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DESCRIPCION

Dosificacion terapéutica de una neuregulina o de una subsecuencia de la misma para el tratamiento o la profilaxis de
la insuficiencia cardiaca

Campo de la invencién

El campo de la invencién esta relacionado con el tratamiento de la insuficiencia cardiaca. Mas especificamente, la
invencion esta dirigida a una posologia mejorada mediante la cual se mantienen y/o mejoran los beneficios
terapéuticos de la administracion de una neuregulina, tal como el factor de crecimiento glial 2 (GGF2) o un
fragmento del mismo, mientras se minimiza cualquier efecto secundario potencial.

Antecedentes de lainvencion

Un reto fundamental asociado con la administracién de medicamentos a pacientes necesitados de los mismos es la
relacion entre tolerabilidad y eficacia. El indice terapéutico es el intervalo entre el cual se puede administrar una
dosis eficaz de una sustancia a un paciente y una dosis a la cual se perciben los efectos secundarios no deseados al
paciente. Generalmente, cuanto mayor es la diferencia entre la dosis eficaz y la dosis a la cual se inicial los efectos
secundarios, mas benigna es la sustancia y méas probable es que sea tolerada por el paciente.

La insuficiencia cardiaca, en particular la insuficiencia cardiaca congestiva (CHF), una de las principales causas de
muerte en las naciones industrializadas. Los factores que subyacen a la insuficiencia cardiaca congestiva incluyen
hipertension arterial, cardiopatia isquémica, exposicion a compuestos cardiotoxicos tales como los antibidticos de
antraciclina, exposicion a radiaciones, traumatismo fisico y defectos genéticos asociados con un mayor riesgo de
insuficiencia cardiaca. Asi, la CHF es, a menudo, consecuencia de una mayor carga de trabajo para el corazén
debida a la hipertension, a la lesién del miocardio consecuencia de la isquemia crénica, al infarto de miocardio, a
enfermedades viricas, a la toxicidad quimica, a la radiacion y a otras enfermedades tales como la esclerodermia.
Estas afecciones dan como resultado una disminucion progresiva en la capacidad de bombeo del corazon.
Inicialmente, la mayor carga de trabajo resultante de la hipertension arterial o de la pérdida de tejido contractil induce
una hipertrofia compensatoria de los cardiomiocitos y un engrosamiento de la pared ventricular izquierda, mejorando
con ello la contractilidad y manteniendo la funcion cardiaca. Sin embargo, con el tiempo, la camara ventricular
izquierda se dilata, la funcion de bombeo sistélico se deteriora, los cardiomiocitos sufren la muerte apoptética
celular, y la funcién miocardica se deteriora progresivamente.

Las neuregulinas (NRG) y los receptores de NRG comprenden un sistema tirosina quinasa de receptores del factor
de crecimiento para la sefializacién entre células que esta implicado en la organogénesis y en el desarrollo celular
en los tejidos nervioso, muscular, epitelial y otros (Lemke, Mol. Cell. Neurosci. 7:247-262, 1996 y Burden et al.,
Neuron 18:847-855, 1997). La familia de las NRG consiste en cuatro genes que codifican nhumerosos ligandos que
contienen dominios de tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF), inmunoglobulina (lg), y otros reconocibles.
Numerosas formas segregadas y unidas a la membrana funcionan como ligandos en este sistema de sefializacion.
Los receptores para los ligandos de NRG son todos miembros de la familia de receptores EGF (EGFR), e incluyen
EGFR (o ErbB1), ErbB2, ErbB3 y ErbB4, también denominados HER1 a HER4, respectivamente, en los seres
humanos (Meyer et al., Development 124:3575-3586, 1997; Orr-Urtreger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 1867-
71, 1993; Marchionni et al., Nature 362:312-8, 1993; Chen et al., J. Comp. Neurol. 349:389-400, 1994; Corfas et al.,
Neuron 14:103-115, 1995; Meyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1064-1068, 1994; y Pinkas-Kramarski et al.,
Oncogene 15:2803-2815, 1997).

Los cuatro genes NRG, NRG-1, NRG-2, NRG-3 y NRG-4, se correlacionan con loci cromosomicos diferenciados
(Pinkas-Kramarski et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:9387-91, 1994; Carraway et al., Nature 387:512-516, 1997,
Chang et al., Nature 387:509-511, 1997; y Zhang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:9562-9567, 1997), y codifican
colectivamente un conjunto diverso de proteinas NRG. Los productos génicos del NRG-1, por ejemplo, comprenden
un grupo de aproximadamente 15 isoformas diferenciadas estructuralmente relacionadas (Lemke, Mol. Cell.
Neurosci. 7:247-262, 1996 y Peles y Yarden, BioEssays 15:815-824, 1993). Las primeras isoformas identificadas de
NRG-1 incluyeron el factor de diferenciacion NEU (NDF; Peles et al., Cell 69, 205-216, 1992 y Wen et al., Cell 69,
559-572, 1992), la heregulina (HRG; Holmes et al., Science 256:1205-1210, 1992), la actividad inductora del
receptor de acetilcolina (ARIA; Falls et al., Cell 72:801-815, 1993), y los factores de crecimiento glial GGF1, GGF2 y
GGF3 (Marchionni et al. Nature 362:312-8, 1993).

El gen NRG-2 fue identificado por clonacion por homologia (Chang et al., Nature 387:509-512, 1997; Carraway et al.,
Nature 387:512-516, 1997; y Higashiyama et al., J. Biochem. 122:675-680, 1997) y a través de planteamientos
gendmicos (Busfield et al., Mol. Cell. Biol. 17:4007-4014, 1997). También se conocen ADNc de NRG-2 como el
activador de derivacion neural y del timo de las ErbB quinasas (NTAK; n° de acceso de Genbank AB005060), el
divergente de neuregulina (Don-1) y el factor de crecimiento derivado de cerebelo (CDGF; solicitud PCT WO
97/09425). La evidencia experimental demuestra que las células que expresan ErbB4 o la combinacion ErbB2/ErbB4
es probable que presente una respuesta particularmente robusta a NRG-2 (Pinkas-Kramarski et al., Mol. Cell. Biol.
18:6090-6101, 1998). También se sabe que el producto génico NRG-3 (Zhang et al., supra) se une a los receptores
ErbB4 y los activa (Hijazi et al., Int. J. Oncol. 13:1061-1067, 1998).
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En el nacleo de todas las formas de las NRG hay presente un dominio de tipo EGF, que se requiere para unirse a
los receptores ErbB y activarlos. Las secuencias de aminoacidos deducidas de los dominios de tipo EGF codificados
en los tres genes son idénticas en aproximadamente un 30-40% (comparaciones por pares). Ademas, parece haber
al menos dos subformas de dominios de tipo EGF en la NRG-1 y la NRG-2, que pueden conferir bioactividades y
potencias especificas diferentes a los tejidos.

Las respuestas celulares a las NRG son arbitradas por medio de los receptores tirosina quinasa de NRG EGFR,
ErbB2, ErbB3 y ErbB4 de la familia de receptores de factor de crecimiento epidérmico. La union de gran afinidad de
todas las NRG es arbitrada principalmente por ErbB3 o bien por ErbB4. La unién de ligandos NRG conduce a la
dimerizacién de otras subunidades ErbB y a la transactivacion por fosforilacion en residuos especificos de tirosina.
En ciertos contextos experimentales, casi todas las combinaciones de receptores ErbB parecen capaces de formar
dimeros en respuesta a la union de isoformas de NRG-1. Sin embargo, parece que ErbB2 es un socio preferente de
dimerizacion que puede desempefiar un importante papel en la estabilizacion del complejo ligando-receptor. El
ErbB2 no se une al ligando por si solo, sino que debe ser emparejado de manera heterdloga con uno de los otros
subtipos de receptor. El ErbB3 si posee actividad tirosina quinasa, pero es una diana para la fosforilacién para los
otros receptores. Es sabido que la expresion de NRG-1, ErbB2 y ErbB4 es necesaria para la trabeculacion del
miocardio ventricular durante el desarrollo de los ratones.

Las neuregulinas estimulan el crecimiento hipertréfico compensatorio e inhiben la apoptosis de cardiomiocitos
sometidos a estrés fisiologico. Segun estas observaciones, la administracion de una neuregulina es util para
prevenir, minimizar o revertir la cardiopatia congestiva resultante de factores subyacentes tales como la
hipertensién, cardiopatia isquémica y cardiotoxicidad. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense ndmero
(USPN) 6.635.249, que es incorporada a la presente memoria en su integridad.

En vista de la gran prevalencia de la insuficiencia cardiaca en la poblacion general, sigue existiendo la necesidad no
satisfecha de impedir o minimizar el avance de esta enfermedad, tal como inhibiendo la pérdida de la funcién
cardiaca o mejorando la funcion cardiaca.

Compendio de lainvencién

La presente invencion esta definida por las reivindicaciones.

La presente invencién comprende el tratamiento o la prevencion de la insuficiencia cardiaca en un mamifero. El
tratamiento esta basado en la sorprendente observacion de que pueden lograrse beneficios terapéuticos de un
péptido que comprende un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico (de tipo EGF) mediante posologias para
la administracion de neuregulina que no mantienen un estado estacionario, tal como administrado una cantidad
terapéuticamente eficaz del péptido a un mamifero a intervalos de administracién de o durante 48, 72, 96 horas o
mas. En consecuencia, el presente método demanda una administracion intermitente o discontinua (cada entre 48 y
96 horas, o intervalos aun mayores) de un péptido que contiene un dominio de tipo EGF al mamifero, estando
codificado el dominio de tipo EGF por un gen de neuregulina, y siendo la administracion del péptido en una cantidad
efectiva para tratar o prevenir la insuficiencia cardiaca en el mamifero. Las posologias para la administracion de
neuregulina que no mantienen concentraciones de estado estacionario son igualmente eficaces que posologias méas
frecuentes; sin embargo, sin la inconveniencia, los costes o los efectos secundarios que pueden resultar de una
administracion mas frecuencia. Segun se usa en la presente memoria, la expresion administracion intermitente o
discontinua incluye una posologia para la dosificacién a intervalos de al menos 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 dia, 2
dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias 1 semana, 2
semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 0 cualquier combinacion o incremento de los mismos,
siempre y cuando el intervalo o la posologia sea de al menos 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4
dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias 1 semana, 2 semanas, 4
semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses 0 4 meses. Segun se usa en la presente memoria, la expresion administracion
intermitente o discontinua incluye una posologia para la dosificacién a intervalos no menores de 48 horas, 72 horas,
96 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14
dias 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, o cualquier combinacion o incremento
de los mismos, siempre y cuando el intervalo o la posologia sea no menor de 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 dia, 2
dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias 1 semana, 2
semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses 0 4 meses.

Segun la presente invencion, la administracién intermitente o discontinua de un péptido que contiene un dominio de
tipo EGF al mamifero, estando codificado el dominio de tipo EGF por un gen de neuregulina, esta dirigida a lograr
una posologia en la que no se mantienen concentraciones estrechas de estado estacionario del péptido
administrado, reduciéndose con ello la probabilidad de que el mamifero experimente efectos secundarios adversos
que pueden ser consecuencia de mantener niveles suprafisiologicos del péptido administrado en un lapso de
duracion prolongada.

Por ejemplo, efectos secundarios asociados con niveles suprafisioldgicos de NRG administrada de forma exdgena
incluyen hiperplasia de la vaina nerviosa, hiperplasia mamaria, nefropatia renal, hipospermia, elevacion de las
enzimas hepaticas, cambios en las valvulas cardiacas y cambios dérmicos en el sitio de la inyeccion.
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En un caso preferente, la presente divulgacién, que comprende la invencion, estd dirigida a una posologia
intermitente que provoca o permite fluctuaciones en los niveles séricos del péptido que comprende un dominio de
tipo EGF codificado por un gen de neuregulina y, asi, reduce el potencial de efectos secundarios adversos
asociados con una administracion mas frecuente del péptido. La posologia intermitente de la presente invencion
confiere asi una ventaja terapéutica al mamifero, pero no mantiene niveles terapéuticos de estado estacionario del
péptido que comprende un dominio de tipo EGF codificado por un gen de neuregulina. Como apreciaran las
personas con un dominio normal de la técnica, hay varios casos para obtener la dosificacion intermitente; los
beneficios de estas realizaciones se pueden expresar de varias maneras; por ejemplo, dicha administracion no
mantiene niveles terapéuticos de estado estacionario de dicho péptido, la administracién reduce el potencial de
efectos secundarios adversos asociados con la administracion del péptido NRG con mayor frecuencia, y similares.

En casos particulares de la divulgacion que comprende la invencion, la neuregulina puede ser el gen, producto del
gen o la respectiva subsecuencia o un fragmento de la misma, que comprende, consiste esencialmente o consiste
en: NRG-1, NRG-2, NRG-3 o0 NRG-4. En un caso preferente, una subsecuencia o fragmento de NRG de la
divulgacion comprende un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico (de tipo EGF) o un homologo del mismo.
Segun apreciaréan personas con un dominio normal de la técnica, se determina un homdlogo peptidico para un
péptido del dominio de tipo EGF encontrando la homologia estructural o al comportarse el homélogo peptidico como
lo hace un péptido de tipo EGF en ensayos funcionales tales como uniéndose a los receptores ErbB y activandolos.
Preferentemente, el fragmento tiene una longitud de al menos 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85 aminoéacidos. Un péptido de neuregulina de la invencion puede, a su vez, estar codificado por uno cualquiera de
estos genes de neuregulina (o por una subsecuencia de los mismos). En una realizacién mas particular, el péptido
usado en el método es el GGF2 humano recombinante. Véanse las Figuras 8A-8D para las secuencias de
aminoacidos y acidos nucleicos de GGF2 humano de longitud méxima.

En un aspecto de la invencion, los mamiferos adecuados incluyen, sin limitacion, ratones, ratas, conejos, perros,
monos o cerdos. En una realizacién de la invencién, el mamifero es un ser humano.

En otros casos de la invencion, la insuficiencia cardiaca puede ser consecuencia de hipertension, cardiopatia
isquémica, exposicion a un compuesto cardiotoxico (por ejemplo, cocaina, alcohol, un anticuerpo anti-ErbB2 o
anticuerpo anti-HER, tal como HERCEPTIN®, o un antibidtico de antraciclina, como doxorrubicina o daunomicina),
miocarditis, enfermedad tiroidea, infeccion viral, gingivitis, drogadiccién, alcoholismo, pericarditis, aterosclerosis,
enfermedad vascular, miocardiopatia hipertréfica, infarto de miocardio agudo o antecedentes de infarto de miocardio,
disfuncion sistolica del ventriculo izquierdo, cirugia de derivacidon coronaria, inanicién, exposicién a radiaciones, un
trastorno alimentario o un defecto genético.

En otro caso de la divulgacion, se administra un anticuerpo anti-ErbB2 o anti-HER2, tal como HERCEPTIN®, al
mamifero antes, durante o después de la administracion de antraciclina.

En otros casos de la invencion, el péptido se administra antes de la exposicién a un compuesto cardiotoxico, durante
la exposicion a dicho compuesto cardiotéxico, o después de la exposicion a dicho compuesto cardiotoxico; el péptido
se administra antes o después del diagndstico de insuficiencia cardiaca congestiva en dicho mamifero. Un método
de la invencion puede tener lugar después de que el sujeto mamifero haya experimentado hipertrofia cardiaca
compensatoria; un método de la invencion comprende que el resultado del método es mantener la hipertrofia
ventricular izquierda o impedir el avance del adelgazamiento del miocardio, o inhibir la apoptosis de los
cardiomiocitos. En un método de la invencion, el péptido puede comprender, consistir esencialmente o consistir en
un dominio de tipo EGF codificado por un gen de neuregulina. Un péptido de la invencion se administra antes,
durante o después de la exposicion a un compuesto cardiotoxico. En otra realizacion, el péptido que contiene el
dominio de tipo EGF se administra durante dos de estos periodos, o los tres. Segun la presente invencion, el péptido
que contiene un dominio de tipo EGF codificado por un gen de neuregulina se administra a intervalos de 48 a 96
horas. En una realizacion de la presente invencion, el péptido que contiene un dominio de tipo EGF codificado por
un gen de neuregulina es GGF2. En otros casos mas de la invencion, el péptido se administra antes o después del
diagnostico de insuficiencia cardiaca congestiva en el mamifero. En otro caso mas de la invencion, el péptido se
administra a un mamifero que ha experimentado hipertrofia cardiaca compensatoria. En otros casos particulares de
la invencion, la administracion del péptido mantiene la hipertrofia ventricular izquierda, previene el avance del
adelgazamiento del miocardio y/o inhibe la apoptosis de los cardiomiocitos.

Ejemplos de la invencion dan a conocer lo siguiente: Tratamiento de la insuficiencia cardiaca en un mamifero,
comprendiendo dicho tratamiento la administracién de un péptido exégeno que comprende un dominio de tipo factor
de crecimiento epidérmico (de tipo EGF) a dicho mamifero, reduciendo dicha administracion a dichos intervalos los
efectos secundarios adversos asociados con la administracion de dicho péptido exdgeno en dicho mamifero.
Tratamiento de la insuficiencia cardiaca en un mamifero, comprendiendo dicho tratamiento la administracion de un
péptido exdégeno que comprende un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico (de tipo EFG) a dicho
mamifero, estando codificado dicho dominio de tipo EGF por el gen neuregulina (NRG)-1, y siendo suministrado
dicho péptido exdgeno en una cantidad terapéuticamente eficaz para tratar la insuficiencia cardiaca en dicho
mamifero a intervalos de al menos 48 horas, no manteniendo dicha administracion a dichos intervalos los niveles de
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estado estacionario de dicho péptido exdégeno en dicho mamifero. Tratamiento de la insuficiencia cardiaca en un
mamifero, comprendiendo dicho tratamiento la administracion de un péptido exégeno que comprende un dominio de
tipo factor de crecimiento epidérmico (de tipo EFG) o un homélogo del mismo a dicho mamifero, y administrandose
dicho péptido exdégeno en una cantidad terapéuticamente eficaz para tratar la insuficiencia cardiaca en dicho
mamifero a intervalos de al menos o no menores de 48 horas, permitiendo dicha administracion a dichos intervalos
permite la fluctuacién intradosis de las concentraciones séricas de dicho péptido exdgeno a niveles de referencia o
previos a la administracion en dicho mamifero.

Segun se usa en la presente memoria, la expresidon efecto secundario adverso o nocivo se refiere a una
consecuencia no deseada y poco deseable de un tratamiento médico. Con respecto a la presente invencion, un
efecto secundario adverso o nocivo resultante de la administracion de un péptido exégeno puede incluir uno o mas
de los siguientes: hiperplasia de la vaina nerviosa, hiperplasia mamaria, nefropatia renal y cambios dérmicos en el
sitio de la inyeccion.

