
Thr
460

gtg
Val

ctt
Leu

cct
Pro

aaa
Lys

atg
Met
540

tgt
Cys

gtt
val

gct
Ala

act
Thr

atc
Tle
620

Pro
630

caa
Gln

aaa
Lys

ttg
Leu

cga
Arg
445

caa
Gln

acg
Thr

gag
Glu

gag
Glu

ttt
Phe
525

aga

Ser

gtg
Val

tgc
Cys

gct
Ala

tte
Phe
605

tte
Phe

Asp

gag
Glu

aag
Lys

aaa
Lys
430

tce
Ser

gag
Glu

tca
Ser

aac
Asn

ctt
Leu
510

tgt
Cys

aac
Asn

gect
Ala

cat
His

tct
Ser
590

tte
Fhe

tca
Ser

gat
Asp

tet
Ser
415

gtec
Vval

atg
Met

aat
Asn

tac
Tyr

aac
Asn
495

cgt
Arg

gat
Asp

tgo
Cys

gta
Val

gac
Asp
575

cca
Pro

atg
Met

gaa
Glu

cce
Pro
400

gte
val

att
Ile

aca
Thr

ctg
Leu

aca
Thr
480

gag
Glu

atc
Ile

gtg
val

age
Ser

tgg
Trp
560

ccc

Pro

aag
Lys

tgt
Cys

gaa
Glu

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1893



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

5 <400> 2

Met

Phe

Phe

Ser

Val

65

Cys

Ala

Phe

Phe

Glu

145

Pro

Gln

Gly

Lys

Ser

Cys

Asn

50

Ala

His

Ser

Phe

Ser

130

Ser

Ser

Ala

Thr

Trp

Ala

Asp

Cys

Val

Asp

Pro

Met

115

Glu

Ser

Thr

Leu

Thr

Val

Ala

20

val

Ser

Trp

Pro

Lys

100

Cys

Glu

Pro

Arg

Met

180

Gly

Thr

Ala

Arg

Ile

Arg

Lys

85

Cys

Ser

Tyr

Gly

Cys

165

Glu

Leu

ES 2 648 492 T3

Phe

Asn

Phe

Thr

Lys

70

Leu

Tle

Cys

Asn

His

150

Glu

Ser

Pro

Leu

Gly

Ser

Ser

55

Asn

Pro

Met

Ser

Thr

135

Gly

Leu

Phe

Arg

Leu

Ala

Thr

40

Ile

Asp

Tyr

Lys

Ser

120

Ser

Leu

Ser

Thr

Glu

Leu

Val

25

Cys

Cys

Glu

His

Glu

105

Asp

Asn

Asp

Pro

Val

185

Val

17

Leu

10

Lys

Asp

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

Ile

170

Leu

His

Phe

Phe

Asn

Lys

Ile

15

Phe

Lys

Cys

Asp

Ala

155

Asn

Ser

Val

Ile

Pro

Gln

Pro

60

Thr

Ile

Lys

Asn

Gly

140

Ala

Ala

Gly

Leu

Ser

Gln

Lys

45

Gln

Leu

Leu

Pro

Asp

125

Len

Ala

Ser

Cys

Asn

Gly

Leu

30

Ser

Glu

Glu

Glu

Gly

110

Asn

Gly

Gly

His

Ala

150

Leu

Ser

15

Cys

Cys

val

Thr

Asp

Glu

Ile

Pro

Pro

Pro

175

Ser

Arg

Ala

Lys

Met

Cys

Val

Ala

Thr

Ile

val

Glu

160

val

His

Ser



Thr

Asn

225

Leu

Ala

Gln

Asn

Tyr

305

Tyr

Gly

Lys

val

Phe

385

Glu

Asn

Ala

Asp

210

Pro

Asn

Ala

Phe

Phe

290

Gly

Ile

Lys

Ala

His

370

Gln

val

Trp

PFro

195

Gln

Ile

Ser

Gly

Pro

275

Pro

Ala

Lys

Asn

Ala

355

Ile

val

val

Vval

Asn
435

Gly

Ala

Pro

val

260

Ser

Gln

val

Val

Phe

340

Glu

Ile

Asp

Lys

Ile

420

Ser

Pro

Ser

Gln

245

Pro

Gly

Glu

Thr

Gly

325

Leu

Gly

Glu

Ile

Asn

405

Lys

Ile

ES 2 648 492 T3

Gly

Val

230

