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DESCRIPCION
Ligandos modificados mediante permutacion circular como agonistas y antagonistas
Antecedentes de la invencion

Las interacciones ligando-receptor son esenciales para una serie de vias de sefializacion celular. Los factores de
crecimiento, las citocinas y otras proteinas reguladoras usan estas interacciones para mediar las respuestas
celulares. Las proteinas que inhiben o facilitan estos procesos tienen potencial como agentes terapéuticos.

Dados algunos de los inconvenientes de las estrategias de anticuerpos monoclonales para inhibir las funciones
ligando-receptor tales como la cara fabricacién, el gran tamafo, la limitada penetracién en tejidos y los efectos
secundarios indeseables, los investigadores se han centrado en el uso de proteinas no de anticuerpos como agentes
terapéuticos. Ademas, Las estrategias de anticuerpos terapéuticos generalmente se limitan a la inhibiciéon o al
antagonismo, y no son competentes para estrategias para potenciar o actuar como antagonista de una via. Por
tanto, se estan explorando nuevas estrategias de ingenieria de proteinas para desarrollar ligandos y receptores
como agonistas y antagonistas de dianas clinicamente importantes como una alternativa a estrategias de
anticuerpos.

La permutacion circular implica la unién de los extremos amino y carboxilo naturales de una proteina, generalmente
con un enlazador, y la creacién de nuevos extremos amino y carboxilo mediante la escisidon en un nuevo sitio en la
secuencia de la proteina, generalmente un bucle; de manera tal que la secuencia primaria de la proteina resultante
se reorganiza, mientras que la estructura secundaria (y la actividad) se mantiene. Por tanto, la creacion de los
nuevos extremos puede proporcionar mejores localizaciones para la union de un miembro de fusion en relacion con
los extremos naturales.

La permutacion circular de un ligando de proteina proporciona un medio mediante el cual se puede alterar una
proteina para producir nuevos extremos carboxilo y amino sin disminuir la especificidad y la afinidad de unién del
ligando de proteina alterado por su diana en relacion con su forma natural. Adicionalmente, los nuevos extremos se
pueden mover preferentemente a una localizacion preferencial para incorporar el ligando permutado circularmente
en un polipéptido de fusién, y demostrar una mejor actividad en comparacion con un polipéptido de fusiéon que
contiene el ligando natural (no permutado circularmente). Los ligandos permutados circularmente se desvelan en el
documento WO 95/27732. Las proteinas de fusidon que comprenden una interleucina y el dominio de unién de un
receptor de interleucina se desvelan en el documento WO 2010/020766. La presente invencion proporciona
polipéptidos de fusion que comprenden ligandos modificados mediante permutacién circular que funcionan como
agonistas, superagonistas o antagonistas de una via de sefializacion. Tales polipéptidos de fusidon son beneficiosos
en el tratamiento de muchos trastornos, afecciones y enfermedades que dependen de la interaccion ligando-receptor
y la transduccion de sefial. Por ejemplo, tales polipéptidos de fusién que actian como antagonistas de un receptor
diana tienen potencial como agentes terapéuticos para el cancer y trastornos autoinmunes. Tales polipéptidos de
fusidon que actuan como agonistas o superagonistas de una via de sefalizacion tienen el potencial, por ejemplo, en
cancer o en medicina regenerativa.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un polipéptido de fusién que comprende los aminoacidos 1
a 303 de la SEQ ID NO: 26, o una secuencia de aminoacidos homéloga a la misma con al menos el 70 % de
identidad de secuencia a nivel de aminoacidos que comprende una IL-2 permutada circularmente que tiene una
selectividad mejorada por IL-2RBy sobre IL-2Ray en relacién con la IL-2 de tipo silvestre.

En un segundo aspecto, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica que comprende el
polipéptido de fusidn del primer aspecto y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona un acido nucleico aislado o recombinante que codifica el
polipéptido de fusién del primer aspecto.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona un vector recombinante que comprende el acido nucleico
del tercer aspecto.