Segun se usa en la presente memoria, la expresion “fluctuacion intradosis de las concentraciones séricas de dicho
péptido exdgeno a niveles previos a la administracion en dicho mamifero” se refiere a la diferencia entre los niveles
de concentracién sérica antes de la administracién de una dosis de un péptido exdgeno.

Segln se usa en la presente memoria, la expresién “niveles de estado estacionario” se refiere a uno o varios niveles
de un agente exdgeno (por ejemplo, un péptido) que es suficiente para lograr el equilibrio (dentro de un intervalo de
fluctuacion entre dosis sucesivas) entre administracion y eliminacion. “Mantener niveles terapéuticos en estado
estacionario” se refiere a mantener la concentracion de un agente exdgeno a un nivel suficiente para conferir un
beneficio terapéutico a un sujeto o paciente.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra un histograma que representa la funcion cardiaca ejemplificada por los cambios en la fraccion
de eyeccion y el acortamiento fraccionario. Segun se indica, las ratas fueron tratadas con GGF2 a 0,625 mg/kg o
una cantidad equimolar de un fragmento de tipo EGF (fragmento; EGF-Id) por via intravenosa (iv) todos los dias
(cada dia).

La Figura 2 muestra un gréafico de lineas que representa la funcion cardiaca revelada por cambios en la fraccion de
eyeccion y el acortamiento fraccionario. Segun se indica, las ratas fueron tratadas con GGF2 a 0,625 mg/kg o 3,25
mg/kg iv cada dia.

La Figura 3 muestra un grafico de lineas que representa la funcién cardiaca revelada por una mejora significativa en
el volumen sistélico final durante el periodo de tratamiento. Segun se indica, las ratas fueron tratadas con GGF2 a
0,625 mg/kg o 3,25 mg/kg iv cada dia.

La Figura 4 muestra un gréafico de lineas que muestra la funcién cardiaca revelada por cambios en la fraccion de
eyeccion y el acortamiento fraccionario. Segun se indica, las ratas fueron tratadas con GGF2 a 3,25 mg/kg por via
intravenosa (iv) cada 24, 48 o 96 horas.

La Figura 5 muestra un gréafico de lineas que representa la funcién cardiaca revelada por cambios en la fraccion de
eyeccion ecocardiografica. Segun se indica, las ratas fueron tratadas con vehiculo o GGF2 a 3,25 mg/kg por via
intravenosa (iv), con o sin BSA.

La Figura 6 muestra un grafico de lineas que representa la vida media del GGF2 humano recombinante (rhGGF2)
tras una administracion iv.

La Figura 7 muestra un grafico de lineas que representa la vida media del GGF2 humano recombinante (rhGGF2)
tras una administracion subcutanea.

Las Figuras 8A-D muestran las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos del GGF2 de longitud méaxima. La
secuencia de acidos nucleicos se designa SEQ ID NO: 1y la secuencia de aminoacidos se designa SEQ ID NO: 2.

La Figura 9 muestra las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos del dominio 1 de tipo factor de crecimiento
epidérmico (EGFL). La secuencia de acidos nucleicos del dominio 1 de EGFL se designa en la presente memoria
SEQ ID NO: 3 y la secuencia de aminoacidos del dominio 1 de EGFL se designa en la presente memoria SEQ ID
NO: 4.

La Figura 10 muestra las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos del dominio 2 de tipo factor de crecimiento
epidérmico (EGFL). La secuencia de acidos nucleicos del dominio 2 de EGFL se designa en la presente memoria
SEQ ID NO: 5 y la secuencia de aminoacidos del dominio 2 de EGFL se designa en la presente memoria SEQ 1D
NO: 6.

La Figura 11 muestra las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos del dominio 3 de tipo factor de
crecimiento epidérmico (EGFL). La secuencia de acidos nucleicos del dominio 3 de EGFL se designa en la presente
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memoria SEQ ID NO: 7 y la secuencia de aminoacidos del dominio 3 de EGFL se designa en la presente memoria
SEQ ID NO: 8.

La Figura 12 muestra las secuencias de acidos nucleicos y de aminoécidos del dominio 4 de tipo factor de
crecimiento epidérmico (EGFL). La secuencia de acidos nucleicos del dominio 4 de EGFL se designa en la presente
memoria SEQ ID NO: 9 y la secuencia de aminoacidos del dominio 4 de EGFL se designa en la presente memoria
SEQ ID NO: 10.

La Figura 13 muestra las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos del dominio 5 de tipo factor de
crecimiento epidérmico (EGFL). La secuencia de acidos nucleicos del dominio 5 de EGFL se designa en la presente
memoria SEQ ID NO: 11 y la secuencia de aminoacidos del dominio 5 de EGFL se designa en la presente memoria
SEQ ID NO: 12.

La Figura 14 muestra las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos del dominio 6 de tipo factor de
crecimiento epidérmico (EGFL). La secuencia de acidos nucleicos del dominio 6 de EGFL se designa en la presente
memoria SEQ ID NO: 13 y la secuencia de aminoacidos del dominio 6 de EGFL se designa en la presente memoria
SEQ ID NO: 14.

La Figura 15 muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido que comprende un dominio de tipo factor de
crecimiento epidérmico (EFGL), que se designa en la presente memoria SEQ ID NO: 21.

La Figura 16 muestra los vectores pSV-AHSG y pCMGGF2.

La Figura 17 muestra la secuencia de codificacion del GGF2, puesta después de la secuencia intermedia de BMLF-
1 del VEB (MIS).

Descripcién detallada de la invencidn

Los presentes inventores hicieron el sorprendente descubrimiento de que la administracion discontinua o
intermitente de una neuregulina a intervalos de tiempo separados de forma aproximada suministra una cantidad
terapéuticamente eficaz de la neuregulina a un paciente necesitado de la misma y tal posologia de tratamiento es util
para prevenir, preservar, mejorar, minimizar, tratar o revertir una enfermedad cardiaca, tal como la insuficiencia
cardiaca congestiva.

A pesar de la creencia popular y de la practica de desarrollo relativas al disefio de posologias para mantener
concentraciones de estado estacionario de intervalo mas estrecho, los presentes inventores demuestran en la
presente memoria que las posologias para la administracién de neuregulina que no mantienen concentraciones
estrechas de estado estacionario son igualmente efectivas como posologias méas frecuentes. De hecho, los
presentes inventores han demostrado que el tratamiento con neuregulina de la insuficiencia cardiaca con intervalos
de dosificacion de al menos 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias,
9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias 1 semana, 2 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4
meses, 0 cualquier combinacion o incremento de los mismos, siempre que el intervalo o la posologia sea de al
menos 48 horas, es tan efectivo como la dosificacién diaria.

Para evaluar la farmacocinética de la NRG exdgena, los presentes inventores han demostrado que la vida media de
la neuregulina, cuando es administrada por via intravenosa, es de 4 a 8 horas, y cuando se administra por via
subcuténea es de 11 a 15 horas. Véanse, por ejemplo, las Tablas 1 y 2 y las Figuras 6 y 7. Por lo tanto, la
dosificacién en posologias tan infrecuentes como cada cuarto dia no mantendria ningln nivel detectable durante al
menos tres dias entre dosis. En funcion de estos hallazgos, antes de la presente invencién, no se habria predicho
gue tales relaciones pico/valle se correlacionarian con un beneficio terapéutico sistematico. Es digno de mencion
gue los compuestos con una vida media de este orden se administran generalmente segun una posologia frecuente
(por ejemplo, dosis diarias o mdltiples veces al dia). De hecho, en funcién de los datos farmacocinéticos disponibles
para el GGF2, el desarrollo tradicional predeciria que el tratamiento 6ptimo implicaria una dosificacion subcutanea
diaria.

En consonancia con la creencia popular y la practica de desarrollo, otros tratamientos médicos para la CHF
generalmente se administran al menos una vez al dia. Se cree que la periodicidad de tal posologia es necesaria
porque la CHF es una afeccion crénica, cominmente causada por una contraccion y/o una relajacion deficientes del
corazon, mas que por una afeccidon aguda. En personas con un corazén débil que lleva a problemas de relajacion y
de CHF, los tratamientos médicos incluyen farmacos que bloquean la formacién o la accién de neurohormonas
especificas (por ejemplo, inhibidores de la enzima de conversién de la angiotensina (inhibidores ECA), antagonistas
de los receptores de angiotensina (ARA), antagonistas de aldosterona y betabloqueantes de receptores
adrenérgicos). Estos y otros medicamentos ahora son cuidados estandar en la CHF cronica, ya que se ha
demostrado que mejoran los sintomas, la esperanza de vida y/o la reduccion de las hospitalizaciones. En el contexto
de una exacerbacion aguda o de sintomas cronicos, los pacientes son tratados a menudo con inétropos (por
ejemplo, dobutamina, digoxina) para mejorar la contractilidad cardiaca, junto con vasodilatadores (por ejemplo,
nitratos, nesiritida) y/o diuréticos (por ejemplo, furosemida) para reducir la congestion. Los pacientes con

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 664 394 T3

hipertensién e insuficiencia cardiaca congestiva son tratados con uno o mas antihipertensivos, como
betabloqueantes, inhibidores ECA y los ARA, nitratos (dinitrato de isosorbida), hidralazina y bloqueadores de los
canales de calcio.

Asi, a pesar de la practica tipica con respecto al tratamiento de la CHF, los presentes inventores han demostrado
gue una posologia novedosa da como resultado un tratamiento eficaz de la CHF, mientras se evitan efectos
secundarios poco deseables. Aunque no se desea entrar en consideraciones teoricas, es probable que tal
tratamiento con neuregulina refuerce la capacidad de bombeo del corazén al estimular la hipertrofia de los
cardiomiocitos, y que inhiba parcial o completamente el deterioro ulterior del corazén suprimiendo la apoptosis de los
cardiomiocitos.

A modo de antecedentes adicionales, el principio basico de dosificacion es determinar una concentracion circulante
efectiva y diseflar una posologia para mantener esos niveles. Los estudios farmacocinéticos (FC) y
farmacodinamicos (FD) se combinan para predecir una posologia que mantenga un nivel de estado estacionario de
un farmaco particular. El plan tipico es minimizar la diferencia entre Cmax y Cmin y reducir con ello los efectos
secundarios.

wr
|

Los farmacos son descritos por su “indice terapéutico”, que es una proporcion entre los niveles circulantes o dosis
téxicos divididos por las concentraciones circulantes o dosis efectivas. Cuando el indice terapéutico es grande,
existe un amplio intervalo de seguridad en el que se puede dar una dosis efectiva sin aproximarse a niveles toxicos.
Cuando los efectos adversos resultan en concentraciones demasiado cercanas a las concentraciones efectivas, se
dice que el indice terapéutico es estrecho y es dificil administrar el medicamento con seguridad.

Mientras se desarrollan posologias, se combinan los datos de FC/FD con el conocimiento del indice terapéutico para
disefiar una dosis y una frecuencia de administracion tales que el compuesto se mantenga a una concentracioén en
un paciente (por ejemplo, un ser humano) de modo que esté por encima de la concentracion eficaz y por debajo de
la concentracidn téxica. Si no se puede mantener una concentracion eficaz del medicamento sin inducir efectos
inseguros, el farmaco fracasard durante el desarrollo. Se pueden encontrar comentarios adicionales relacionados
con el desarrollo de fArmacos en referencias diversas, que incluyen: Pharmacokinetics in Drug Development: Clinical
Study Design and Analysis (2004, Peter Bonate y Danny Howard, ed.), que se incorpora a esta memoria en su
integridad.

Las neuregulinas son factores de crecimiento relacionados con factores de crecimiento epidérmico que se unen a los
receptores erbB. Se ha demostrado que mejoran la funcién cardiaca en multiples modelos de insuficiencia cardiaca,
cardiotoxicidad e isquemia. También se ha demostrado que protegen el sistema nervioso en modelos de apoplejia,
lesion de la médula espinal, exposicion a agentes nerviosos, lesiones de los nervios periféricos y quimiotoxicidad.

Sin embargo, se ha demostrado que el mantenimiento de niveles supranormales de neuregulinas suministradas
exogenamente tiene efectos adversos que incluyen hiperplasia de la vaina nerviosa, hiperplasia mamaria y
nefropatia renal. Estos efectos se observaron después de la administracién subcutanea diaria de neuregulina.
Véase, por ejemplo, la Tabla 10.

Segun se expone en la presente memoria, se exploré la administracion subcutdnea debido a la vida media
prolongada en comparacion con la administracion intravenosa y la creencia inicial de que mantener constantes los
niveles de ligando seria ventajoso. El desarrollo de posologias para reducir estos efectos mejoraria
significativamente la capacidad de las neuregulinas para ser utilizadas como terapéutica y la presente invencion va
dirigida precisamente a este fin. Demostrar que una dosificacion menos frecuente que no mantiene niveles
constantes también es efectiva permite este desarrollo.

Neuregulinas: Segin se ha indicado anteriormente, los péptidos codificados por los genes NRG-1, NRG-2, NRG-3 y
NRG-4 poseen dominios de tipo EGF que les permiten unirse y activar los receptores ErbB. Holmes et al. (Science
256: 1205-1210, 1992) han demostrado que el dominio de tipo EGF por si solo es suficiente para unirse al receptor
pl85erbB2 y activarlo. En consecuencia, cualquier producto peptidico codificado por el gen NRG-1, NRG-2 o NRG-
3, o cualquier péptido de tipo neuregulina —por ejemplo, un péptido que tiene un dominio de tipo EGF codificado por
un gen de neuregulina o ADNc (por ejemplo, un dominio de tipo EGF que contiene los subdominios peptidicos NRG-
1 C-C/D o C-C/D', segun se describe en los documentos USPN 5.530.109, USPN 5.716.930 y USPN 7.037.888, o
un dominio de tipo EGF, segun se describe en el documento WO 97/09425)— puede ser usado en los métodos de la
invencion para prevenir o tratar la insuficiencia cardiaca congestiva. Se incorpora en la presente memoria en su
integridad el contenido de cada uno de los documentos USPN 5.530.109; USPN 5.716.930; USPN 7.037.888; y el
documento WO 97/09425.

Factores de riesgo: Son muy conocidos los factores de riesgo que aumentan la probabilidad de que un individuo
desarrolle insuficiencia cardiaca congestiva. Estos incluyen, sin limitacién, tabaquismo, obesidad, hipertension
arterial, cardiopatia isquémica, enfermedades vasculares, cirugia de derivacién coronaria, infarto de miocardio,
disfuncion sistélica del ventriculo izquierdo, exposicidon a compuestos cardiotéxicos (alcohol, drogas tales como la
cocaina y antibiéticos de antraciclina (tales como la doxorrubicina y la daunorrubicina), infeccion viral, pericarditis,
miocarditis, gingivitis, enfermedad tiroidea, exposicién a radiaciones, defectos genéticos que se sabe que aumentan
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el riesgo de insuficiencia cardiaca (tales como los descritos en Bachinski y Roberts, Cardiol. Clin. 16:603-610, 1998;
Siu et al., Circulation 8: 1022-1026, 1999, y Arbustini et al., Heart 80: 548-558, 1998), inanicion, trastornos de la
alimentacion tales como anorexia y bulimia, antecedentes familiares de insuficiencia cardiaca e hipertrofia
miocardica.

Segun la presente descripcién, que comprende la invencion, las neuregulinas pueden administrarse
intermitentemente para lograr la profilaxis, tal como previniendo o disminuyendo la velocidad del avance de la
cardiopatia congestiva en las personas a las que se identifica en situacion de riesgo. Por ejemplo, la administracion
de neuregulina a un paciente con hipertrofia compensatoria temprana permite el mantenimiento del estado
hipertréfico y evita el avance hacia la insuficiencia cardiaca. Ademas, a las personas a las que se identifica en
situacion de riesgo se les puede dar un tratamiento cardioprotector a base de neuregulina antes del desarrollo de la
hipertrofia compensatoria.

La administracion de neuregulina a pacientes con cancer antes y durante la quimioterapia con antraciclina o la
terapia combinada con antraciclina/anticuerpo anti-ErbB2 (anti-HER2) (por ejemplo, HERCEPTIN®) puede evitar que
los cardiomiocitos del paciente sufran apoptosis, preservando con ello la funcién cardiaca. Los pacientes que ya han
sufrido pérdida de cardiomiocitos también derivan beneficios del tratamiento con neuregulina, porque el tejido
miocéardico restante responde a la exposicion a la neuregulina al presentar crecimiento hipertrofico y mayor
contractilidad.

Terapia: Las neuregulinas y los péptidos que contienen dominios de tipo EGF codificados por genes de neuregulina
pueden ser administrados a pacientes o animales de experimentacion con un diluyente, vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones de la invencién pueden proporcionarse en formas posolégicas
unitarias.

La préactica farmacéutica convencional se emplea para proporcionar formulaciones o composiciones adecuadas, y
para administrar tales composiciones a pacientes o animales de experimentacién. Aunque se prefiere la
administracion intravenosa, se puede emplear cualquier via de administracién apropiada; por ejemplo, una
administracion parenteral, subcutanea, intramuscular, transdérmica, intracardiaca, intraperitoneal, intranasal,
aerosol, oral o topica (por ejemplo, mediante la aplicacion de un parche adhesivo que tiene una formulacién capaz
de atravesar la dermis y entrar en el torrente sanguineo).

Las formulaciones terapéuticas pueden tener la forma de soluciones o suspensiones liquidas; para la administracion
oral, las formulaciones pueden estar en forma de comprimidos o cépsulas; y para formulaciones intranasales, en
forma de polvos, gotas nasales o aerosoles.

Métodos muy conocidos en la técnica para preparar formulaciones se encuentran, por ejemplo, en “Remington’s
Pharmaceutical Sciences”. Por ejemplo, las formulaciones para administracion parenteral pueden contener
excipientes, agua estéril o solucion salina, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal o
naftalenos hidrogenados. Otros sistemas de administracién parenteral potencialmente Utiles para la administracion
de moléculas de la invencion incluyen particulas de copolimero de etileno-acetato de vinilo, bombas osmoticas,
sistemas de infusién implantables y liposomas. Las formulaciones para inhalaciéon pueden contener excipientes —
por ejemplo, lactosa— o pueden ser soluciones acuosas que contienen, por ejemplo, polioxietileno-9-lauriléter,
glicocolato y desoxicolato, o pueden ser soluciones oleosas para su administracion en forma de gotas nasales, o
como un gel.