Pro

Arg

Asn

Asn

Ser

310

Glu

Ser

Cys

Leu

Ile

380

Leu

Ser

Gly

Gln

215

His

Leu

Leu

Phe

Glu

295

Phe

Asp

Leu

Val

Ile

375

val

val

Phe

Phe

200

Arg

Thr

val

Phe

Ser

280

His

Thr

Gln

Asn

Leu

360

Thr

Asp

Leu

Asp

Gly
440

Gln

His

Trp

Leu

265

Leu

Leu

Glu

Val

Tyr

345

Pro

Pro

Ile

Ile

Val

425

Lys

18

Arg

His

Arg

250

vVal

Thr

Leu

Leu

Fhe

330

Leu

Ser

Ser

Arg

Leu

410

Lys

Glu

Glu

Lys

235

Leu

Ser

Ala

Arg

Lys

315

Pro

Ala

Gln

Ser

Pro

395

Lys

Gly

Ser

val

220

Pro

Lys

Glu

Glu

Trp

300

Ile

Pro

Glu

Pro

Asn

380

Ala

Ser

Asn

Glu

205

Thr

Ile

Thr

Gly

Thr

285

Ala

Ala

Thr

Tyr

His

365

Pro

Gln

Lys

Leu

Arg
445

Leu

Val

Glu

Ser

270

Glu

Gln

Arg

Cys

Leu

350

Glu

Tyr

Glu

Lys

Lys

430

Ser

His

Phe

Arg

255

val

Glu

Lys

Asn

Asn

3358

Gln

Lys

Ser

Asp

Ser

415

val

Met

Leu

Leu

240

Leu

val

Arg

Glu

Ile

320

Ile

Pro

Glu

Ala

Pro

400

val

Ile

Thr



10

Met

Met
465

Met

Glu

Leu

Arg

Ile

545

Arg

Lys

Cys

Ser

Tyr
€25

<210> 3

<211>118

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3

Asn

Fhe

Thr

450

Lys

Ala

Met

Leu

Phe

530

Thr

Lys

Leu

Ile

Cys

610

Asn

Lys

Trp

Pro

Arg

Asp

515

Ser

Ser

Asgsn

Pro

Met

595

Ser

Thr

Leu

Ala

Val

Asp

500

Pro

Thr

Ile

Agp

Tyr

580

Lys

Ser

Ser

Val

Leu

Ala

485

Glu

Asp

Cys

Cys

Glu

565

His

Glu

AsSp

Asn

Gly Ala Val Lys

5

Ser Thr Cys Asp

20

ES 2 648 492 T3

Arg

Asp

470

Asn

Glu

Lys

Asp

Glu

550

Asn

Asp

Lys

Glu

Pro
630

Phe

Asn

Asp Asp
455

Ala Gly

Arg Phe

val His

Leu Pro
520

Asn Gln
535

1ys Pro

Ile Thr

Phe Ile

lys Lys
600

Cys Asn
615

Asp

Ile

Tyr

His

Thr

505

Gln

Lys

Gln

Leu

Leu

585

Pro

Asp

Pro

Arg

Leu

490

Ile

Leu

Ser

Glu

Glu

570

Glu

Gly

Asn

Ser

Pro

475

Arg

Pro

Cys

Cys

Val

555

Thr

Asp

Glu

Ile

Thr

460

val

Leu

Pro

Lys

Met

540

Cys

val

Ala

Thr

Ile
620

Gln

Thr

Glu

Glu

Phe

525

Ser

val

Cys

Ala

Phe

605

Phe

Glu

Ser

Asn

Leu

510

Cys

Asn

Ala

His

Ser

580

Phe

Ser

Asn

Tyr

Asn

455

Arg

Asp

Cys

Val

Asp

575

Pro

Met

Glu

Leu

Thr

480

Glu

Ile

Val

Ser

Trp

560

Pro

Lys

Cys

Glu

Pro Gln Leu Cys Lys Phe Cys Asp Val Arg

10

15

Gln Lys Ser Cys Met Ser Asn Cys Ser Ile

25

19

30



10

Thr

Lys

Leu

€5

Ile

Cys

Asn

Ser

Asn

50

Pro

Met

Ser

Thr

Pro

Pro

Ser

Arg

50

His

Phe

Arg

<210>4

<211> 360

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 4
Gly
1
His
Ala
Leu
Leu
65
vVal
Glu
Ser