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona una célula hospedadora que comprende el vector del cuarto
aspecto.

En un sexto aspecto, la presente invencion proporciona el polipéptido de fusidon del primer aspecto para su uso en
medicina.

En un séptimo aspecto, la presente invencion proporciona el polipéptido de fusion del primer aspecto para su uso en
un método de tratamiento de cancer o una afeccién autoinmune.
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En el presente documento se desvelan polipéptidos de fusion que comprenden ligandos de polipéptido que se
modifican mediante permutacion circular y se fusionan con al menos un miembro de fusiéon de polipéptido en donde
tales polipéptidos de fusion tienen funciones o actividades bioldgicas nuevas, mejoradas o potenciadas en relacion
con la proteina de fusion analoga con el ligando natural (no permutado circularmente). Tales mejoras incluyen, pero
sin limitacién, mayor afinidad de unién, mayor actividad, mayor actividad agonista (superagonista), mayor actividad
antagonista, mayor accesibilidad, mayor flexibilidad del sitio activo, mayor estabilidad, especificidad de sustrato mas
amplia y/o cambiada, mayor direccionamiento hacia el tejido, mayor unién de proteinas, mayor direccionamiento de
membrana, parametros farmacocinéticos potenciados, propiedades fisicas potenciadas, y combinaciones de las
mismas.

Los ligandos permutados circularmente pueden comprender todas o cualquier parte de sus cadenas de polipéptidos
naturales, y pueden incluir opcionalmente enlazadores. Los ligandos permutados circularmente se disefian para
estar orientados de forma o6ptima, de manera que se puedan fusionar con al menos un miembro de fusion de
polipéptido deseado sin comprometer la actividad, tal como la afinidad de unién del ligando modificado por su diana.
Los ligandos permutados circularmente (modificados) de los polipéptidos de fusion pueden ser al menos tan activos,
y preferentemente mas activos, que en comparacion con sus correspondientes proteinas naturales. En el presente
documento se desvelan proteinas de fusiéon que tienen una mayor afinidad de unién por sus proteinas diana. La
afinidad de unién de la proteina de fusion por su proteina diana puede ser al menos 5 veces, preferentemente al
menos 10 veces, preferentemente al menos 20 veces, o mas, mayor que la afinidad del ligando natural por la diana
proteica. El polipéptido de fusidon puede tener afinidad de unién por el receptor al menos 10 veces mayor.

Los ligandos se pueden seleccionar del grupo que incluye, pero sin limitacion, citocinas, linfocinas, quimiocinas,
adipocinas, factores de crecimiento, hormonas, moléculas de adhesién celular y neurotransmisores. Los miembros
de fusién de polipéptidos pueden ser cualquier polipéptido que proporcione y que mejore la proteina natural. Por
ejemplo, los miembros de fusién se pueden seleccionar del grupo que incluye, pero sin limitacién, todo o una parte
de: glucoproteinas, proteoglicanos, moléculas de sefalizacion celular, proteinas accesorias, receptores solubles,
receptores unidos a la membrana, receptores transmembrana, anticuerpos, enzimas, polipéptidos de
direccionamiento (por ejemplo, nanocuerpos), mucinas o péptidos de tipo mucina, polipéptidos sintéticos o cualquier
combinacién de los mismos. Las mejoras incluyen, pero sin limitacion, mejoras en la afinidad, agonismo,
antagonismo, adicién de actividad funcional sinérgica, direccionamiento hacia el tejido, direccionamiento de proteina,
direccionamiento de membrana, parametros farmacocinéticos (por ejemplo, la semivida), o propiedades fisicas (por
ejemplo, solubilidad).