Como aspecto adicional de la invencion, se proporcionan los presentes compuestos para su uso como un producto
farmacéutico especialmente en el tratamiento o la prevencion de las afecciones y enfermedades anteriormente
mencionadas. También se proporciona en la presente memoria el uso de los presentes compuestos en la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una de las afecciones y enfermedades mencionadas
anteriormente.

Con respecto a las inyecciones intravenosas, los niveles de dosis varian de aproximadamente 0,001 mg/kg, 0,01
mg/kg a al menos 10 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de al menos aproximadamente cada 24, 36, 48 horas
a aproximadamente cada 96 horas y especialmente cada 48, 72, 0 96 horas 0 mas, segln se define en la presente
memoria. En un caso particular, los niveles de dosis de inyeccién intravenosa oscilan entre aproximadamente 0,1
mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a
aproximadamente cada 96 horas y especialmente cada 48, 72 o0 96 horas 0 mas, segun se define en la presente
memoria. En otro caso particular, los niveles de dosis de inyeccién intravenosa oscilan entre aproximadamente 1
mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a
aproximadamente cada 96 horas y especialmente cada 48, 72 o0 96 horas 0 mas, segun se define en la presente
memoria. En otro caso particular, los niveles de dosis de inyeccion intravenosa oscilan entre aproximadamente 0,01
mg/kg y aproximadamente 1 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a
aproximadamente cada 96 horas y especialmente cada 48, 72 o 96 horas 0 mas, segun se define en la presente
memoria. En otro caso particular adicional, los niveles de dosis de inyeccion intravenosa oscilan entre
aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 1 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 664 394 T3

cada 48 horas a aproximadamente cada 96 horas y especialmente cada 48, 72 o0 96 horas 0 mas, segun se define
en la presente memoria.

Con respecto a las inyecciones subcutaneas, los niveles de dosis varian de aproximadamente 0,01 mg/kg a al
menos 10 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a aproximadamente cada
96 horas y especialmente cada 48, 72 o 96 horas o mas, segin se define en la presente memoria. En un caso
particular, los niveles de dosis de inyeccion oscilan entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg,
en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a aproximadamente cada 96 horas o mas,
segun se define en la presente memoria, y especialmente cada 48, 72 0 96 horas.

En otro caso particular, los niveles de dosis de inyeccion oscilan entre aproximadamente 1 mg/kg y
aproximadamente 10 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a
aproximadamente cada 96 horas 0 mas, segun se define en la presente memoria, y especialmente cada 48, 72 0 96
horas. En otro caso particular adicional, los niveles de dosis de inyeccion oscilan entre aproximadamente 0,01 mg/kg
y aproximadamente 1 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a
aproximadamente cada 96 horas o més, segun se define en la presente memoria, y especialmente cada 48, 72 0 96
horas. En otro caso particular adicional, los niveles de dosis de inyeccion oscilan entre aproximadamente 0,1 mg/kg
y aproximadamente 1 mg/kg, en intervalos de tiempo regulares de aproximadamente cada 48 horas a
aproximadamente cada 96 horas 0 mas, segun se define en la presente memoria, y especialmente cada 48, 72 0 96
horas.

Generalmente se seleccionan dosis transdérmicas para proporcionar niveles sanguineos similares o inferiores a los
que se logran usando dosis de inyeccion.

Los compuestos de la invencién pueden ser administrados como el Unico agente activo o pueden ser administrados
en combinacion con otros agentes, incluyendo otros compuestos que demuestran una actividad terapéutica igual o
similar y que se determine que son seguros y eficaces para tal administracion combinada. Otros compuestos tales
utilizados para el tratamiento de la CHF incluyen el péptido natriurético cerebral (BNP), farmacos que bloquean la
formacion o la accién de neurohormonas especificas (por ejemplo, inhibidores de la enzima de conversion de la
angiotensina (inhibidores ECA), antagonistas de los receptores de angiotensina (ARA), antagonistas de aldosterona
y betabloqueantes de receptores adrenérgicos), inétropos (por ejemplo, dobutamina, digoxina) para mejorar la
contractilidad cardiaca, vasodilatadores (por ejemplo, nitratos, nesiritida) y/o diuréticos (por ejemplo, furosemida)
para reducir la congestion, y uno o0 mas agentes antihipertensivos como betabloqueantes, inhibidores ECA y los
ARA, nitratos (dinitrato de isosorbida), hidralazina y bloqueantes de los canales de calcio.

Segun se ha indicado anteriormente, la intervencién médica que implica el tratamiento farmacolégico requiere la
seleccién de un farmaco apropiado y su administracion con una posologia adecuada. Una posologia adecuada
implica una dosis suficiente, una via de administracion, una frecuencia y una duracion de tratamiento. El objetivo
ultimo de la farmacoterapia es la adquisicion de concentraciones 6ptimas de farmaco en el lugar de accion para
permitir que el paciente tratado supere el proceso patologico para el que se necesita tratamiento. En términos
generales, el conocimiento basico de los principios del comportamiento del farmaco facilita la seleccion de las
posologias apropiadas. Sin embargo, se puede usar en este contexto la monitorizaciéon terapéutica de farmacos
(MTF) como herramienta complementaria para contribuir a que el médico encargado determine posologias eficaces
y seguras de farmacos seleccionados para la terapia médica de pacientes individuales.

Concentracion diana y ventana terapéutica: La definicion de concentracion 6ptima de un farmaco varia segun las
caracteristicas farmacodinamicas del farmaco en particular. La terapia 6ptima para antibioticos dependientes del
tiempo, como la penicilina, por ejemplo, esta relacionada con la consecucién de concentraciones maximas con
relaciones de MIC (concentracién inhibitoria minima) de 2-4 y un tiempo por encima de la MIC igual al 75% del
intervalo de dosis. Para antibiéticos dependientes de la concentracion, como, por ejemplo, la gentamicina, la eficacia
est4 relacionada con la obtencion de una concentracién méxima con relaciones de MIC de aproximadamente 8-10.
Independientemente de los matices asociados con la administracion de un farmaco particular, la terapia
farmacoldgica tiene como objetivo alcanzar concentraciones plasmaticas diana (que a menudo reflejan las
concentraciones en el sitio de accion) dentro de los limites de una “ventana terapéutica”, que ha sido determinada
previamente en funcion de los perfiles farmacocinético, farmacodinamico y de toxicidad del farmaco en la especie
diana. La amplitud de esta ventana varia para los diferentes farmacos y las diferentes especies. Cuando la diferencia
entre la concentracion eficaz minima y la concentracion toxica minima es pequefia (de 2 a 4 veces), se dice que la
ventana terapéutica es estrecha. En cambio, cuando hay una gran diferencia entre la concentracion efectiva y la
téxica, se considera que el medicamento tiene una amplia ventana terapéutica. Un ejemplo de un farmaco con una
ventana terapéutica estrecha es la digoxina, en la cual la diferencia entre la concentracion promedio efectiva y la
téxica es de 2 o 3 veces. La amoxicilina, por otro lado, tiene un amplio intervalo terapéutico y la sobredosificacion de
un paciente generalmente no se asocia con problemas de toxicidad.

Variabilidad en la reactividad del farmaco: Es comdn una pronunciada variabilidad entre sujetos sanos de la misma
especie con respecto a la reactividad del farmaco. Ademas, los estados patolégicos tienen el potencial de afectar a
los sistemas y las funciones de los 6rganos (por ejemplo, del rifién, del higado, y el contenido de agua) que, a su
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vez, pueden afectar a la reactividad del farmaco. Esto, a su vez, contribuye a mayores diferenciales en la reactividad
del farmaco en individuos enfermos a los se administra el farmaco. Otro problema relevante adicional esta
relacionado con la administracién de mas de un farmaco a la vez, lo que resulta en interacciones farmacocinéticas
que pueden conducir a alteraciones en la reactividad a uno o ambos farmacos. En resumen, los factores fisioldgicos
(por ejemplo, la edad), patolégicos (por ejemplo, los efectos de la enfermedad) y farmacolégicos (por ejemplo, la
interaccion entre farmacos) pueden alterar el comportamiento de los farmacos en los animales. La mayor
variabilidad entre individuos derivada de ello puede dar como resultado un fracaso terapéutico o la toxicidad en
farmacos con un estrecho indice terapéutico.

La poblacion de pacientes que se beneficiaria de un régimen de tratamiento de la presente invencion es muy
diversa; por ejemplo, los pacientes con insuficiencia renal son buenos candidatos, porque los niveles continuos de
terapia proteica se asocian a menudo con depésitos glomerulares renales. La utilidad de un régimen terapéutico que
no mantenga niveles plasmaticos constantes, como se describe en esta invencion, seria, por lo tanto, muy
beneficiosa para pacientes con la funcién renal comprometida, en la cual cualquier disminucién de la funcion
existente podria ser perjudicial. De forma similar, la exposicion breve e intermitente a un agente terapéutico tal como
el GGF2, segun se describe en la presente memoria, puede ser beneficiosa para pacientes con tipos de tumores que
son sensibles a la estimulacién cronica y continua con un factor de crecimiento. Otros pacientes que pueden
beneficiarse especificamente de la terapia intermitente, segun se describe en la presente memoria, son pacientes
con schwannomas y otras neuropatias periféricas. Es una ventaja de la presente invencion que la dosificacion
intermitente puede tener ventajas significativas al no mantener una estimulacion continua de diversos tejidos
relacionada con los efectos secundarios.

El debido momento para la toma de muestras sanguineas a efectos de determinar el nivel del farmaco en el suero,
asi como la interpretacion del nivel documentado, requieren la consideracion de las propiedades farmacocinéticas
del farmaco que se esté midiendo. En los siguientes parrafos se definen algunos términos utilizados en la exposicion
de estas propiedades.

Vida media: El tiempo requerido para que la concentracion sérica presente al comienzo de un intervalo disminuya en
un 50%. Conocer la vida media aproximada es esencial para el clinico, ya que determina la pauta de dosificacion
optima con los agentes orales, la fluctuacion intradosis de la concentracion sérica y el tiempo requerido para
alcanzar el estado estacionario.

En resumen, se han realizado multiples estudios farmacocinéticos para el GGF2. Las vidas medias tipicas para el
GGF2 estan entre 4 y 8 horas para la via intravenosa (iv), mientras que la vida media del GGF2 administrado por via
subcutanea (sc) esta entre 11 y 15 horas. En las Tablas 1y 2, a continuacion, se muestran Cmax, CUA, Tmax y Ts,.
Se presenta un guion en lugar de un tiempo cuando la vida media resulté demasiado larga para ser determinada con
precision mediante estos métodos.

Tablaly Tabla 2

Apéndice 7
Farmacocinética media de la radiactividad derivada de **°I-thGGF2
en el plasma de ratas Sprague-DawIeé/ macho
tras una Gnica dosis intravenosa de **I-hGGF2
Grupo 1 (n=2) Grupo 2 (n=1)
Parametros Total Precipitable con ATC Total Precipitable con ATC
Cmax (ug eqg/g) 0,3289 0,2953 0,0157 0,01
CUA.-t (ug eg-h/g) 1,27 0,01 0,27 0,17
CUAir (ug eg-h/g) 1,37 0,96 0,39 0,26
Tmax(h) 0,08 0,08 6,0 6,0
Vida media 6,37 6,11 13,20 14,66
Grupo 1-i.v. Grupo 2 - s.c.
Farmacocinética media de la radiactividad derivada de **°I-thGGF2
en el plasma de ratas Sprague—DawIee/ macho
tras una Gnica dosis subcutanea de **°’I-hGGF2
Apéndice 9
Grupo 1 (n=2) Grupo 2 (n=1)
Parametros Total Precipitable con ATC Total Precipitable con ATC
Cmax (ug eq/g) 0,2611 0,2291 0,0197 0,0034
CUAo. (ug eg-h/g) 1,488 0,567 0,335 0,064
CUAix (ug eq-h/g) 1,667 0,62 - -
Tmax(h) 0,08 0,08 12,0 12,0
Vida media 7,75 7,96 - -
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Grupo 1 (n=2) Grupo 2 (n=1)
Parametros Total Precipitable con ATC Total Precipitable con ATC
Grupo 1 -i.v. Grupo 2 - s.c.

En las Figuras 6 y 7 se muestran las concentraciones en plasma tras la administracion, para la administracion iv y
sc, respectivamente. Como se muestra en las Figuras 6 y 7, Cmax, se refiere a la concentracion maxima en plasma
(la concentracién maxima que se mide en el plasma en cualquier momento después de la administracion); CUAis se
refiere al area bajo la curva de concentracién en funcion del tiempo hasta un tiempo infinito (método que se usa para
prever que el ensayo tiene limites de deteccién); CUAo- se refiere al area bajo la concentracion de plasma (curva de
tiempo desde un tiempo cero hasta la Ultima concentracion medible); CUA, por cualquier método, se refiere a una
estimacion de la exposicion total al animal; y Tmax se refiere a la mediana del tiempo de la concentracion maxima
en plasma.

Como resulta evidente por las tablas y las figuras, no es posible mantener niveles terapéuticos de estado
estacionario por ninguna de las dos vias de dosificaciébn con cada cuarto dia, cada dos dias o cada dia de
dosificacion. Los niveles son inconmensurables después de un dia e incluso mucho antes de eso, como se refleja en
los datos expresados en la Tabla 11.

Tabla 11: Parametros FC para el GGF2 después de la administracion intravenosa*

Ratas

Dosis | CUAo- CUAo-~/dosis CUA-itima CUAGo-tima CL tv (h) Vss
(mglkg) | (hr-ng/mL) ((hr-ng/mL)/mg/kg) | (hr-ng/mL) ((hr-ng/mL)/mg/kg) | (mL/min/kg) (mL/kg)
8 16100+20500 | 2010+2560 16800+22300 | 2100+2790 18,1£12,7 | 1,46+1,84 | 1050+331
16 3960049440 | 24704590 38300+10000 | 23904625 7,00£1,33 | 1,6940,430 | 532+145
Monos

8 | 15900£1690 | 1980212 | 15100£1730 | 1890+217 | 8,48+0,910 | 2,02+0,358 [ 1110+113

*tomados de datos obtenidos de concentraciones de GGF2 en plasma medidas por ELISA. Los datos documentados
son media + DT.

Estado estacionario: Las concentraciones séricas de estado estacionario son aquellos valores que reaparecen con
cada dosis y representan un estado de equilibrio entre la cantidad de farmaco administrada y la cantidad que se
elimina en un intervalo de tiempo dado. Durante la dosificacién a largo plazo con cualquier farmaco, los dos
determinantes principales de su concentracion sérica media en estado estacionario son la velocidad a la que se
administra el farmaco y la eliminacion total del farmaco en ese paciente en particular.

Concentracion maxima en suero: El punto de méxima concentracion en la curva de concentracion sérica en funcion
del tiempo. El momento exacto de la concentracion sérica maxima es dificil de predecir, ya que representa
relaciones complejas entre las tasas de entrada y salida.

Concentracion valle en suero: La concentracion sérica minima encontrada durante un intervalo de dosificacién. Las
concentraciones valle estan teéricamente presentes en el periodo inmediatamente anterior a la administraciéon de la
siguiente dosis.

Absorcion: El proceso por el cual un farmaco entra en el cuerpo. Los farmacos administrados intravascularmente se
absorben totalmente, pero la administracion extravascular produce diversos grados y tasas de absorcién. La relacion
entre la tasa de absorcion y la tasa de eliminacién es el principal determinante de la concentracion del farmaco en el
torrente sanguineo.

Distribucion: La dispersiéon del farmaco sistémicamente disponible desde el espacio intravascular en fluidos y tejidos
extravasculares y, asi, en los sitios receptores diana.

Intervalo terapéutico: El intervalo de concentraciones séricas de farmacos asociado con un alto grado de eficacia y
un bajo riesgo de toxicidad relacionada con la dosis. El intervalo terapéutico es un concepto estadistico: es el
intervalo de concentracion asociado con la respuesta terapéutica en la mayoria de los pacientes. En consecuencia,
algunos pacientes presentan una respuesta terapéutica a niveles séricos por debajo del limite inferior del intervalo,
mientras que otros requieren niveles séricos que superan el limite superior para la obtencion de un beneficio
terapéutico.

La correcta temporizacion de la toma de muestras es importante, ya que la terapia farmacolégica a menudo se
revisa en funcién de las determinaciones de la concentracién sérica. Las fases de absorcion y distribucion deberian
estar completas y deberia lograrse una concentracién en estado estacionario antes de extraer la muestra. Los
niveles obtenidos antes de que exista una concentracion de estado estacionario pueden ser errbneamente bajos;
aumentar la dosis en funciéon de dicho resultado podria producir concentraciones téxicas. Ademas, cuando se
realizan mediciones comparativas, es importante que la temporizacién del muestreo sea sistematica.
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La temporizacion de las muestras sanguineas en relacién con la dosificacion es critica para la correcta interpretacion
del resultado de la concentracion sérica. La seleccién del momento en que se extrae la muestra en relacion con la
administracion del farmaco deberia basarse en las propiedades farmacocinéticas del farmaco, en su forma
posologica y en la razon clinica para el andlisis la muestra (por ejemplo, la evaluacion de la eficacia o la aclaracién
de la posible toxicidad inducida de un farmaco). Para la monitorizacion rutinaria del nivel sérico de farmacos de vida
media corta, se pueden recoger tanto una muestra pico de estado estacionario como una de valle para calificar el
perfil de concentracion sérica; para farmacos de vida media larga, generalmente bastan las muestras valle en estado
estacionario por si solas.

Por “insuficiencia cardiaca congestiva” se entiende la funcién cardiaca deficiente que hace que el corazén sea
incapaz de mantener un gasto cardiaco normal en reposo o0 con ejercicio, 0 de mantener un gasto cardiaco normal
en la configuracion de la presion normal de llenado del corazén. Una fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo de
aproximadamente un 40% o menos es indicativa de insuficiencia cardiaca congestiva (a modo de comparacion, una
fraccion de eyeccion de aproximadamente el 60 por ciento es normal). Los pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva presentan sintomas y signos clinicos muy conocidos, como taquipnea, derrames pleurales, fatiga en
reposo o con ejercicio, disfuncion contractil y edema. La insuficiencia cardiaca congestiva se diagnostica facilmente
con métodos muy conocidos (véase, por ejemplo, “Consensus recommendations for the management of chronic
heart failure”, Am. J. Cardiol., 83(2A):1A-38-A, 1999).

La relativa gravedad y el avance de la enfermedad se evaltan utilizando métodos muy conocidos, tales como la
exploracion fisica, la ecocardiografia, la gammagrafia, la monitorizacion hemodinamica invasiva, la angiografia por
resonancia magnética y las pruebas de ejercicio en cinta motorizada combinadas con estudios de captacion de
oxigeno.