val

Ile

35

Asp

Tyr

Lys

Ser

Ser
115

Glu

val

His

35

Ser

Leu

Leu

Leu

val
115

Cys

Glu

His

Glu

Asp

100

Asn

Pro

Gln

20

Gly

Thr

Asn

Leu

Ala

100

Gln

Glu

Asn

Asp

Lys

85

Glu

Pro

Ser

Ala

Thr

Asp

Pro

Asn

85

Ala

Phe

ES 2 648 492 T3

Lys

Ile

Phe

70

Lys

Cys

Asp

Thr

Leu

Thr

Gln

Ile

70

Ser

Gly

Pro

Pro

Thr

55

Ile

Lys

Asn

Arg

Met

Gly

Gly

55

Ala

Pro

val

Ser

Gln

40

Leu

Leu

Pro

Asp

Cys

Glu

Leu

40

Pro

Ser

Gln

Pro

Gly
120

Glu

Glu

Glu

Gly

Asn
105

Glu

Ser

25

Pro

Gly

Val

Pro

Arg

105

Asn

20

Val

Thr

Asp

Glu

90

Ile

Leu

10

Phe

Arg

Gln

Hig

Leu

20

Leu

Phe

Cys

val

Ala

75

Thr

Ile

Ser

Thr

Glu

Arg

Thr

75

Val

Phe

Ser

vVal

Cys

60

Ala

Phe

Phe

Pro

val

val

Gln

60

Hig

Trp

Leu

Leu

Ala

45

His

Ser

Phe

Ser

Ile

Leu

His

45

Arg

His

Arg

val

Thr
125

Val

Asp

Pro

Met

Glu
110

Agn

Ser

30

val

Glu

Lys

Leu

Ser

110

Ala

Trp

Pro

Lys

Cys

95

Glu

Ala

15

Gly

Leu

val

Pro

Lys

95

Glu

Glu

Arg

Lys

Cys

80

Ser

Tyr

Ser

Cys

Asn

Thr

Ile

80

Thr

Gly

Thr



Glu

Gln

145

Arg

Cys

Leu

Glu

Tyr

225

Glu

Lys

Lys

Ser

Glu

305

Ser

Asn

Leu

<210>5

<211>112

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 5

Glu

130

Lys

Asn

Asn

Gln

Lys

210

Ser

Asp

Ser

val

Met

290

Asn

Tyr

Asn

Arg

Arg

Glu

Ile

Ile

Pro

195

Glu

Ala

Pro

val

Ile

275

Thr

Leun

Thr

Glu

Ile
358

Asn

Tyr

Tyr

Gly

180

Lys

val

Phe

Glu

Asn

260

Ala

Met

Met

Met

Glu

340

Leu

Phe

Gly

Ile

165

Lys

Ala

His

Gln

val

245

Trp

Pro

Thr

Lys

Ala

325

Met

Leu

ES 2 648 492 T3

Pro

Ala

150

Lys

Asn

Ala

Ile

val

230

val

val

Asn

Lys

Trp

310

Pro

Arg

Asp

Gln

135

val

val

Phe

Glu

Ile

215

Asp

Lys

Ile

Ser

Leu

295

Ala

val

Asp

Pro

Glu

Thr

Gly

Leu

Gly

200

Glu

Ile

Asn

Lys

Ile

280

Val

Leu

Ala

Glu

Asp
360

Asn

Ser

Glu

Ser

185

Cys

Leu

Ile

Leu

Ser

265

Gly

Arg

Asp

Asn

Glu
345

21

Glu

Phe

Asp

170

Leu

val

Ile

val

Val

250

Phe

Phe

Asp

Ala

Arg

330

Val

His

Thr

155

Gln

Asn

Leu

Thr

Asp

235

Leu

Asp

Gly

Asp

Gly

315

Phe

His

Leu

140

Glu

Val

Tyzr

Pro

Pro

220

Ile

Ile

vVal

Lys

Ile

300

Tyr

His

Thr

Leu

Leu

Phe

Leu

Ser

205

Ser

Arg

Leu

Lys

Glu

285

Pro

Arg

Leu

Ile

Arg

Lys

Pro

Ala

190

Gln

Ser

Pro

Lys

Gly

270

Ser

Ser

Pro

Arg

Pro
350

Trp

Ile

Pro

175

Glu

Pro

Asn

Ala

Ser

255

Asn

Glu

Thr

Val

Leu

335