Tal como se desvela en el presente documento, al menos un miembro de fusiéon de polipéptidos comprende toda o
una parte de una subunidad del receptor diana u otra molécula implicada en su via de transduccién de sefal natural.
Se entiende que un miembro de fusién de polipéptidos puede comprender un polipéptido que es al menos el 60 %, al
menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el 90 % homdlogo a toda o a una parte de una subunidad de un
receptor diana u otra molécula implicada en una via de transduccién de sefal.

En el presente documento se desvelan polipéptidos de fusién que comprenden un ligando modificado y un miembro
de fusion de polipéptidos que estan ligados adicionalmente a un segundo miembro de fusién. Los ejemplos de los
segundos miembros de fusién incluyen todo o cualquier parte de un anticuerpo (por ejemplo, la regién Fc de un
anticuerpo) y cualquiera de los tipos de polipéptidos adecuados como un primer miembro de fusidon descritos
anteriormente.

En el presente documento se desvelan, los polipéptidos de fusion que funcionan como agonistas nuevos y
mejorados (superagonistas) o antagonistas de un receptor tal como un receptor celular que estd implicado en la
transduccion de sefial de una via de sefalizacion celular. Los polipéptidos de fusién se pueden unir a un receptor de
diana monomeérico, dimérico o multimérico y pueden inhibir o potenciar la dimerizacioén, la trimerizacién o la
multimerizacion del receptor y/o inhibir o potenciar la transduccion de sefal y la sefializacién aguas abajo de una via
celular.

En el presente documento se desvela un polipéptido de fusidén que comprende, un primer miembro de fusiéon de
polipéptidos unido a un ligando modificado que se corresponde con un ligando natural especifico para un receptor de
diana, en donde el ligando modificado se ha permutado circularmente para crear un nuevo extremo N-terminal y un
nuevo extremo C-terminal en comparacion con el ligando natural, y en donde el nuevo extremo N-terminal o el nuevo
extremo C-terminal del ligando modificado esta unido a un primer miembro de fusion de polipéptidos para formar un
polipéptido de fusién que opcionalmente tiene una mayor afinidad por el receptor de diana en comparacién con el
ligando natural por el receptor, y en donde tras la asociacion del polipéptido de fusidén con el receptor de diana, el
polipéptido de fusién actia como superagonista o como antagonista de la actividad del receptor de diana. El nuevo
extremo C-terminal y el nuevo extremo N-terminal del ligando modificado puede no alterar cualquier dominio de
union del ligando modificado por el receptor diana.

El receptor diana puede funcionar mediante la formacion por etapas de un complejo multimérico de activacion para

desencadenar una transduccion de sefial de una via de sefializacién celular y en donde tras la unién del polipéptido
de fusion al receptor, la transduccion de sefal tiene efecto superagonista o antagonista.
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El polipéptido de fusion se puede unir al receptor y mejorar la formacion por etapas del complejo multimérico de
activacion actuando asi como superagonista de la transduccion de la sefial mediante el receptor diana.

El polipéptido de fusion se puede unir al receptor e impedir de forma estérica la formacién por etapas del complejo
multimérico actuando asi como antagonista de la transduccion de sefial mediante el receptor diana.

En el presente documento se desvela un polipéptido de fusion que comprende el ligando modificado y un primer
miembro de fusion, en donde el primer miembro de fusion del ligando modificado proviene de toda o una parte de la
proteina con la que se habria asociado el ligando natural del receptor diana en la primera etapa de la formacion por
etapas del complejo multimérico de activacion del receptor. El polipéptido de fusién puede comprender la proteina
modificada y un miembro de fusidn en donde el miembro de fusion de la proteina modificada proviene de toda o una
parte de la proteina con la que se habria asociado el receptor diana en etapas aguas abajo de la formacion paso a
paso del complejo multimérico de activacion del receptor.

El primer miembro de fusion del heterodimero se puede fusionar al ligando modificado en una posicién que esta
orientada para mejorar la formacién paso a paso del complejo multimérico de activacién del receptor.