Por “cardiopatia isquémica” se entiende cualquier trastorno resultante de un desequilibrio entre la necesidad de
oxigeno por parte del miocardio y la adecuacion del suministro de oxigeno. La mayoria de los casos de cardiopatia
isquémica son consecuencia del estrechamiento de las arterias coronarias, como ocurre en la aterosclerosis u otros
trastornos vasculares.

Por “infarto de miocardio” se entiende un proceso mediante el cual la enfermedad isquémica da como resultado que
una region del miocardio sea sustituida por tejido cicatricial.

Por “cardiotéxico” se entiende un compuesto que disminuye la funcién cardiaca al deteriorar o matar cardiomiocitos
directa o indirectamente.

Por “hipertension” se entiende la presion arterial que un profesional médico (por ejemplo, un médico o una
enfermera) considera mas alta de lo normal y que conlleva un mayor riesgo de desarrollar una insuficiencia cardiaca
congestiva.

Por “tratar” se entiende que la administracién de una neuregulina o de un péptido de tipo neuregulina ralentiza o
inhibe el avance de la insuficiencia cardiaca congestiva durante el tratamiento, en relaciéon con el avance de la
enfermedad que se produciria en ausencia de tratamiento, de una manera estadisticamente significativa. Se pueden
usar indicadores muy conocidos, tales como la fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo, el rendimiento deportivo
y otras pruebas clinicas enumeradas anteriormente, asi como las tasas de supervivencia y las tasas de
hospitalizacion para evaluar el avance de la enfermedad. Se puede determinar si un tratamiento ralentiza o inhibe el
avance de la enfermedad de una manera estadisticamente significativa mediante métodos que son muy conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, SOLVD Investigators, N. Engl. J. Med. 327:685-691, 1992 y Cohn et al., N. Engl. J
Med. 339:1810-1816, 1998).

Por “prevenir” se entiende minimizar o inhibir parcial o completamente el desarrollo de la insuficiencia cardiaca
congestiva en un mamifero con riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca congestiva (segin se define en
“Consensus recommendations for the management of chronic heart failure”, Am. J. Cardiol., 83(2A):1A-38-A, 1999).
La determinacion de si la insuficiencia cardiaca congestiva se minimiza o se previene mediante la administracion de
una neuregulina o de un péptido de tipo neuregulina se realiza mediante métodos conocidos, tales como los
descritos en SOLVD Investigators, supra, y Cohn et al., supra.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de un farmaco o agente farmacéutico que
provoca la respuesta biolégica o médica de un tejido, un sistema, un animal o un ser humano que esta siendo
buscada por un investigador, un veterinario, un médico u otro clinico. Un cambio terapéutico es un cambio en una
caracteristica bioquimica medida en una direccién que se espera que alivie la enfermedad o afeccion que se aborda.
Mas en particular, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una cantidad suficiente para disminuir los sintomas
asociados con una afeccién o dolencia médica, para normalizar las funciones corporales en enfermedades o
trastornos que provocan el deterioro de funciones corporales especificas, o para proporcionar una mejoria en uno o
mas de los parametros medidos clinicamente de una enfermedad.
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La expresion “cantidad profilacticamente efectiva” se refiere a la cantidad de un farmaco que evitara o reducira el
riesgo de incidencia del evento biol6gico o médico que se busca prevenir en un tejido, un sistema, un animal o un
ser humano por parte de un investigador, un veterinario, un médico u otro clinico.

La expresion “ventana terapéutica” se refiere al intervalo de dosis entre la cantidad minima para lograr cualquier
cambio terapéutico, y la cantidad maxima que da como resultado una respuesta que es la respuesta inmediatamente
antes de la toxicidad para el paciente.

Por “en riesgo de insuficiencia cardiaca congestiva” se entiende un individuo que fuma, que es obeso (es decir, 20%
0 mas por encima de su peso ideal), que ha estado o estara expuesto a un compuesto cardiotéxico (tal como un
antibiético de antraciclina), o que tiene (o tuvo) hipertension arterial, cardiopatia isquémica, un infarto de miocardio,
un defecto genético que se sabe que aumenta el riesgo de insuficiencia cardiaca, antecedentes familiares de
insuficiencia cardiaca, hipertrofia miocardica, miocardiopatia hipertréfica, disfuncién sistélica del ventriculo izquierdo,
cirugia de derivacion coronaria, enfermedad vascular, aterosclerosis, alcoholismo, pericarditis, una infeccion viral,
gingivitis o un trastorno alimentario (por ejemplo, anorexia nerviosa o bulimia), o que es alcohdlico o cocainébmano.

Por “disminucion del avance del adelgazamiento del miocardio” se entiende el mantenimiento de la hipertrofia de los
cardiomiocitos ventriculares de manera que el grosor de la pared ventricular se mantenga o aumente.

Por “inhibe la apoptosis del miocardio” se entiende que el tratamiento con neuregulina inhibe la muerte de los
cardiomiocitos en al menos un 10%, mas preferiblemente en al menos un 15%, ain mas preferentemente en al
menos un 25%, incluso més preferentemente en al menos un 50%, aun mas preferentemente en al menos un 75%,
y lo més preferentemente en al menos un 90%, en comparacion con cardiomiocitos no tratados.

Por “neuregulina” o “NRG” se entiende un péptido que es codificado por un gen NRG-1, NRG-2 o NRG-3 0 acido
nucleico (por ejemplo, un ADNc), y se une y activa receptores ErbB2, ErbB3 o ErbB4, o combinaciones de los
mismos.

Por “neuregulina-1", “NRG-1", “heregulina”, “GGF2”, o “ligando p185erbB2” se entiende un péptido que se une al
receptor ErbB2 cuando se empareja con otro receptor (ErbB1, ErbB3 o ErbB4) y esta codificado por el gen del
ligando p185erbB2 descrito en la patente estadounidense n°® 5.530.109; en la patente estadounidense n° 5.716.930;
y en la patente estadounidense n°® 7.037.888, cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria por
referencia en su integridad.

Por “péptido de tipo neuregulina” se entiende un péptido que posee un dominio de tipo EGF codificado por un gen de
neuregulina, y se une y activa ErbB2, ErbB3, ErbB4, o una combinacién de los mismos.

Por “dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico” o “dominio de tipo EGF” se entiende un motivo peptidico
codificado por el gen NRG-1, NRG-2 o NRG-3 que se une a ErbB2, ErbB3, ErbB4 o a combinaciones de los mismos
y los activa, y tiene una similitud estructural con el dominio de unién al receptor de EGF, segin se da a conocer en
Holmes et al.,, Science 256:1205-1210, 1992; en la patente estadounidense n° 5.530.109; en la patente
estadounidense n° 5.716.930; en la patente estadounidense n® 7.037.888; en Hijazi et al., Int. J. Oncol. 13:1061-
1067, 1998; Chang et al., Nature 387:509-512, 1997; Carraway et al., Nature 387:512-516, 1997; Higashiyama et al.,
J Biochem. 122:675-680, 1997; y en el documento WO 97/09425). Véanse las Figuras 9-14 para secuencias
nucleicas y de aminoéacidos correspondientes a los dominios EGFL 1-6 codificados por el gen NRG-1.

Por “anticuerpo anti-ErbB2” o “anticuerpo anti-HER2” se entiende un anticuerpo que se une especificamente al
dominio extracelular del receptor ErbB2 (también denominado HER2 en seres humanos) e impide la transduccion de
sefial dependiente de ErbB2 (HER?2) iniciada por la unién con neuregulina.

Por “célula transformada” se entiende una célula (o un descendiente de una célula) en la que se ha introducido una
molécula de ADN que codifica una neuregulina o un péptido que tiene un dominio de tipo EGF de neuregulina,
mediante técnicas de ADN recombinante o técnicas de terapia génica conocidas.

Por “promotor” se entiende una secuencia minima suficiente para dirigir la transcripcién. También se incluyen en la
invencion los elementos promotores que son suficientes para hacer que la expresion génica dependiente del
promotor sea controlable en funcién del tipo de célula o el estado fisiol6gico (por ejemplo, condiciones hipoxicas
frente a normodxicas) o inducible por sefiales o agentes externos; tales elementos pueden estar ubicados en las
regiones 5' o 3' o internas del gen nativo.

Por “unido operativamente” se entiende que un acido nucleico que codifica un péptido (por ejemplo, un ADNc) y una
0 mas secuencias reguladoras estan conectados de tal manera que permita la expresion génica cuando las
moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras de la transcripcion) estan unidas a las secuencias
reguladoras.

Por “vector de expresiéon” se entiende un plasmido o virus genéticamente modificado, derivado, por ejemplo, de un

bacteriéfago, un adenovirus, un retrovirus, un poxvirus, un herpesvirus o un cromosoma artificial, que se usa para

transferir una secuencia de codificacion de péptido (por ejemplo, una neuregulina), unida operativamente a un
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promotor, en una célula anfitriona, de manera que el péptido o péptido codificado se exprese dentro de la célula
anfitriona.

A no ser que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende cominmente una persona con un dominio normal de la técnica a la que pertenece
esta invencion.

La exposicion de documentos, acciones, materiales, dispositivos, articulos y similares se incluye en esta memoria
con el fin Unico de proporcionar un contexto para la presente invencién. No se sugiere ni se da a entender que
alguno o la totalidad de estos elementos formaran parte de la base de la técnica anterior o fueran del dominio
publico general en el campo relevante para la presente invencién antes de la fecha de prioridad de cada
reivindicacion de esta solicitud.

Los siguientes ejemplos ayudaran a los expertos en la técnica a comprender mejor la invencion y sus principios y
ventajas. Se pretende que estos ejemplos sean ilustrativos de la invencidn y no que limiten el alcance de la misma.

Ejemplos

Segun se ha indicado anteriormente en la presente memoria, las neuregulinas son una familia de factores de
crecimiento estructuralmente relacionados con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y son esenciales para el
desarrollo normal del corazén. La evidencia sugiere que las neuregulinas son una terapia potencial para el
tratamiento de enfermedades cardiacas, incluyendo la insuficiencia cardiaca, el infarto de miocardio, la toxicidad por
quimioterapia y la miocarditis viral.

Los estudios descritos en la presente memoria se aportaron para definir la dosificacion en el modelo de ligadura de
la arteria descendente anterior izquierda (LAD) de insuficiencia cardiaca congestiva en la rata. Se clonaron y
produjeron multiples variantes de empalme de neuregulina. Se compar6 un fragmento de neuregulina consistente en
el dominio de tipo EGF (EGF-Id) de informes anteriores (Liu et al., 2006) con una neuregulina de longitud maxima
denominada factor de crecimiento glial 2 (GGF2), y el dominio de tipo EGF con el dominio Ig (EGF-Ig). Se someti6 a
ratas Sprague-Dawley macho y hembra a ligadura de la arteria LAD. A los 7 dias después de la ligadura, las ratas
fueron tratadas diariamente por via intravenosa (iv) con neuregulina. La funcién cardiaca fue monitorizada mediante
ecocardiografia.

El primer estudio compard 10 dias de dosificacion con cantidades equimolares de EGF-Id o GGF2 (para el GGF2
esto da 0,0625 y 0,325 mg/kg). El tratamiento con GGF2 produjo una mejora significativamente mayor (p<0,05) en la
fraccion de eyeccion (FE) y el acortamiento fraccionario (AF) que en el EGF-Id al final del periodo de dosificacion. El
segundo estudio comparé 20 dias de GGF2 con EGF-Id y EGF-lg en concentraciones equimolares. El tratamiento
con GGF2 dio como resultado una FE, un AF y una dimensién sistdlica final del ventriculo izquierdo (DSFVI)
significativamente mejores (p<0,01). Las mejoras en la fisiologia cardiaca no se mantuvieron durante este periodo
con EGF-Id ni con EGF-Ig. El tercer estudio comparo la dosificacion diaria (cada 24 horas), cada dos dias (cada 48
horas) y cada cuarto dia (cada 96 horas) durante 20 dias con GGF2 (3,25 mg/kg). Las tres posologias de
tratamiento con GGF2 dieron como resultado mejoras significativas en la fisiologia cardiaca, incluidos la FE, el
volumen sistdlico final (VSF) y el volumen diastélico final (VDF), y los efectos se mantuvieron durante 10 dias tras la
finalizacion de la dosificacion. Los estudios aqui presentados confirman que el GGF2 es el principal compuesto de la
neuregulina y establecen posologias 6ptimas para la administracion del mismo.

Como se muestra en la presente memoria, los presentes estudios establecen la eficacia relativa del GGF2 en
comparacion con los fragmentos de neuregulina publicados (Liu et al., 2006), inician estudios de dosis y frecuencia
de dosis y determinan si se requiere excipiente BSA, segun se documentd previamente.

Métodos y materiales

Clonacion, expresion y purificacion del dominio IgEGF (Ig154Y) del ADN de GGF2 (EGF-Ig): El dominio IgEGF
fue amplificado a partir de un ADNc de GGF2 existente y fue clonado en el vector pET15b (n° de catalogo de
Novagen 69661-3) usando los sitios de restriccion Ndel y BamH1. La proteina resultante es una etiqueta His de
21,89 kDa + ~ 3kDa (= ~ 25 kDa).

Secuencia de ADN del clon pET15 de IgEgf: Las secuencias subrayadas son los cebadores usados para la
amplificacion. Las secuencias en negrita son los sitios de clonacion utilizados para insertar la secuencia en el vector
pET (Ndely BamH1).
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CATATGttgcctccccaattgaaagagatgaaaagccaggaatcggectgecaggttcecaaa

L P P Q L K E M K S Q E S A A G S K
ctagtccttcggtgtgaaaccagttctgaatactcctctctcagattcaagtggttcaag
L v L. R C E T $ $§ E Y S 8 L R F K W F K
aatgggaatgaattgaatcgaaaaaacaaaccacaaaatatcaagatacaaaaaaagcca
N G N E L N R K N K P ¢ N I K I Q K K P
gggaagtcagaacttcgcattaacaaagcatcactggctgattctggagagtatatgtgce
G K 8 E L R I N K A 5 L A D 8 G E Y M C
aaagtgatcagcaaattaggaaatgacagtgcctctgccaatatcaccatcgtggaatca
K v I 8 K L. 6 N D S A S A N I T I V E S
aacgctacatctacatccaccactgggacaagccatcttgtaaaatgtgcggagaaggag
N A T 35 T 35 T T G T S H L VvV K C A E K E
aaaactttctgtgtgaatggaggggagtgcttcatggtgaaagacctttcaaaccccteg
K T ¢ C V N GG GGE CF MV K D L S5 N P S
agatacttgtgcaagtgcccaaatgagtttactggtgatcgctgccaaaactacgtaatyg
R ¥y L ¢ K ¢ P N E F T G D R C Q N Y V M

gccagecttctacGGATCC (SEQ ID NO: 15)

A 3 F Y (SEQ ID NO: 16)

A continuacion, se muestra la proteina traducida final del vector pET15b. La porcién del vector esta subrayada.

Expresion proteica: El clon se transformé en células BI21 para la expresion de proteinas usando el sistema de

M G G S H H HHUHHGMASMTG G TAING V G
D L Y D D D DK V P G S L P P O K E M K S Q E
S A A G S KL V L R CE T S S E Y S S L R F K W
F K N G N E L N R K N K P Q N I K I Q K K P G K
S E L R I N KA S L A D S G E Y M C K V I S K L
E N D SASANTI T I V ESDNA AT S T S T T G T
S H L V K C A EI KU EI K T F CV N GG ECF M V K
D L $ N P S R Y L C K CPNZET FTG DU RCOQ N Y
V M A S F Y (SEQ ID NO: 17)

autoinduccion exprés de un dia para otro (Novagen) en caldo de lisogenia (CL) a 25°C durante 24 horas.

Replegamiento de proteinas: Adaptado del equipo de reactivos de replegamiento de proteinas Novagen, 70123-3.

Purificacion de proteinas: Columnas His TRAP, segun las instrucciones del fabricante.

Inmunoelectrotransferencia: La expresion de la proteina fue evaluada mediante inmunoelectrotransferencia. La

banda resultante con la etiqueta His se corre a aproximadamente 25 kD.

Se us6 un gel Criterion (Biorad) al 4-20% para la resolucion de las proteinas seguido de transferencia sobre papel de
nitrocelulosa Protran (tamafio de poro de 0,1 um segln Schliecher y Schull). La transferencia se bloguea en leche al
5% en TBS-T (0,1%). Disolucién 1:1000 del anticuerpo primario (anticuerpo policlonal purificado de afinidad NRG1-
alfa/lHRG1-alfa anti EGF humano, n° de catadlogo AF-296-NA de R&D Systems) en leche al 5% en TBS-T durante 1
hora a temperatura ambiente (TA) (también funciona a 4°C de un dia para otro). Se utiliz6 anticuerpo secundario de
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peroxidasa de rabano picante (HRP) de conejo anti cabra a una disolucion de 1:10.000 en leche al 5% en TBS-T
durante 1 hora a TA. Todos los lavados se realizaron en TBS-T.

Protocolo de purificacion para Ig154Y: Los cultivos se desarrollan a 25°C en el sistema 1 de autoinduccion exprés
de un dia para otro de Novagen (n° de catalogo 71300-4). El cultivo se centrifuga y los sedimentos se extraen, se
solubilizan, y se vuelven a plegar para obtener Ig154Y antes de que pueda tener lugar la purificacién.

Materiales para la extraccion, la solubilizacion y el replegamiento:

Tampoén
Tampoén
Tampoén

de lavado 10x: 200mM Tris-HCI, pH 7,5, 100mM EDTA, Triton X-100 al 10%
de solubilizacién 10x: 500mM CAPS, pH 11,0
de dialisis 50x: 1M Tris-HCI, pH 8,5

N-laurilsarcosina al 30%: afiadir como polvo (Sigma 61739-SG)

IMDTT

Glutatién reducido (Novagen 3541)
Glutatién oxidado (Novagen 3542)

A. Lisis celular y preparacion de cuerpos de inclusion

Los sedimentos celulares fueron descongelados y resuspendidos en 30 ml de tampdn de lavado 1x.

A la suspension se afiadieron los inhibidores de la proteasa (25ul de 10x cada 50 ml) DNasa (200ul de 1
mg/ml cada 50 ml) y MgCl, (500ul de 1M cada 50 ml).

Las células se lisaron por sonicacion con enfriamiento en hielo.

Tras la sonicacion, los cuerpos de inclusion fueron recogidos por centrifugacion a 10000 x g durante 12
minutos.

El sobrenadante fue eliminado y el sedimento fue completamente resuspendido en 30 ml de tampén de
lavado 1x.

Se repiti6 la etapa 4.