Pro

Ala

Ala

160

Thr

Tyr

His

Pro

Gln

240

Lys

Leu

Arg

Gln

Thr

320

Glu

Glu



10

Fro

Gln

Pro

Thr

Ile
65

Lys

Asn

<210> 6

<211> 567

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6

Met

Trp

Asn

Gln

Lys

€5

Gln

Gln

Lys

Gln

Leu

50

Leu

FPro

Asp

Gly

Thr

Asn

Leu

50

Ser

Glu

Leu

Ser

Glu

35

Glu

Glu

Gly

Asn

Arg

Arg

Asp

35

Cys

Cys

Val

Cys

Cys

20

val

Thr

Asp

Glu

Ile
100

Gly

Ile

20

Met

Lys

Met

Cys

Lys

Met

Cys

val

aAla

Thr

Ile

Leu

Ala

Ile

Phe

Ser

Val

ES 2 648 492 T3

Phe

Ser

val

Cys

Ala

70

Phe

Phe

Leu

Ser

val

Cys

Asn

70

Ala

Cys

Asn

Ala

His

55

Ser

Phe

Ser

Arg

Thr

Thr

Asp

55

Cys

Val

Asp

Cys

val

40

Asp

Pro

Met

Glu

Gly

Ile

Asp

40

val

Ser

Trp

Val

Ser

25

Trp

Pro

Lys

Cys

Glu
105

Leu

Pro

25

Asn

Arg

Ile

Arg

22

Arg

10

Ile

Arg

Lys

Cys

Ser

Tyr

Trp

10

Pro

Asn

Phe

Thr

Lys
90

Phe

Thr

Lys

Leu

Ile

15

Cys

Asn

Pro

His

Gly

Ser

Ser

15

Aszn

Ser

Ser

Asn

Pro

Met

Ser

Thr

Leu

val

Ala

Thr

60

Ile

Asp

Thr

Ile

Asp

45

Tyr

Lys

Ser

Ser

His

Gln

val

45

Cys

Cys

Glu

Cys

Cys

30

Glu

His

Glu

Asp

Asn
110

Ile

Lys

30

Lys

Asp

Glu

Asn

Asp

15

Glu

Asn

Asp

Lys

Glu

Pre

val

15

Ser

Phe

Asn

Lys

Ile

Asn

Lys

Ile

Phe

Lys

80

Cys

Asp

Leu

val

Pro

Gln

Pro

80

Thr



Leu

Leu

Pro

Asp

145

Leu

Gly

Arg

Leu

Ser

225

Leu

Glu

Thr

Thr

Leu

305

Tyr

Leu

Glu

Glu

Gly

130

Asn

Leu

Val

Gln

Met

210

Asp

Leu

Val

val

Glu

290

Gln

Trp

Thr

Thr

Asp

115

Glu

Ile

val

Ala

Gln

195

Glu

Ile

Pro

Tyr

Ala

275

Lys

Phe

Leu

Arg

Val

100

Ala

Thr

Ile

Ile

Ile

180

Lys

Phe

Ser

Ile

Lys

260

val

Asp

Leu

Ile

His
340

Cys

Ala

Phe

Phe

Phe

165

Ser

Leu

Ser

Ser

Glu

245

Ala

Lys

Ile

Thr

Thr

325

val

ES 2 648 492 T3

His

Ser

Phe

Ser

150

Gln

Val

Ser

Glu

Thr

230

Leu

Lys

Ile

Fhe

Ala

310

Ala

Ile

Asp

Pro

Met

135

Glu

val

Ile

Ser

Hig

215

Cys

Asp

Leu

Phe

Ser

295

Glu

Phe

Ser

Pro

Lys

120

Cys

Glu

Thr

Ile

Thr

200

Cys

Ala

Thr

Lys

Pro

280

Asp

Glu

His

Trp

Lys

105

Cys

Ser

Tyr

Gly

Ile

185

Trp

Ala

Asn

Leu

Gln

265

Tyr

Ile

Arg

Ala

Glu
345

23

Leu

Ile

Cys

Asn

Ile

170

Phe

Glu

Ile

Asn

val

250

Asn

Glu

Asn

Lys

Lys

330

Asp

Pro

Met

Ser

Thr
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<400>9
Gly Leu Gly Pro Val Glu Ser Ser Pro Gly His Gly Leu Asp Thr Ala
1 S 10 15
Ala Ala