El sedimento fue completamente resuspendido en 30 ml de tampdn de lavado 1x.

Los cuerpos de inclusion fueron recogidos por centrifugacion a 10000 x g durante 10 minutos.

B. Solubilizacién y replegamiento

A partir del peso humedo de los cuerpos de inclusion que han de procesarse, calcular la cantidad de
tampon de solubilizaciéon 1x necesaria para resuspender los cuerpos de inclusiéon a una concentracién de
10-15 mg/ml. Si el volumen calculado es mayor que 250 ml, usar 250 ml.

A temperatura ambiente, preparar el volumen calculado de tampon de solubilizacion 1x complementado
con N-laurilsarcosina al 0,3% (se puede usar hasta el 2% si es necesario en una optimizacién adicional)
(300 mg/100 ml de tamp6n) y 1 mM de DTT.

Afiadir la cantidad calculada de tampon de solubilizacion 1x de la etapa 2 a los cuerpos de inclusion y
mezclar suavemente. Los desechos grandes pueden romperse mediante pipeteo reiterado.

Incubar en el agitador refrigerador a 25°C, a 50-100 rpm durante 4-5 horas (0 mas si es necesario en una
optimizacién adicional).

Aclarar por centrifugacion a 10000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante que contiene la proteina soluble a un tubo limpio.

C. Protocolo de didlisis para el replegamiento de las proteinas

Preparar el volumen requerido de tampdn para la didlisis de la proteina solubilizada. La dialisis deberia
realizarse con al menos 2 cambios en el tampdn de méas de 50 veces el volumen de la muestra.

Diluir el tampdn de didlisis 50x hasta 1x en el volumen deseado y complementar con 0,1mM de DTT.
Dializar durante al menos 4 horas a 4°C. Cambiar el tampén y continuar. Dializar durante 4 o mas horas
adicionales.

Preparar tampén adicional de dialisis segun se determiné en la etapa 1, pero omitir el DTT.

Continuar la didlisis a través de dos cambios adicionales (como minimo de 4 horas cada uno), con el
tampodn de dialisis que carece de DTT.

D. Tampdn redox de replegamiento para promover la formacién de enlaces disulfuro

Preparar un tamp6n de dialisis que contenga glutation reducido 1mM (1,2 g/4 L) y glutation oxidado 0,2mM
(0,48 g/4 L) en tampdn de dialisis 1x. El volumen deberia ser 25 veces mayor que el volumen de la muestra
de proteina solubilizada. Enfriar a 4°C.

Dializar la proteina replegada de la etapa 1 de un dia para otro a 4°C.

Materiales para la purificacion

Todos los procedimientos se realizan a 4°C.
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Productos quimicos:

Clorhidrato de Trizma (Sigma T5941-500G)
Solucién de cloruro sédico 5M (Sigma S6546-4L)
Hidréxido sodico 10N (JT Baker 5674-02)
Imidazol (JT Baker N811-06)

A. Purificacion en la columna HISPrep FF 16/10 de 20 ml (GE Healthcare)

Tampoén A: 20mM Tris-HCL + 500mM NaCl pH 7,5

Tampoén B: Tampén A+ 500mM imidazol pH 7,5

Equilibrado de la columna: Tampén A: 5CV, tampén B: 5CV, tampén A: 10CV
Cargar 20 ml de la muestra por tanda en la columna de 20 ml a 0,5 ml/min
Lavar la columna con 5CV de tampdn A

Eluir la columna con 5CV de imidazol 280mM.

Limpiar con 10CV de tamp6n B al 100%

Equilibrar con 15CV de tampén A

Analizar las fracciones con una tincion con plata SDS-PAGE
Juntar las fracciones con Ig154Y

B. Eliminacion de la etiqueta His

La eliminacion de la etiqueta His se realiza con un equipo de reactivos de captura de escision de trombina de
Novagen (n° de catalogo 69022-3). Segun pruebas previas, las mejores condiciones son temperatura ambiente
durante 4 horas con trombina a 0,005U de enzima por pl por cada 10 ug de proteina 1g154Y. Después de cuatro
horas de incubacién, afiadir 16 pl de suspensiéon espesa de agarosa de estreptavidina por unidad de la enzima
trombina. Sacudir la muestra durante 30 minutos a temperatura ambiente. Recuperar el 1g154Y mediante filtrado por
centrifugacion o filtrado estéril (dependiendo del volumen).

La escision completa se determina mediante EGF e inmunoelectrotransferencia anti His.
C. Concentracion de Ig154Y

Ajustar a la concentraciéon deseada con un concentrador de 15 ml Millipore Centriprep 3000 MWCO (Ultracel YM-3,
4320).

D. Almacenamiento en el tampdn final

Almacenar en 20mM Tris + 500mM NaCl pH 7,5y 1x PBS + 0,2% BSA.

Clonacion, expresion y purificacion de ADN de 156Q (EGF-Id) [dominio NRG1b2 EGF (156Q)]: El dominio
NRG1b2 EGF fue clonado a partir de ADNc del cerebro humano y clonado en el vector pET15b (n° de catélogo de
Novagen 69661-3) usando los sitios de restriccion Ndel y BamH1. La proteina resultante es una etiqueta His de
6,92 kDa + ~3kDa (= 9,35 kDa).

Secuencia de ADN del clon pET15 de NRG1b2: Las secuencias subrayadas son los sitios de clonacion (Ndel 'y
BamH1).

CATATGAGCCA TCTTGTAAAA TGTGCGGAGA AGGAGAAAAC TTTCTGTGTG
AATGGAGGGG AGTGCTTCAT GGTGAAAGAC CTTTCAAACC CCTCGAGATA
CTTGTGCAAG TGCCCAAATG AGTTTACTGG TGATCGCTGC CAAAACTACG
TAATGGCCAG CTTCTACAAG GCGGAGGAGC TGTACCAGTA AGGATCC (SEQ ID NO:
18)

A continuacién, se muestra la proteina traducida final del vector pET15b. El dominio EGF esta destacado en verde.
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10 20 30 40 50
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MSHLVEKCAEK EKTFCVNGGE CFMVKDLSNP
60 70 80

SRYLCKCPNE FTGDRCQNYV MASEFYKAEEL YQ (SEQ ID NC: 19)

pl/Mw calculado: 7,69/9349,58

Expresion proteica: El clon se transform6 en células BI21 para la expresion de proteinas usando el sistema de
autoinduccion exprés de un dia para otro (Novagen) en caldo de lisogenia (CL) a 25°C durante 24 horas. La
expresion es fundamentalmente en cuerpos insolubles de inclusion.

Replegamiento de proteinas: Adaptado del equipo de reactivos de replegamiento de proteinas Novagen, 70123-3.

Purificacion de proteinas: Se carga proteina en una columna de intercambio aniénico DEAE a 2,5 ml/min. El
fragmento EGF-Id permanece en flujo pasante, mientras que los contaminantes se uneny eluyen a una sal més alta.
El tampon de carga y lavado es 50 mM Tris pH 7,9 y el tampén de elucién es 50 mM Tris pH 7,9 con 1M NacCl. El
flujo pasante se agrupa y se concentra con un aparato Centriprep YM-3 de Millipore.

Inmunoelectrotransferencia: La expresion de la proteina se evalla mediante inmunoelectrotransferencia. La banda
resultante se corre a aproximadamente 10 kD.

Se us6 un gel Criterion (Biorad) al 4-20% para la resolucion de las proteinas seguido de transferencia sobre papel de
nitrocelulosa Protran (tamafio de poro de 0,1 um segun Schliecher y Schull). La transferencia se bloquea en leche al
5% en TBS-T (0,1%). Disolucién 1:1000 del anticuerpo primario (anticuerpo policlonal purificado de afinidad NRG1-
alfa/HRG1-alfa anti EGF humano, n° de catalogo AF-296-NA de R&D Systems) en leche al 5% en TBS-T durante 1
hora a TA (también funciona a 4°C de un dia para otro). Se utiliz6 anticuerpo secundario de HRP de conejo anti
cabra a una disolucién de 1:10.000 en leche al 5% en TBS-T durante 1 hora a TA. Todos los lavados se realizaron
en TBS-T.

Protocolo de purificacion para NRG-156Q: Los cultivos se desarrollan a 25°C en el sistema 1 de autoinduccion
exprés de un dia para otro de Novagen (n° de catalogo 71300-4). Hay presente muy poco NRG-156Q (EGF-Id)
soluble. El cultivo se centrifuga y los sedimentos se extraen, se solubilizan y se vuelven a plegar para obtener el
NRG-156Q antes de que pueda tener lugar la purificacién.

Materiales para la extraccion, la solubilizacion y el replegamiento:

Tampon de lavado 10x: 200mM Tris-HCI, pH 7,5, 100mM EDTA, Triton X-100 al 10%
Tampodn de solubilizacién 10x: 500mM CAPS, pH 11,0

Tampon de dialisis 50x: 1M Tris-HCI, pH 8,5

N-laurilsarcosina al 30%: afiadir como polvo (Sigma 61739-SG)

IMDTT

Glutation reducido (Novagen 3541)

Glutation oxidado (Novagen 3542)

A. Lisis celular y preparacion de cuerpos de inclusion

— Descongelar y resuspender el sedimento celular en 30 ml de tampon de lavado 1x. Mezclar segin se
precise para una completa resuspension.

— Afadir a la suspension los inhibidores de la proteasa (25ul de 10x cada 50 ml) DNasa (200ul de 1 mg/ml
cada 50 ml) y MgCl, (500ul de 1M cada 50 ml).

— Lisar las células por sonicacion.

a. Enfriar las células en hielo en toda esta etapa.

b. Usando la punta cuadrada, emitir ultrasonidos durante 30 segundos en el nivel 6, diez veces hasta que
la suspension se vuelva menos viscosa. Dejar que la suspension se enfrie en hielo durante 60
segundos entre cada sonicacion. Mantener el volumen a no mas de 40 ml en un tubo cénico de 50 ml
cuando se esté sonicando.

— Cuando se complete, transferir cada suspension a frascos de centrifugadora de cuello inclinado de 250 ml
para uso con el rotor F-16/250.

— Recoger los cuerpos de inclusion por centrifugacién a 10.000 x g durante 12 minutos.

— Eliminar el sobrenadante (salvo una muestra para el analisis de la proteina soluble) y resuspender
completamente el sedimento en 30 ml de tampén de lavado 1x.

— Repetir la centrifugacion como en la etapa 4 y guardar el sedimento.

— De nuevo, resuspender completamente el sedimento en 30 ml de tamp6n de lavado 1x.
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Recoger los cuerpos de inclusiéon por centrifugaciéon a 10.000 x g durante 10 minutos. Decantar el
sobrenadante y eliminar los dltimos vestigios de liquido dando golpecitos con el tubo invertido sobre una
toalla de papel.

B. Solubilizacién y replegamiento

A partir del peso himedo de los cuerpos de inclusion que han de procesarse, calcular la cantidad de
tampodn de solubilizacién 1x necesaria para resuspender los cuerpos de inclusion a una concentracion de
10-15 mg/ml. Si el volumen calculado es mayor que 250 ml, usar 250 ml.

A temperatura ambiente, preparar el volumen calculado de tampén de solubilizacién 1x complementado
con N-laurilsarcosina al 0,3% (se puede usar hasta el 2% si es necesario en una optimizacién adicional)
(300 mg/100 ml de tampén) y 1 mM de DTT.

Afadir la cantidad calculada de tampon de solubilizacion 1x de la etapa 2 a los cuerpos de inclusion y
mezclar suavemente. Los desechos grandes pueden romperse mediante pipeteo reiterado.

Incubar en el agitador refrigerador a 25°C, a 50-100 rpm durante 4-5 horas.

Aclarar por centrifugacion a 10.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

C. Protocolo de dialisis para el replegamiento de las proteinas

Preparar el volumen requerido de tampdn para la didlisis de la proteina solubilizada. La dialisis deberia
realizarse con al menos 2 cambios en el tampdn de méas de 50 veces el volumen de la muestra.

Diluir el tampdn de didlisis 50x hasta 1x en el volumen deseado y complementar con 0,1mM de DTT.
Dializar durante al menos 4 horas a 4°C. Cambiar el tampén y continuar. Dializar durante 4 o mas horas
adicionales.

Preparar tampén adicional de dialisis segun se determiné en la etapa 1, pero omitir el DTT.

Continuar la didlisis a través de dos cambios adicionales (como minimo de 4 horas cada uno), con el
tampoén de didlisis que carece de DTT.

D. Tampdn redox de replegamiento para promover la formacién de enlaces disulfuro

Preparar un tampon de dialisis que contenga glutation reducido 1mM (1,2 g/4 L) y glutation oxidado 0,2mM
(0,48 g/4 L) en tampdn de didlisis 1x. El volumen deberia ser 25 veces mayor que el volumen de la muestra
de proteina solubilizada. Enfriar a 4°C.

Dializar la proteina replegada de la etapa 1 de un dia para otro a 4°C.

Materiales para la purificacion

Todos los procedimientos se realizan a 4°C.

Productos quimicos:

Clorhidrato de Trizma (Sigma T5941-500G)
Solucion de cloruro sédico 5M (Sigma S6546-4L)
Hidroxido sédico 10N (JT Baker 5674-02)

E. Purificacion en la columna aniénica DEAE HiPrep FF 16/10 de 20 ml (GE Healthcare)

Tampodn A: 50mM Tris-HCL pH 8,0
Tampodn B: 50mM Tris-HCL con 1M NaCl pH 8,0
Equilibrado de la columna: Tampdén A: 5CV, tampén B: 5CV, tampén A: 10CV

— Cargar 50 ml de la muestra por tanda en la columna de 20 ml a 0,5 ml/min (en el flujo pasante hay NRG-156
(EGF-Id))
— Lavar la columna de 20 ml con 5CV del tampén A

La columna de 20 ml con un gradiente de tampén B hasta el 100% con 5CV. Esto es para eliminar los
contaminantes por elucion

— Limpiar con 10CV de tampon B al 100%

— Equilibrar con 15CV de tamp6n A

— Analizar las fracciones con una tincion con plata SDS-PAGE
— Juntar las fracciones con NRG-156Q (10 kDa)

F. Concentracion de NRG-156 (EGF-Id)

— Concentrar con un concentrador de 15 ml Millipore Centriprep 3000 MWCO (Ultracel YM-3, 4320)
— Usar el ensayo de proteinas de Lowry modificado para determinar la concentracion
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G. Eliminacion de la etiqueta His

La eliminacion de la etiqueta His se realiza con un equipo de reactivos de captura de escisidon de trombina de
Novagen (n° de catalogo 69022-3). Segun pruebas previas, las mejores condiciones son temperatura ambiente
durante 4 horas con trombina a 0,005U de enzima por pl por cada 10 pg de proteina NRG-156Q (EGF-Id). Después
de cuatro horas de incubacion, afiadir 16 pl de suspension espesa de agarosa de estreptavidina por unidad de la
enzima trombina. Sacudir la muestra durante 30 minutos a temperatura ambiente. Recuperar el NRG-156Q
mediante filtrado por centrifugacion o filtrado estéril (dependiendo del volumen). La escision completa se determina
con EGF e inmunoelectrotransferencia anti His.

H. Almacenamiento en el tampén final
Almacenado en 1x PBS con 0,2% BSA a 4°C.
Expresion y purificacion de GGF2

Para la clonacién del GGF2 e informacion de antecedentes de la misma, véase el documento USPN 5.530.109. La
linea celular est& descrita en el documento USPN 6.051.401. El contenido completo de cada uno de los documentos
USPN 5.530.109 y USPN 6.051.401 se incorpora en la presente memoria por referencia en su integridad.

Linea celular CHO-(Alfa2HSG)-GGF: Esta linea celular se disefié para producir cantidades suficientes de fetuina
(alfa2HSG humana) para soportar tasas elevadas de produccién de rhGGF2 en condiciones libres de suero.

Células Cho (dhfr-) fueron transfectadas con el vector de expresion que se muestra en la Figura 16 (pSV-AHSG).
Las células estables se cultivaron bajo seleccién de ampicilina. La linea celular fue designada (dhfr/a2HSGP). A
continuacion, las células dhfr/a2HSGP fueron transfectadas con el vector pPCMGGF2 mostrado en la Figura 16 que
contenia la secuencia codificante para el GGF2 humano usando el reactivo lipido catiénico DMRIE-C (Life
Technologies n® 10459-014).

Se obtuvieron lineas celulares estables y de alta produccién bajo protocolos estandar usando metotrexato (100 nM,
200 nM, 400 nM, 1 uM) a intervalos de 4-6 semanas. Las células fueron desligadas gradualmente del caldo que
contenia suero. Se aislaron clones mediante metodologias de disolucion limitante estandar. Los detalles de los
requisitos del caldo se encuentran en los informes mencionados anteriormente.

Para mejorar la transcripcion, la secuencia de codificacion del GGF2 se situ6 después de la secuencia intermedia de
BMLF-1 del VEB (MIS). Véase la Figura 17.

Secuencia MIS (SEQ ID NO: 20)
COAT IAALTAGCAGUATTTCCYCCAACGALGATLCCGUAG

(OTAAGAAGCTACACCOGUCAGTGOCCAGRGIL

GTGGAGTCGGGOGCATCCOOTGUUTGAGATCAGAGUTGUTCAAGGUAGTOUTCCACCITTY
GTCTCCCCTOTOCAG) AGAGCCACATTOTGGAAT GTY

Secuencia codificante del GGF2 (SEQ ID NO: 1) —
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841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441
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ggcccccggg

cecactactge
gcggcteccg
gagctagctc
cagggggcac
gatcgcgagc
ctegeecgeca
ccecggggagy
ggcttgaaga
cgeecteetgeg
aacagcacca
cggaacctca
ttgaaagaga
accagttctg
cgaaaaaaca
attaacaaag
ggaaatgaca
accactggga
ggaggggagt
ccaaatgagt

tececactccet

cogageyece
tgctgctggg
cgggggccte
agcgcgeccgce
tcgacaggaa
cgccagccgce
acgggaccgt
aggcgcccta
aggactcgct
ggaggctcaa
gccgcgcgcec
agaaggaggt
tgaaaagcca
aatactcctc
aaccacaaaa
catcactggc
gtageetetae
caagceatct
gcttcatggt
ttactggtga

ttetgteter
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atgagatgg cgacgcgccc cgcgccgctc cgggcgtccece

cggetecgee
gaccgcggcce
ggtgtgctac
ggtggtgatc
ggcggcggcg
gggcccacgg
geecctettgy
tctggtgaag
gctcaccgtg
ggaggacagc
ggecgeette
cagccgggtg
ggaatcggct
tectcagatte
tatcaagata
tgattctgga
caatatcacc
tgtaaaatgt
gaaagacctt
tcgctgccaa

gcctgaatag

geccgetegt
ctggcgcegg
tegteccege
gagggaaagg
gcggcgggcg
gcgctggggce
CECaCCgGes
gtgcaccagg
cgcctgggga
aggtacatct
cgagcctctt
ctgtgcaagc
gcaggttcca
aagtggttca
caaaaaaagc
gagtatatgt
atcgtggaat
gcggagaagg
tcaaacccct

aactacgtaa

21

cgcegecget
gggcggcgge
ccagcgtggg
tgcacccgca
aggcaggggce
cgcccgcecga
cggtgcccag
tgtgggcggt
cctggggcca
tcttcatgga
teecececetet
ggtgcgcctt
aactagtcct
agaatgggaa
cagggaagtc
gcaaagtgat
caaacgctac
agaaaacttt
cgagatactt

tggccagctt

gccgctgctg
cggcaacgag
atcggtgcag
gcggcggcag
gtggggcggce
ggagccgcetg
cgccggcgag
gaaagccggg
ceeegectte
geCecgacgee
ggagacgggce
gcctccccaa
tcggtgtgaa
tgaattgaat
agaacttcgc
cagcaaatta
atctacatcc
ctgtgtgaat
gtgcaagtgc

ctacagtacg
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Secuencia proteinica del GGF2 (SEQ ID NO: 2) -
MRWRRAPRRSGRPGPRAQRPGSAARSSPPLPLLPLLLLLGTAAL

APGAAAGNEAAPAGASVCYSSPPSVGSVQELAQRAAVVIEGKVHPORROQQGALDRKAA

AAAGEAGAWGGDREPPAAGPRALGPPAEEPLLAANGTVPSWPTAPVPSAGEPGEEAPY

LVKVHQVWAVKAGGLKKDSLLTVRLGTWGHPAFPSCGRLKEDSRYIFFMEPDANSTSR

APAAFRASFPPLETGRNLKKEVSRVLCKRCALPPQLKEMKSQESAAGSKLVLRCETSS

EYSSLRFEKWFKNGNELNREKNKPONIKIQKKPGKSELRINKASLADSGEYMCKVISKLG

NDSASANITIVESNATSTSTTGTSHLVKCAEKEKTFCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCK

CPNEFTGDRCONYVMASEFYSTSTPFLSLPE

Produccién del GGF2: Se descongelé un vial de GGF2 a 2,2 x 10° células/ml en 100 ml de caldo Acorda 1 (véase la
Tabla 3) y se expandid hasta alcanzar cantidades suficientes para sembrar los recipientes de produccion. Las
células se inocularon en el medio de produccion caldo Acorda 2 (véase la Tabla 4) a 1,0 x 10° células/ml en frascos
rotatorios de cultivo de dos litros con ventilacion. Los frascos rotatorios de cultivo se mantienen a 37°C durante 5
dias y luego se reducen a 27°C durante 26 dias. Los frascos rotatorios de cultivo son monitorizados para obtener el
recuento de las células y comprobar su aspecto general, pero no son alimentados. Una vez que la viabilidad esté por
debajo del 10%, las células son centrifugadas y el caldo acondicionado es recogido y filtrado en condiciones

estériles.

Tabla 3: Caldo 1

Componente Fabricante | Namero de catalogo | Concentracion final
CD-CHO Invitrogen 10743-029 -retirar 50 ml, luego afadir los
componentes que siguen
FeSO4.EDTA Sigma F-0518 1x (10 ml/L)
L-glutamina Cellgro 25-005-CI 4 mM (20 ml/L)
Insulina humana recombinante Sigma 1-9278 290 U/L (2 ml/L)
Aminoécido no esencial Cellgro 25-025-Cl 1x (10 ml/L)
Peptona de soja HySoy de tipo | Sigma P0521 Pulverizada 20x en CD-CHO (50 ml/L)
4
Gentamicina Invitrogen 15750-078 100pg (2ml/L)
Tabla 4: Caldo 2
Componente Fabricante | Nimero de catalogo | Concentracion final
CD-CHO Invitrogen 10743-029 50% (-50 ml primero)
HyQ SFX-CHO HyClone SH30187.02 50% (-50 ml primero)
FeSO4.EDTA Sigma F-0518 1x (10 ml/L)
L-glutamina Cellgro 25-005-ClI 4 mM (20 ml/L)
Insulina humana recombinante Sigma 1-9278 290 U/L (1 ml/L)
Aminoécido no esencial Cellgro 25-025-ClI 1x (10 ml/L)
Peptona de soja HySoy de tipo 4 | Sigma P0521 Pulverizada 20x en CD-CHO (50 ml/L)
Gentamicina Invitrogen 15750-078 100pg (2ml/L)

Protocolo de purificacion para el GGF2

Todos los procedimientos se realizan a 4 °C.

Productos quimicos:

Acetato sédico

Acido acético glacial (para el ajuste del pH)
10N NaOH (para el ajuste del pH)

NacCl
Sulfato sédico

L-arginina (JT Baker, n° de catalogo: 2066-06)
Manitol (JT Baker, n° de catalogo: 2553-01)

Material de partida: Sobrenadante del caldo acondicionado. Ajustar el pH a 6,5.

22




10

15

20

25

30

35

40

ES 2 664 394 T3

Etapa 1:
Captura: Cromatografia de intercambio catiénico

HiPrep SP 16/10 (Amersham Biosciences)

Equilibrado de la columna: Tampén A - 5CV, tampén B - 5CV, buffer 15%B - 5CV
Tampén A: 20 mM de acetato sédico, pH 6,0

Tampén B: 20 mM de acetato sédico, pH 6,0, 1M NaCl

Cargar la muestra a 2 ml/min con una carga continua, si es posible, de un dia para otro. La unién es mejor con carga
continua.

Maxima capacidad para una muestra de partida: Caldo de 5 mg GGF2/ml
Caudal: 3 ml/min

Primer lavado: 15%B, 10CV

Segundo lavado: 35% B, 10CV

Elucién de GGF2: 60%B, 8CV

Lavado de la columna: 100%B, 8CV

Tampones: Composicion Conductividad Uso
15%B 20 mM de acetato sodico, pH 6,0, 150 mM NacCl Preequilibrado
Primer lavado
35%B 20 mM de acetato sodico, pH 6,0, 350 mM NaCl Segundo lavado
60%B 20 mM de acetato sodico, pH 6,0, 600 mM NacCl Elucion de GGF2
100%B 20 mM de acetato sdodico, pH 6,0, 1000 MM NaCl 88 mS/cm Lavado de la columna
Etapa 2:

Depuracién: Cromatografia de filtracion en gel

Sefacril S200 26/60

Tampoén de elucion: 20 mM de acetato sodico, 100mM de sulfato sédico, 1% de manitol, 10 mM de L-
arginina, pH 6,5

Conductividad del tampon:

Muestra: el repositorio de elucion de SP GGF2 se concentra hasta ~ AU280 1,0

Caudal: 1,3 ml/min

Elucion pico: a ~ 0,36CV desde el inicio de la inyeccion

Etapa 3:
Retirada del ADN y de la endotoxina: Filtrado a través de la membrana Intercept Q.

Tampon de preequilibrado: 20 mM de acetato sédico, 100mM de sulfato sédico, 1% de manitol, 10 mM de
L-arginina, pH 6,5
Recoger el flujo pasante

Etapa 4:
Formulacion final y preparacion de muestras

Afadir a la muestra 90 mM de L-arginina adicional
Concentrar
Filtrar de forma estéril

El articulo vehicular o de control usado en la presente memoria es albumina de suero bovino (BSA) al 0,2%, 0,1 M
de fosfato sodico, pH 7,6.

En la presente memoria se usan cepas de rata CD®IGS [Cr1:CD®(SD)/MYOINFARCT] y Sprague-Dawley no
modificadas. Estas cepas fueron adquiridas en Charles River Laboratories. Los animales de ensayo son de
aproximadamente 6-7 semanas de edad a la llegada y pesan aproximadamente 160 - 200 g, en el momento del
procedimiento quirdrgico. El intervalo real puede variar y estd documentado en los datos.

Todos los animales Sprague-Dawley no modificados recibidos fueron puestos en el estudio y asignados al Grupo 1.
Los animales considerados adecuados para el estudio fueron pesados antes del tratamiento.

Todos los animales CD®IGS [Crl1:CD®(SD)/MYOINFARCT] fueron asignados de manera aleatoria a grupos de
tratamiento (Grupos 2 - 5) usando un procedimiento de aleatorizaciéon simple basado en la fraccién de eyeccion
calculada de exploraciones ecocardiograficas llevadas a cabo el 7° dia posterior al procedimiento quirdrgico

23



10

15

20

ES 2 664 394 T3

realizado en Charles River Laboratories. La aleatorizacion simple se realiz6 para dar como resultado que cada grupo
de tratamiento (Grupos 2 - 5) consistiera en nimeros aplicables de animales, lo que resulta en una fraccion de
eyeccion media del grupo aproximadamente igual (£ 3%) en los Grupos 2 - 5.

Todos los animales de los Grupos 2-6 fueron aclimatados en los Charles River Laboratories segun los
procedimientos operativos estandar de ese laboratorio. Los animales fueron aleatorizados en grupos de tratamiento.
Todos los animales no modificados del Grupo 1 fueron aclimatados aproximadamente 24 horas después de la
recepcion antes de sus exploraciones ecocardiograficas primarias.

Los animales fueron alojados individualmente en jaulas suspendidas de acero inoxidable tipo malla de alambre. En
general, no se usaron jaulas de fondo sélido no se usaron en general porque los roedores son copréfagos y la
ingestién de heces que contenian articulo de ensayo excretado y productos metabdlicos o la ingestion del propio
lecho podrian frustrar la interpretacion de los resultados en este estudio de toxicidad.

Se proporciond iluminacién fluorescente mediante un temporizador automatico durante aproximadamente 12 horas
por dia. En ocasiones, el ciclo de oscuridad se interrumpid intermitentemente debido a actividades relacionadas con
el estudio. La temperatura y la humedad fueron monitorizadas y registradas diariamente y se mantuvieron en la
méaxima medida posible entre 17,8 y 26,1°C y del 30 al 70%, respectivamente.

La dieta basal fue la dieta n° 5002 en bloques certificada para roedores de Lab Diet® de PMI Nutrition International,
Inc. Esta dieta estaba disponible ad libitum, no ser que se indique lo contrario. Cada numero de lote utilizado fue
identificado en los registros del estudio. Se suministré agua de grifo ad libitum a todos los animales a través de un
sistema automéatico de agua, a no ser que se indique lo contrario.

Disefios del estudio

Tabla 5: GGF2 en comparacion con el fragmento de EGF-Id (Liu et al., 2006)
Dosificado durante 10 dias a partir del 7° dia después de la ligadura de la LAD

Grupo Tratamiento Duracién en Dosis Intervalo de Momentos ECO
vida _ dosificaciéont (post op)
(n=5 M;ln =5H) (viﬁ?ct{ﬁcl)) 17 dias post op U:‘/E&Tﬁgte 24Hr Dias 6, 17
(n=6 |v|;2n —6H) GGF2 17 dias post 0,0625 mg/kg 24Hr Dias 6, 17
(n=6 M‘?’n —6H) GGF2 17 dias post 0,0625 mg/kg 24Hr Dias 6, 17
(n=6 Mfln =7 H) EGF-Id 17 dias post Equimolar 24Hr Dias 6, 17
(n=7 M?n =6 H) EGF-Id 17 dias post Equimolar 24Hr Dias 6, 17

Tabla 6: Dosis de GGF2 mayor en comparacion con EGF-Id y EGF-Ig
Dosificado durante 20 dias a partir del 7° dia después de la ligadura de la LAD. Reposo farmacoldgico de 10 dias.

Grupo Tratamiento Duracién en Dosis Intervalo de Momentos ECO
vida dosificaciont (post op)
N/D: Controles
no .
1 e 30 dias tras la .
(N=5M:n=5H) modlflcgdos ECO primaria ND ND iDias 1,12,22y 32
de la misma
edad
2 Control . Unicamente ‘i
(n=6M: n=6H) (vehiculo) 38 dias post op vehiculo 24Hr Dias 7, 18, 28 y 38
3 . e
(N=6M:n=6H) GGF-2 38 dias post op 0,625 mg/kg 24Hr Dias 7, 18, 28 y 38
4 . .
(N=6M:n=7H) GGF-2 38 dias post op 3,25 mg/kg 24Hr *Dias 7, 18,28y 38
5 p . P
(N=7M n=6H) EGF-Id 38 dias post op Equimolar 24Hr *Dias 7, 18,28y 38
6 p . p
(N=7M:n=6H) EGF-Ig 38 dias post op Equimolar 24Hr *Dias 7, 18,28y 38
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Tabla 7: Frecuencia de las dosis de GGF2

Grupo Tratamiento Duracién en Dosis Intervalo de Momentos ECO
vida dosificaciéont (post op)
N/D: Controles
no .

=snin-syy | modiicados | 9Tashas ND ND {Dias 1, 12, 22y 32

' de la misma P

edad

2 Control . Unicamente .
(N=6M:n=6H) (vehiculo) 38 dias post op vehiculo 24Hr *Dias 7, 18, 28 y 38
n=6 M:_%ﬂ -6 H) GGF-2 38 dias post op 3,25 mg/kg 24Hr *Dias 7, 18,28y 38
(n=6 M‘,ln —7H) GGF-2 38 dias post op 3,25 mg/kg 48Hr *Dias 7, 18,28y 38
(=7 e " GGF-2 38 dias postop | 3,25 mg/kg 96Hr *Dias 7, 18, 28 y 38

TA 1- Articulo 1 de ensayo; M = machos; H = hembras.
Tabla 8: GGF2 cony sin BSA
Grupo Tratamiento Duracién en Dosis Intervalo de Momentos ECO
vida dosificaciont (post op)
N/D: Controles

1 no
(N=5M:n=5H) modificados 17 dias post op ND ND Dias 6y 17

' de la misma

edad

2 Control . Unicamente ]
(N=6M: n=6H) (vehiculo) 17 dias post vehiculo 24Hr Dias 6y 17
(n=6 M,3n 6 H) GGF-2 + BSA 17 dias post 3,25 mg/kg 24Hr Dias 6y 17
-t - " GGBFéZAS'” 17 diaspost | 3,25 mglkg 24Hr Dias 6y 17

Administracién de los articulos de ensayo y de control

Via de administracion

Los articulos de ensayo y de control fueron administrados por inyeccién intravenosa. Los animales asignados al
Grupo 1 no fueron tratados con articulos vehiculares ni de ensayo; estos animales sirvieron como controles de la
misma edad sin tratamiento. La frecuencia, la duracién y la dosis de administracién fueron las descritas en las
Tablas 5-8. El volumen de la dosis fue de aproximadamente 1 ml por kg.

Administracién de los articulos de ensayo

Los articulos de ensayo y control se administraron a través de la vena caudal. Las dosis individuales se basaron en
los pesos corporales mas recientes. La dosis se administr6 mediante inyeccion rapida, a no ser que el responsable
del experimento indicara lo contrario.

Preparacién del sistema del ensayo
Procedimiento quirdrgico: Ligadura de la arteria descendente anterior izquierda

Los procedimientos quirlrgicos se realizaron en Charles River Laboratories como se describe en Surgical
Capabilities Reference Paper, vol. 13, n° 1, 2005, de Charles River Laboratories. Sucintamente, se hace una incision
craneo-caudal en el pecho, ligeramente a la izquierda del esterndn, a través de la piel y los muisculos pectorales. Se
cortan transversalmente las costillas tercera y cuarta, y se rompen los musculos intercostales diseccionando. Se
entra rapidamente en la cavidad toracica y se abre por completo el pericardio. El corazén es extraido a través de la
incision. El cono pulmonar y la auricula izquierda son identificados. Se usa una pequefia aguja curvada para hacer
pasar una sutura de seda 5-0 debajo de la arteria coronaria descendente anterior izquierda. Se practica la ligadura, y
se devuelve el corazon al interior del térax. Se extrae con delicadeza el aire de la cavidad toracica mientras se
cierran la pared toracica y la incisién de la piel. El animal es reanimado utilizando ventilacién con presién positiva y
puesto en un entorno rico en oxigeno.
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Recuperacion postoperatoria

Charles River Laboratories llevé a cabo la monitorizacion posoperatoria a corto plazo y la administracién de
analgésicos apropiados segun se describe en Surgical Capabilities Reference Paper, vol. 13, n® 1, 2005, de Charles
River Laboratories.

Se llevd a cabo una monitorizacion postoperatoria a largo plazo para evaluar a los animales en busca de signos de
dolor o infeccién. Las observaciones diarias del sitio de incisién continuaron durante 7 dias después de la recepcion
de los animales. Se administraron un tratamiento complementario del dolor y una terapia antimicrobiana cuando fue
necesario.

TABLA 9. MEDICACIONES Y DOSIFICACIONES PROGRAMADAS

INTERVALO, DOSIS Y RUTA

FARMACO DIARIAMENTE ECOENDIA | ECOENDIA | ECOEN DIA NEEggF}’SIA
POSTCIRUGIA 1/7* 12/18* 22/28* 32/38"
Como tal, Como tal, Como tal, Como tal,
Isoflurano - . I . L, . - . L.
inhalacién inhalaciéon inhalaciéon inhalaciéon
Buprenorfina 0,01 mg/!(g, I.M. (sol_o enla ) ) i i
medida necesaria)

* El dia del procedimiento ECO fue definido por la asignacién de los grupos de animales segun se indica
posteriormente.

Evaluaciones del estudio ante mortem

Observaciones en jaula

Todos los animales fueron observados al menos dos veces al dia para comprobar morbilidad, mortalidad, lesiones y
disponibilidad de alimentos y agua. Cualquier animal con mala salud fue identificado para un seguimiento adicional y
su posible eutanasia.

Pesos corporales

Los pesos corporales fueron medidos y registrados al menos una vez antes de la aleatorizacion y semanalmente
durante el estudio.

Consumo de alimentos
No se midi6 el consumo de alimentos, pero se documento la inapetencia.
Exploraciones ecocardiograficas

Se realizaron exploraciones ecocardiogréaficas en todos los animales asignados al Grupo 1 en los dias 1, 12, 22 y el
dia 32 después de la recepcién (dia 0). Se realizaron exploraciones ecocardiograficas en todos los animales
asignados a los Grupos 2 -5 en los dias 7, 18, 28 y el dia 38, después del procedimiento quirdrgico realizado en
Charles River Laboratories (dia 0).