<210> 10

<211>21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 10

Met Lys Trp Val Thr Phe Leu Leu Leu Leu Phe Ile Ser Gly Ser Ala
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Phe Ser Ala Ala Ala
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién heterotrimérica que comprende:

(a) un segmento amino terminal que comprende un primer dominio de unién a TGF de un receptor de TGF tipo Il,
(b) un segmento central que comprende un dominio de endoglina del receptor de TGF tipo Ill, y

(c) un segmento carboxilo terminal que comprende un segundo dominio de unién a TGF del receptor de TGF tipo
I1.

2. La proteina de fusion de la reivindicaciéon 1, comprende ademas uno o mas aminoacidos del conector
entre el segmento amino terminal y el segmento central, y/o uno o0 mas aminoacidos del conector entre el segmento
central y el segmento carboxilo terminal.

3. La proteina de fusién de la reivindicacién 1, donde el segmento amino terminal comprende una
secuencia de aminoacidos que es el 90 % idéntica a la SEQ ID NO:3.

4. La proteina de fusién de la reivindicacion 1, donde el segmento central comprende una secuencia de
aminoacidos que es el 90 % idéntica a la SEQ ID NO:4 o a los aminoacidos 21-406 de la SEQ ID NO:8.

5. La proteina de fusién de la reivindicacion 1, donde el segmento carboxilo terminal comprende una
secuencia de aminoacidos que es el 90 % idéntica a la SEQ ID NO:5.

6. La proteina de fusion de la reivindicaciéon 1, donde la proteina de fusion tiene una secuencia de
aminoéacidos que es el 90 % idéntica a la SEQ ID NO:2.

7. La proteina de fusion de la reivindicaciéon 1, donde la proteina de fusion tiene una secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:2.

8. La proteina de fusion de la reivindicacion 1 comprende ademas una secuencia sefial en el extremo
amino terminal.

9. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, comprende ademdas una etiqueta en el extremo amino
terminal o carboxilo terminal.

10. La proteina de fusion de la reivindicacién 9, donde la etiqueta es una hexa-histidina en el extremo
carboxilo terminal.

11. Una proteina de fusion de la reivindicacion 1 para su uso en un procedimiento de tratamiento de una
afeccioén relacionada con el aumento de la expresion de TGFB que comprende la administracion de una cantidad
eficaz de la proteina de fusidn a un sujeto que la necesite.

12. La proteina de fusion para el uso de la reivindicacion 11, donde la afeccion es un trastorno
hiperproliferativo.

13. La proteina de fusion para el uso de la reivindicacion 12, donde el trastorno hiperproliferativo es
cancer.
14. La proteina de fusion para el uso de la reivindicacion 11, donde la afeccion es fibrosis.
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Potencia de neutralizacion de varios inhibidores TGF-f en un ensayo génico
en células epiteliales de pulmon de visén (Mv1Lu) con luciferasa como indicador

CL, (nM) ClL, Std. Dev. | Namero
(nM) de mediciones
RR (RII-RII)
TGF-g1 1.5 0,8 4
TGF-p2 nd. n.d. 4
TGF-B3 0,27 0,22 4
RER (RII-BG;-RIT)
TGF-B1 0,00051 0,00022 3
TGF-$2 0,070 0,018 3
TGF-B3 0,0033 0,0058 3
ER (BG.-RII)
TGF-p1 0,014 0,009 2
TGF-p2 1,2 0,3 2
TGF-B3 0,020 0,011 2
REU (RII-BG;-BGy;, 0 RII-RIII)
TGF-p1 0,18 0,04 2
TGF-p2 0381 0,10 2
TGF-B3 0,067 0,021 2
EU (BG-BGy, o RIII)
TGF-p1 n.d. n.d. 2
TGF-p2 nd. n.d. 2
TGF-B3 nd. nd. 2
1D11 (Anticuerpo neutralizante anti TGF-p especifico de la isoforma
pan, de Genzyme)
TGFE-f1 0,99 0,98 2
TGF-f2 55 1,0 2
TGF-B3 0,093 0,016 2
FIG. 6
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