Para la exploracion ecocardiografica, cada animal fue anestesiado segun la Tabla 5 y su pelo recortado del térax. Se
aplicé gel de acoplamiento al transductor ecocardiogréafico y se obtuvo una imagen para medir la funcion cardiaca en
multiples niveles. Se obtuvieron imagenes para cada animal en una vista en eje corto (a nivel papilar medio, u otro,
dependiendo de la ubicacion del area de infarto observada mediante ecocardiografia).

Parametros ecocardiograficos

Se tomaron imagenes ECO a nivel del masculo papilar medio, u otro, dependiendo de la ubicacién del area de
infarto observada mediante ecocardiografia, del ventriculo izquierdo. Se grabaron y almacenaron imagenes de modo
M y de dos dimensiones en CD y/o MOD. Los parametros de medicion obtenidos con ECO incluyen: grosor de la
pared septal intraventricular (diastole); unidades = cm; grosor de la pared septal intraventricular (sistole); unidades =
cm; dimension interna del ventriculo izquierdo (diastole); unidades = cm; dimension interna del ventriculo izquierdo
(sistole); unidades = cm; grosor de la pared papilar del ventriculo izquierdo (diastole); unidades = cm; grosor de la
pared papilar del ventriculo izquierdo (sistole); unidades = cm; volumen diastélico final; unidades = mL; volumen
sistolico final; unidades = mL; fraccion de eyeccién; documentado como un porcentaje; volumen sistélico; unidades =
ml; y acortamiento fraccionario porcentual; documentado como un porcentaje.
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Eutanasia
Moribundidad

Cualquier animal moribundo, definido por un procedimiento operativo estandar de la instalacion de ensayo, fue
sacrificado por razones humanitarias. Todos los animales sacrificados in extremis o encontrados muertos fueron
sometidos a una necropsia rutinaria.

Método de eutanasia

La eutanasia se realiz6 mediante inyeccion de cloruro de potasio saturado en la vena cava seguida de un método
aprobado para garantizar la muerte; por ejemplo, exsanguinacion.

Eliminacion final

Todos los animales supervivientes integrados en el estudio fueron sacrificados en su necropsia programada o, si fue
necesario, sacrificados in extremis.

Resultados

Estudio 1: El tratamiento de ratas con GGF2 a 0,625 mg/kg iv cada dia dio como resultado una mejora significativa
de la funcion cardiaca, como se muestra aqui por los cambios en la fraccion de eyeccion y el acortamiento
fraccionario. El fragmento EGF-Id no dio como resultado el mismo grado de mejora. Véase la Tabla 5.

Estudio 2: El tratamiento de ratas con GGF2 a 0,625 y 3,25 mg/kg iv cada dia dio como resultado una mejora
significativa de la funcién cardiaca, como se muestra aqui por los cambios en la fraccién de eyeccién y el
acortamiento fraccionario. También se observaron mejoras significativas en los volimenes sistolico y diastolico
finales durante el periodo de tratamiento. Véase la Tabla 6.

Resultados del estudio 3: El tratamiento de ratas con GGF2 3,25 mg/kg iv cada 24, 48 o 96 horas produjo una
mejora significativa de la funcion cardiaca, como se muestra aqui por los cambios en la fraccion de eyeccion y el
acortamiento fraccionario. También se observaron mejoras significativas en los volimenes sistélico y diastolico
finales durante el periodo de tratamiento. Véase la Tabla 7.

Informes anteriores (Liu et al) han demostrado que se requiere una proteina portadora, tal como la BSA, para una
estabilidad y una actividad 6ptimas de la neuregulina. El GGF2 ha demostrado estabilidad sin proteinas portadoras
como la BSA. Este experimento fue disefiado para comprobar si el GGF2 es estable y activo en un régimen
terapéutico sin BSA. Después de 10 dias de tratamiento, tanto las formulaciones de GGF2 que contenian BSA como
las que no contenian BSA dieron como resultado mejoras en la fraccion de eyeccién en comparacién con los
controles vehiculares similares a las observadas en estudios previos. Por lo tanto, resulta evidente por este estudio
que en las formulaciones de GGF2 para el tratamiento de la CHF no se requiere BSA ni otra proteina portadora.
Véase la Tabla 8.

Tabla 10: Hallazgos de patologia

Dosificacion Hiperplasia de la | NSH Cambios en el sitio | Efectos
vaina del nervio | mamaria | de la inyeccién o cardiacos
(NSH) ciético en la piel

S.c. diaria ++ ++ ++ +

l.v. diaria + + + +/-

l.v. con un intervalo de 48 horas | +/- - - +/--

l.v. con un intervalo de 96 horas | - - - -

++ presentes frecuentemente;+ presentes;+/- observados ocasionalmente, - raros o no observados

Segun se muestra en la Tabla 10, la dosificacion intermitente de GGF2 reduce los efectos secundarios asociados
con niveles supranormales de GGF2 administrado exdgenamente. Los presentes inventores han descubierto que
este hallazgo es valido independientemente de si el GGF2 se administra por via intravenosa o subcutanea.

La hiperplasia y los efectos cardiacos a veces se ven con la dosificacion cada dos dias. Los inventores no los han
visto con una dosificacion menos frecuente.

En esta solicitud se hace referencia a varias publicaciones y documentos de patente para describir mas
completamente el estado de la técnica a la que pertenece esta invencion.
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<150> 61/135171
<151> 2008-07-17

<160> 33

<170> Patentln version 3.5

<210>1
<211> 2003
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (31)..(32)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 1
ggaattcctt

tttctgtggt
gcaccececaa
cgaggggaag
agaagcccge
cacggeccee
ctgecactac
gaggcggcte
caggagctag
cagcaggggg
ggcgategeg
ctgetegeag
gagccegggyg

gggggctiga

gcctctttec

ttttettttt
tccatccact
taaataaata
gaaaagggag
acgcacctcg
gggcocageg
tgetgetget
cegeggggge
ctcagcgege
cactcgacag
agccgecage
ccaacgggac
aggaggcgeo
agaaggactce

cccckectgga

tttttttett
tcttecceceot
aaaggaggag
gcagcgegag
caccatgaga
coceggetac
ggggaccegeg
cteggtgtge
cgeggtggtyg
Jgaaggcggceg
cgegggecca
cgtgacctat
ctatctggtg
gectgeteace

gacgggccgg
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Listade

nntttttttt
cctcocecteocca
ggcaaggggg
aagagecggg
tggcgacgeg
gccgeecacget
gocctggege
tactegtece
atcgagggaa
gcggeggegg
cgggegetgg
tggcocacog
aaggtgcacc
gtgegectge

aacctcaaga

secuencias

tgceccttata
taaacaactc
gaggaggagg
cagagtccga
ccecegegeeg
cgtegeegee
cgggggcggce
cgcccagegt
aggtgcacce
gcgaggcagg
ggcecgecege
ccceggtgec
aggtgtgggc
gegegecgge

aggaggtcag

28

cctcttegee
tectaccect
agtggtgetg
accgacagec
ctccgggegt
goctgeecgetg
ggceggeaac
gggatcoggtg
gcagcggegyg
ggcgtggggc
cgaggagecyg
cagcgecggce
ggtgaaagcc
cgecttecga

ccgggtgctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300



tgcaagcggt
ggttccaaac
tggttcaaga
aaaaagccag
tatatgtgcea
gtggaatcaa
ggccaccceeg
atggagcceg
aatggagggg
tgcccaaatg
acgtccactc
tgttgetgea
ttgactgecct
ttcgecgacta
ttgatattga
aaaggcattt
atcttcttta
acttgaaatg

aataaaagga

<210>2
<211> 406
<212> PRT

gcgecttgece
tagtcctteg
atgggaatga
ggaagtcaga
aagtgatcag
acgctacatc
ccttececte
acgccaacag
agtgcttcat
agtttactgg
cctttetgte
tcteccecetea
ctgcctgteg
gttggctctg
atgatgtgat
caaagtctca
tacaatgacc
atggtaagtt

daaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Arg Trp Arg Arg

1

Ala Gln Arg Pro Gly

Leu Pro Leu Leu Leu

35

Ala Ala Gly Asn Glu

50

Ser Pro Pro Ser Vval

65

20

70

Ala

Ser

Leu

Ala

Gly

tcccecaattg
gtgtgaaacc
attgaatcga
acttcgcatt
caaattagga
tacatccacc
ctgcgggagg
caccagcaaa
ggtgaaagac
tgatecgetge
tctgcctgaa
gattccacct
catgagaaca
agatactaat
acaaattgat
cttttattga
acatcctgaa
aattttgatt

aaa

Bro Arg

Ala Ala

Arg

Arg

ES 2 664 394 T3

aaagagatga
agttctgaat
aaaaacaaac
aacaaagcat
aatgacagtg
actgggacaa
ctcaaggagg
tgtgcggaga
ctttecaaace
caaaactacg
taggagcatg
agagctagat
ttaacaaaag
aggtgtgtga
agtcaatatc
taaaataaaa

aagggtgttg

cagaatgtgt

Ser
10

Gly

Ser Ser

25

Leu Gly

40

Ala
55

Pro

Ser Val

Thr

Ala

Gln

Ala Ala

Gly Ala

Glu Leu

75

aaagccagga
actcctctet
cacaaaatat
cactggctga
cctetgecaa
gccatcttgt
acagcaggta
aggagaaaac
cctcgagata
taatggccag
ctcagttggt
gtgtcttace
caattgtatt
ggctccggat
aagcagtgaa
atcattctac
ctaagctgta

tatttgtcac

Arg Pro

Pro

Pro

Ala
45

Leu

Ser Val

60

Ala Gln

29

Gly

Leu

Pro

Cys

Arg

atcggctgca
cagattcaag
caagatacaa
ttctggagag
tatcaccatc
agggacctgg
catcttette
tttctgtotg
cttgtgcaag
cttctacagt
gctgectttet
agatctaata
acttcctetg
gtttctggaa
atatgataat
tgaacagtcc
accgatatgce

aaataaacat

Pro
15

Arg
Pro Leu
Gly Ala
Ser

Tyr

Ala
80

Ala

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2003



Val

Leu

Gly

Ala

Thr

145

Leu

Lys

Phe

Met

Ala

225

Ser

Met

Glu

Gly

Lys

305

Asp

Val

Asp

Asp

Glu

130

Ala

val

Asp

Pro

Glu

210

Ser

Arg

Lys

Thr

Asn

290

Lys

Ser

Ile

Arg

Arg

115

Glu

Pro

Lys

Ser

Ser

195

Pro

Phe

val

Ser

Ser

275

Glu

Pro

Gly

Glu

Lys

100

Glu

Pro

val

val

Leu

180

Cys

Asp

Pro

Leu

Gln

260

Ser

Leu

Gly

Glu

Gly

Ala

Pro

Leu

Pro

His

165

Leu

Gly

Ala

Pro

Cys

245

Glu

Glu

Asn

Lys

Tyr
325

Lys

Ala

Pro

Leu

Ser

150

Gln

Thr

Arg

Asn

Leu

230

Lys

Ser

Tyr

Arg

Ser

310

Met

Val

Ala

Ala

Ala

135

Ala

vVal

val

Leu

Ser

215

Glu

Arg

Ala

Ser

Lys

295

Glu

Cys

His

Ala

Ala

120

Ala

Gly

Trp

Arg

Lys

200

Thr

Thr

Cys

Ala

Ser

280

Asn

Leu

Lys
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Pro

Ala

105

Gly

Asn

Glu

Ala

Leu

185

Glu

Ser

Gly

Ala

Gly

265

Leu

Lys

Arg

Vval

Gln

20

Gly

Pro

Gly

Pro

Val

170

Gly

Asp

Arg

Arg

Leu

250

Ser

Arg

Pro

Ile

Ile
330

Arg

Glu

Arg

Thr

Gly

155

Lys

Thr

Ser

Ala

Asn

235

Pro

Lys

Phe

Gln

Asn

315

Ser

30

Arg

Ala

Ala

Val

140

Glu

Ala

Trp

Arg

Pro

220

Leu

Pro

Leu

Lys

Asn

300

Lys

Lys

Gln

Gly

Leu

125

Pro

Glu

Gly

Gly

Tyr

205

Ala

Lys

Gln

val

Trp

285

Ile

Ala

Leu

Gln

Ala

110

Gly

Ser

Ala

Gly

His

190

Ile

Ala

Lys

Leu

Leu

270

Phe

Lys

Ser

Gly

Gly

Trp

Pro

Trp

Pro

Leu

175

Pro

Phe

Phe

Glu

Lys

255

Arg

Lys

Ile

Leu

Asn
335

Ala

Gly

Pro

Pro

Tyr

160

Lys

Ala

Phe

Arg

val

240

Glu

Cys

Asn

Gln

Ala

320

Asp



10

15

Ser 4la

Thr Phe

Asn Pro
370

Arg Cys
385

Phe Leu

<210>3
<211>198

Ser

Cys

355

Ser

Gln

Ser

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 3

agccatcttg

ttecatggtga

actggtgatc

ctgtctctge

<210>4
<211> 65

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4
Ser His
1

Gly Gly

Leu Cys

Val Met
50

Glu
65

<210>5
<211> 192

Leu

Glu

Lys
35

Ala Asn

340

Val Asn

Arg Tyr

Asn Tyr

Leu Pro
405

tcaagtgtge agagaaggag aaaactttct gtgtgaatgg aggegagtge
aagaccettte aaateccctca agatacttgt geaagtgece aaatgagttt

gctgccaaaa ctacgtaatg gccagcttcet acagtacgtc cactcccttt

ctgaatag

Val Lys
5

Cys Phe
20

Cys Pro

Ala Ser Phe

<212>DNA
<213> Homo sapiens

Ile

Gly

Leu

Val

390

Glu

Cys

Met

Asn Glu

Tyr Ser

ES 2 664 394 T3

Thr Ile Val Lys Cys Ala Glu

345

Gly Glu Cys Phe Met Val Lys

360

365

Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe

375

380

Met Ala Ser Phe Tyr Ser Thr

Ala

Vval

55

Glu

Lys

Phe

40

Thr

395

Lys Glu Lys Thr Phe
10

Asp Leu Ser Asn Pro
25

Thr Gly Asp Arg Cys
45

Ser Thr Pro Phe Leu
&0

31

Lys Glu Lys
350

Asp Leu Ser

Thr Gly Asp

Ser Thr Pro
400

Cys Val Asn
15

Ser Arg Tyr
30

Gln Asn Tyr

Ser Leu Pro

60

120

180

198



10

15

20

25

ES 2 664 394 T3

<400> 5
agccatcttg tcaagtgtge agagaaggag aaazactttct gtgtgaatgy aggegagtge

ttcatggtga aagacctttc aaatcccteca agatacttgt gecaagtgeca acctggatte

actggagoega gatgtactga gaatgtgecce atgaaagtec aaacccaaga aaaageggag

gagctctact aa

<210>6

<211> 63

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys
1 5 10

Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser
20 25

Leu Cys Lys Cys Gln Pro Gly Phe Thr Gly Ala
35 40

Val Pro Met Lys Val Gln Thr Gln Glu Lys Ala
50 55

<210>7

<211> 183

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
agccatcttg tcaagtgtge agagaaggag aaaactttct

ttcatggtga aagacctttc aaatccctca agatacttgt
actggtgatc getgecaaaa ctacgtaatg geocagettet

taa

<210>8

<211> 60

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys
1 5 10

Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser
20 25

Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp
35 40

Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu
50 55

<210>9

<211>210

<212> DNA

<213> Homo sapiens

Thr Phe Cys Val Asn
15

Asn Pro Ser Arg Tyr
30

Arg Cys Thr Glu Asn
45

Glu Glu Leu Tyr
60

gtgtgaatgg aggcgagtge
gcaagtgcece aaatgagttt

acaaagcgga ggagcetctac

Thr Phe Cys Val Asn
15

Agn Pro Ser Arg Tyr
30
Arg Cys Gln Asn Tyr

45

Tyr
60

32

60

120

180

192

60

120

180

183
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15

<400>9
agccatcttg

ttecatggtga
actggtgatc
tttatggaga
<210> 10

<211>69
<212> PRT

tcaagtgtge
aagaccttte
gctgccaaaa

aagcggagga

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ser His Leu Val Lys Cys Ala

1

Gly Gly Glu Cys Phe Met Val

Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu

35

Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys

50

5

20

Ala Glu Glu Leu Tyr

65

<210> 11
<211> 267
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
ageccatcttg

ttcatggtga
actggagcga
aatgagttta
actccettte

<210> 12
<211> 88
<212> PRT

tcaagtgtge
aagacctttc
gatgtactga
ctggtgatcg

tgtctctgee

<213> Homo sapiens

ES 2 664 394 T3

agagaaggag aaaactttct gtgtgaatgg aggcgagtge

aaatcoctea agatacttgt geaagtgece aaatgagttt

ctacgtaatg gccagcttct acaagcatct tgggattgaa

gctctactaa

Glu

Lys

Phe
40

Hig
55

agagaaggag
aaatccctca
gaatgtgcee
ctgccaaaac

tgaatag

Lys Glu Lys

10

Asp Leu Ser
25

Thr Gly Asp

Leu Gly Ile

aaaactttct
agatacttgt
atgaaagtcc

tacgtaatgg

Thr Phe Cys Val Asn

15

Asn Pro Ser Arg Tyr

30

Arg Cys Gln Asn Tyr

45

Glu Phe Met Glu Lys

60

gtgtgaatgy
gcaagtgcca
aaacccaaga

ccagcttcta

33

aggcgaghtge
acctggattc
aaagtgccca

cagtacgtcc

60

120

180

210

60

120

180

240

267
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15

<400> 12
Ser His Leu Val Lys Cys Ala
1 5

Gly Gly Glu Cys Phe Met Val
20

Leu Cys Lys Cys Gln Pro Gly
35

Val Pro Met Lys Val Gln Thr
50 S5

Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr
65 70

Thr Pro Phe Leu Ser Leu Pro
85

<210> 13

<211> 252

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13

Glu

Lys

Phe

40

Gln

val

Glu

ES 2 664 394 T3

Lys

Asp

25

Thr

Glu

Met

Glu

10

Leu

Gly

Lys

Ala

Lys

Ser

Ala

Cys

Ser
75

ageccatcttg tcaagtgtge agagaaggag aaaactttet

ttecatggtga aagaccettte aaatccctca agatacttgt

actggagcga gatgtactga gaatgtgccc atgaaagtcc

aatgagttta ctggtgatcg ctgocaaaac tacgtaatgg

gagctetact aa

<210> 14

<211> 83

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Ser Hig Leu Val Lys Cys Ala
1 s

Gly Gly Glu Cys Phe Met Val
20
Leu Cys Lys Cys Gln Pro Gly

35

Val Pro Met Lys Val Gln Thr
50 55

Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr
65 70
Glu Leu Tyr

<210>15
<211> 498

Glu

Lys

Phe
40

Gln

Val

Lys

Asp

Thr

Glu

Met

Glu
10

Leu

Gly

Lys

Ala

Lys

Ser

Ala

Cys

Ser
75

Thr Phe Cys

Val Asn
15

Asn Pro Ser Arg Tyr

30

Arg Cys Thr Glu Asn

45

Pro Asn Glu Phe Thr

60

Phe Tyr Ser Thr Ser

gtgtgaatgg
gcaagtgcoca
aaacccaaga

ccagcttcta

Thr Phe Cys

Asn Pro Ser

Arg Cys Thr
45

Pro Asn Glu

Phe Tyr Lys

34

80

aggcgagtgce
acctggatte
aaagtgccca

caaagcggag

Val Asn
15

Arg Tyr

Glu Asn

Phe Thr

Ala Glu
80

60

120

180

240

252
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<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 15
catatgttge ctccccaatt gaaagagatg aaaagccagg
ctagtecctte ggtgtgaaac cagtteotgaa tactectete
aatgggaatg aattgaatcqg aaaaaacaaa ccacaaaata
gggaagtcag aacttcgcat taacaaagca tcactggctg
aaagtgatca gcaaattagg aaatgacagt gcctctgceca
aacgctacat ctacatccac cactgggaca agccatcttg
aaaactttet gtgtgaatgg aggggagtge ttcatggtga
agatacttgt geaagtgcocce aaatgagttt actggtgate
gocagettet acggatee
<210> 16
<211> 162
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 16
Leu Pro Pro Gln Leu Lys Glu Met Lys Ser Gln
1 5 10
Ser Lys Leu Val Leu Arg Cys Glu Thr Ser Ser
20 25
Arg Phe Lys Trp Phe Lys Asn Gly Asn Glu Leu
35 40
Pro Gln Asn Ile Lys Ile Gln Lys Lys Pro Gly
50 55
Ile Asn Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu
65 70 75
Ile Ser Lys Leu Gly Asn Asp Ser Ala Ser Ala
85 90
Glu Ser Asn Ala Thr Ser Thr Ser Thr Thr Gly
100 105
Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys val
115 120
Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg
130 135
Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn
145 150 155
Phe Tyr

aatcggetge
tcagattcaa
tcaagataca
attctggaga
atatcaccat
taaaatgtgc
aagaccttte

goctgccaaaa

Glu Ser

Glu Tyr

30

Asn Arg

45

Lys Ser

60

Tyr Met

Asn Ile

Thr Ser

Ala

Ser

Lys

Glu

Cys

Thr

His

aggttccaaa
gtggttcaag
aaaaaagcca
gtatatgtgc
cgtggaatca
ggagaaggag
aaaccocteg

ctacgtaatg

Ala
15

Gly

Ser Leu

Asn Lys

Leu Arg

Lys Val
80

Ile
95

Val

Leu Val

110

Asn Gly

125

Tyr Leu

140

Tyr Val

35

Gly

Cys

Met

Glu Cys

Lys Cys

Ala Ser

160

60

120

180

240

300

360

420

480

498
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<210> 17

<211> 199

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17
Met Gly Gly Ser His His
1 5

Gly Gly Thr Ala Asn Gly
20

Val Pro Gly Ser Leu Pro
35

Ser Ala Ala Gly Ser Lys
50

Tyr Ser Ser Leu Arg Phe
65 70

Arg Lys Asn Lys Pro Gln
85

Ser Glu Leu Arg Ile Asn
100

Met Cys Lys Val Tle Ser
115

Ile Thr Ile Val Glu Ser
130

Ser His Leu Val Lys Cys
145 150

Asn Gly Gly Glu Cys Phe
165

Tyr Leu Cys Lys Cys Pro
180

Tyr Val Met Ala Ser Phe
195

<210> 18

<211> 198
<212>DNA
<213> Homo sapiens

<400> 18

His

Val

Pro

Leu

55

Lys

Asn

Lys

Lys

Asn

135

Ala

Met

Asn

Tyr

His

Gly

Gln

40

Val

Trp

Ile

Ala

Leu
120

Ala

Glu

val

Glu

ES 2 664 394 T3

His

Asp

25

Leu

Leu

Phe

Lys

Ser

105

Glu

Thr

Lys

Lys

Phe
185

His

10

Leu

Lys

Arg

Lys

Ile

Leu

Asn

Ser

Glu

Asp

170

Thr

Gly

Tyr

Glu

Cys

Asn

75

Gln

Ala

Asp

Thr

Glu

155

Leu

Gly

catatgagcc atcttgtaaa atgtgcggag aaggagaaaa

gagtgecttca tggtgaaaga cctttcaaac ccectcgagat

gagtttactg gtgatcgetg ccaaaactac gtaatggoca

ctgtaccagt aaggatcc

Met Ala Ser Met Thr
15

Agp Asp Asp Asp Lys
30

Met Lys Ser Gln Glu
45

Glu Thr Ser Ser Glu
60

Gly Asn Glu Leu Asn
80

Lys Lys Pro Gly Lys

Asp Ser Gly Glu Tyr
110

Ser Ala Ser Ala Asn
125

Ser Thr Thr Gly Thr

140

Lys Thr Phe Cys Val
160

Ser Asn Pro Ser Arg
175

Asp Arg Cys Gln Asn

190
ctttctgtgt gaatggaggg 60
acttgtgcaa gtgcccaaat 120
gettetacaa ggeggaggag 180

198

36
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15

20
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<210> 19

<211> 82

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19
Met Gly Ser Ser His His Hig Hig His His Ser Ser Gly Leu Val Pro
1 5 10 15

Arg Gly Ser His Met Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys
20 25 30

Thr Phe Cys Val Asn Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser
35 40 45

Asn Pro Ser Arg Tyr Leu Cys Lysg Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp
50 S5 60

Arg Cys Gln Asn Tyr Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu
65 70 75 80

Tyr Gln

<210> 20

<211> 236

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> MIS Sequence

<400> 20
cgataactag cagcatttcc tccaacgagg atcccgcagg taagaagceta caccggcecag

tggccgggge ccgataacta gcagcatttce cteccaaccag gatcccgecag gtaagaaget

acaccggcca gtggccgggg ccgtggagec gggggcatcce ggtgecctgag acagaggtgce
tcaaggcagt ctccaccttt tgtctceccct ctgcagagag ccacattcetg gaagtt

<210> 21

<211> 60

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
Ser His Leu Val Lys Cys Ala Glu Lys Glu Lys Thr Phe Cys Val Asn
1 5 10 15

Gly Gly Glu Cys Phe Met Val Lys Asp Leu Ser Asn Pro Ser Arg Tyr
20 25 30

Leu Cys Lys Cys Pro Asn Glu Phe Thr Gly Asp Arg Cys Gln Asn Tyr
35 40 45

Val Met Ala Ser Phe Tyr Lys Ala Glu Glu Leu Tyr
50 S5 60

<210> 22
<211>61
<212> PRT
<213> Homo sapiens
37

60

120

180

236
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<400> 22

Ser His Leu

1

Gly Gly Glu

Leu Cys Lys

35

Val Met Ala

50

<210> 23
<211> 1269
<212> DNA

Val Lys

Cys Phe

20

Cys Pro

Ser Phe

<213> Homo sapiens

<400>23
atgagatggc

ggctecegeeg
accgeggece
gtgtgctact
gtggtgatcg
gcggcggcgyg
ggcccacggg
ccctettgge
ctggtgaagg
ctcaccgtge
gaggacagca
gecgecttee
agccgggtge
gaatcggctg
ctcagattca
atcaagatac
gattctggag
aatatcacca
gtaaaatgtg
aaagaccttt
cgctgecaaa

cctgaatag

<210> 24
<211> 422
<212> PRT

gacgcgccce
ccegetegte
tggegeeggyg
cgtececegee
agggaaaggt
cggcgggcga
cgctggggcece
ccaccgecce
tgcaccaggt
gectggggac
ggtacatctt
gagcctettt
tgtgecaageg
caggttccaa
agtggttcaa
aaaaaaagcc
agtatatgtg
tcegtggaatce
cggagaagga
caaacccecte

actacgtaat

<213> Homo sapiens

Cys Ala Glu

Met Val Lys

Asn Glu Phe

40

Tyr Lys Ala

55

gegecgetee
gecgeegetg
ggcggeggec
cagcgtggga
gcacccegcag
ggcaggggcg
gcccgecgag
ggtgcccage
gtgggcggtg
ctggggccac
cttcatggag
cececcectetg
gtgecgeettg
actagtcctt
gaatgggaat
agggaagtca
caaagtgatc
aaacgctaca
gaaaactttce
gagatacttg

ggcecagette

ES 2 664 394 T3

Lys
10

Asp
25

Thr

Glu

gggcgtcccg
ccgetgetge
ggcaacgagg
tcggtgcagg
cggcggeage
tggggcggeg
gagccgcetge
gccggegage
aaagccgggg
ceccgecttee
cccgacgeca
gagacgggecc
cctecccaat
cggtgtgaaa
gaattgaatc
gaacttcgea
agcaaattag
tctacatcca
tgtgtgaatg
tgcaagtgee

tacagtacgt

Glu Lys Thr

Leu Ser Asn

Glu Leu Tyr

Phe

Pro

Gly Asp Arg Cys

45

Gln
&0

gccceccggge
cactactgcet
cggcteecege
agctagctca
agggggcact
atcgegagece
tcgecgecaa
ccggggagga
gcttgaagaa
cctectgegg
acagcaccag
ggaacctcaa
tgaaagagat
ccagttctga
gaaaaaacaa
ttaacaaagc
gaaatgacag
ccactgggac
gaggggagtg
caaatgagtt

ccactcectt

38

Cys Val Asn

15

Ser Arg Tyr

30

Gln Asn Tyr

ccagcgcccce
getgetgggg
gggggecteg
gcgcgecgeg
cgacaggaag
gccagccgceg
cgggaccgtg
ggcgccctat
ggactcgctg
gaggctcaag
ccgegegecg
gaaggaggtce
gaaaagccag
atactcctct
accacaaaat
atcactggcet
tgecctctgee
aagccatctt
cttcatggtg
tactggtgat

tetgteotetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1269
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<400> 24
Met Arg Trp Arg Arg Ala Pro Arg Arg Ser Gly Arg Pro Gly Pro Arg
1 5 10 15

Ala Gln Arg Pro Gly Ser Ala Ala Arg Ser Ser Pro Pro Leu Pro Leu
20 25 30

Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu Gly Thr Ala Ala Leu Ala Pro Gly Ala
35 40 45

Ala Ala Gly Asn Glu Ala Ala Pro Ala Gly Ala Ser Val Cys Tyr Ser
50 55 60

Ser Pro Pro Ser Val Gly Ser Val Gln Glu Leu Ala Gln Arg Ala Ala

val val Ile Glu Gly Lys Val His Pro Gln Arg Arg Gln Gln Gly Ala
35 90 35

Leu Asp Arg Lys Ala Ala Ala Ala Ala Gly Glu Ala Gly Ala Trp Gly
100 105 110

Gly Asp Arg Glu Pro Pro Ala Ala Gly Pro Arg Ala Leu Gly Pro Pro
115 120 125

Ala Glu Glu Pro Leu Leu Ala Ala Asn Gly Thr Val Pro Ser Trp Pro
130 135 140

Thr Ala Pro Val Pro Ser Ala Gly Glu Pro Gly Glu Glu Ala Pro Tyr
145 150 155 160

Leu Val Lys Val His Gln Val Trp Ala Val Lys Ala Gly Gly Leu Lys
165 170 175

Lys Asp Ser Leu Leu Thr Val Arg Leu Gly Thr Trp Gly His Pro Ala
180 185 190

Phe Pro Ser Cys Gly Arg Leu Lys Glu Asp Ser Arg Tyr Ile Phe Phe
19% 200 205

Met Glu Pro Asp Ala Asn Ser Thr Ser Arg Ala Pro Ala Ala Phe Arg
210 215 220

Ala Ser Phe Pro Pro Leu Glu Thr Gly Arg Asn Leu Lys Lys Glu Val
225 230 235 240

Ser Arg Val Leu Cys Lys Arg Cys Ala Leu Pro Pro Gln Leu Lys Glu
245 250 255

Met Lys Ser Gln Glu Ser Ala Ala Gly Ser Lys Leu Val Leu Arg Cys
260 265 270

Glu Thr Ser Ser Glu Tyr Ser Ser Leu Arg Phe Lys Trp Phe Lys Asn
275 280 285

39
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15

20

Gly Asn Glu Leu Asn

290

Lys Pro

305

Lys Gly Lys

Asp Ser Gly Glu Tyr

325

Ala Ala

340

Ser Ser Asn

Thr Thr Thr

355

Ser Gly

Thr Phe

370

Cysg Val Asn

Asn
385

Pro Ser Arg Tyr

Arg Cys Gln Asn Tyr

405

Phe Leu Pro

420

Leu Ser

<210> 25

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Val Cys Leu Leu Thr
1 5

<210> 26

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
Ala Ser Pro Val Ser
1 5

<210> 27

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Trp Phe Val Vval Ile

1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Arg

Ser

310

Met

Ile

Ser

Gly

Leu

390

Val

Glu

val

val

Glu

Lys

295

Glu

Cys

Thr

His

Gly

375

Cys

Met

Ala Ala Leu

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

360

Glu

Lys

Ala
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Gln Asn Ile

300

Lys Pro

Ile Asn Ala

315

Arg Lys

val Ile

330

Ser Lys Leu

Val
345

Glu Ser Asn Ala

val Ala Glu

365

Lys Cys

Phe Met Val

380

Cys Lys

Pro Asn Glu Phe

395

Cys

Phe Thr

410

Ser Tyr Ser

Pro Pro
10

Lys

Ser

Gly

Thr

350

Lys

Asp

Thr

Ser

Ile

Leu

Asn

335

Ser

Glu

Leu

Gly

Thr
415

Gly Ser val Gln Glu Leu Val Gln Arg

Gly Lys

10

40

15

Gln

Ala

320

Asp

Thr

Lys

Ser

Asp

400

Pro
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<400> 28

<210> 29

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 29
Asp Leu Leu Xaa Val
1 5

<210> 30

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 30
Leu Gly Ala Trp Gly Pro Pro Ala Phe Pro Val Xaa Tyr
1 5 10

<210> 31

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 31
Tyr Ile Phe Phe Met Glu Pro Ala Ala Xaa Ser Ser Gly
1 5 10

<210> 32

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Leu Val Leu Arg

1

<210> 33

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 33
Lys Ala Ser Leu Ala Asp Ser Gly Glu Tyr Met Xaa Lys
1 5 10
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REIVINDICACIONES

Un péptido que comprende un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico (de tipo EGF) del factor de
crecimiento glial humano 2 (GGF2), en el que el péptido es GGF2, para ser usado en el tratamiento o la
prevencién de la insuficiencia cardiaca en un mamifero administrando una cantidad terapéuticamente eficaz a
intervalos de al menos 96 horas.

El péptido para ser usado segun la reivindicaciéon 1 en el que dicha administracién se lleva a cabo cada 96
horas.

El péptido para ser usado segun la reivindicacién 1 en el que dicha administracién se lleva a cabo cada 14
dias.

El péptido para ser usado segun la reivindicacion 1 en el que dicha administracion se lleva a cabo segin una
posologia seleccionada entre el grupo constituido por cada: cuatro dias, semana, 10 dias, 14 dias, mes, dos
meses, tres meses o cuatro meses.

El péptido para ser usado segun la reivindicacion 1 en el que dicho mamifero es un ser humano.
El péptido para ser usado segun la reivindicacion 1 en el que dicho péptido es GGF2 humano recombinante.

El uso de un péptido que comprende un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico (de tipo EGF), en el
que el péptido es GGF2, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la
insuficiencia cardiaca en un mamifero administrando una cantidad terapéuticamente eficaz a intervalos de al
menos 96 horas.

42



ES 2 664 394 T3

Figura 1

Acortamiento fraccionario y fraccién de eyeccién

Ie) O Acortamiento fraccionario
§ o2 W Fraccion de eyeccion
22 3
-9
S8 1- _ F[_ﬁﬁ
o @ : . L
L ®-1 - L !
g ©
& -3
(&)
-5 -

Veh bajosen altosen bajosen altos en
GGF2 GGF2 fragmentos fragmentos
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Figura 2

Fraccion de eyeccion Delta

15 -

* * = ® =\/eh-control
= = GGF2 0,625 mg/kg
—a— GGF2 3,25 mg/kg

Cambio neto desde el dia 1

| Periodo de tratamiento |

Dias
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Figura 3

ES 2 664 394 T3

Volumen sistélico final

ESV (ml)

Periodo de tratamiento ]

—a— Normal

- -e. - Veh-control

— = GGF2 0,625 mg/kg
—j— GGF2 3,25 mg/kg

5

T

10

T T T T

15 20 25 30
Dias
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Figura 4

Cambio neto
desde el dia 1

20

15

10 -

ES 2 664 394 T3

—/v— No modifcadas
- -8 - Vehiculo
—&— (24

—o— 48

P2y

54

Periodo de tratamiento J

0

5 10 15 20 25 30 35

Dias
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Figura 5

Fraccion de eyeccion (FE) ecocardiografica
&
% g T T - A = =p— =1 (No modificadas)
§ 75 - - -@ -+ =2 (Vehiculo)
E 3 (3,25 mg/kg GGF-2; con BSA)
§ 70 ——o——1(3.25 mg/kg GGF-2; sin BSA)
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=
S 65
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z
» 60
=
=
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2 55
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Figura 6
Concentraciones medias de radiactividad en el plasma
de ratas Sprague-Dawley macho tras una sola dosis
de %] rhGGF2 por via intravenosa (grupo 1)
1,000 - : ]
' # Total
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2 3
© 3
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§ 00104
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[+ 2 4 6 8 & P2 14 16 18 220 22 24
Horas
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Concentraciones medias de radiactividad en el plasma
de una rata Sprague-Dawley macho tras una sola dosis
de '?5| rhGGF2 por via intravenosa (grupo 2)

Figura 7
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Figura 15

Ser His Leu Val
Gly Gly Glu Cys
Leu Cys Lys Cys

Val Met Ala Ser
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Lys Cys Ala Glu Lys
Phe Met Val Lys Asp
Pro Asn Glu Phe Thr

Phe Tyr Lys Ala Glu

60

Glu Lys Thr
Leu Ser Asn
Gly Asp Arg

Glu Leu Tyr

Phe Cys Val Asn
Pro Ser Arg Tyr

Cys Gln Asn Tyr
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