El primer miembro de fusion del heterodimero se puede fusionar al ligando modificado en una posicion que se
orienta para impedir estéricamente la formacion del complejo multimérico de activacion del receptor.

El polipéptido de fusion puede ser un homodimero que comprende la proteina modificada y un miembro de fusién en
donde el miembro de fusion del ligando modificado proviene de todo o una parte del mismo ligando en donde la
homodimerizacion se requiere para la formacion del complejo multimérico de activacion del receptor.

En el presente documento se desvela un método de actuacion como superagonista de un receptor diana que
comprende la etapa de poner en contacto el receptor con el polipéptido de fusién de la invencion.

En el presente documento se desvela un método de actuacion como antagonista de un receptor diana que
comprende la etapa de poner en contacto el receptor con un polipéptido de fusion de la invencién.

En el presente documento se desvela un método para preparar un polipéptido de fusién que comprende las etapas
de: a) seleccionar un ligando natural que se une a un receptor en donde el receptor funciona mediante una
formacion por etapas de un complejo multimérico de activacion para desencadenar una transduccion de sefal de
una via de sefalizacion celular; b) crear un ligando modificado mediante permutacién circular para proporcionar un
ligando modificado que tiene un nuevo extremo N-terminal y un nuevo extremo C-terminal en comparacién con el
ligando natural de la etapa (a); y c) unir un primer miembro de fusion de polipéptido al extremo N-terminal o C-
terminal del ligando modificado de la etapa (b) para crear un polipéptido de fusién, en donde los nuevos extremos de
N-terminal o C-terminal del ligando modificado se localizan para permitir que el primer miembro de fusion se una al
ligando modificado en una posicién orientada para actuar como antagonista o superagonista de la funcion del
receptor diana tras la union del polipéptido de fusidn al receptor diana. El método puede comprender adicionalmente
fusionar un segundo miembro de fusion al ligando modificado de la etapa (b) en donde el segundo miembro de
fusion proporciona una mejora adicional a la proteina, tal como prolongar la semivida del polipéptido de fusién in
vivo. Otras mejoras que se podrian hacer por ingenieria mediante la etapa (c) incluyen, pero sin limitacion, adicion
de actividad funcional sinérgica, direccionamiento hacia el 6rgano, direccionamiento hacia el tejido, direccionamiento
de proteina, direccionamiento de membrana, direccionamiento de matriz biolégica, farmacocinética (por ejemplo,
porcentaje de biodisponibilidad) o propiedades fisicas (por ejemplo, solubilidad).

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1. Estructura del complejo hexamérico de sefializacion IL6 (PDB: 1P9M). Vista lateral (parte superior) y vista
superior (parte inferior) del complejo hexamérico que consiste en dos moléculas de IL-6 (gris oscuro), dos
moléculas solubles de IL-6Ra (D2-D3 de la subunidad a del receptor de IL6, negro) y dos moléculas solubles de
gp130 (D1-D2-D3, gris claro).

FIG. 2. llustracion del proceso de permutacion circular que utiliza la proteina del conjunto de 4 hélices, IL-6.
Representaciéon en cinta de la estructura cristalina de IL-6 (PDB 1P9M, superior izquierda) y de la estructura
modelada de una IL-6 permutada circularmente (RDB1503, superior derecha). Los extremos N-terminal y C-
terminal se etiquetan como las hélices A, B, C, D segun la nomenclatura estandar de IL-6. La proteina permutada
circularmente se disefi¢ uniendo los extremos naturales y creando nuevos extremos entre las hélices C y D de la
IL-6 natural. El resultado final de la permutacion circular es la reubicacion de los términos en la cara opuesta de
IL-6. Las secuencias de aminoacidos para IL-6 (restos 47-212 de la SEQ ID NO: 3) y RDB1503 (SEQ ID NO: 1)
(medio e inferior, respectivamente) resaltan la secuencia reordenada. El nuevo extremo N-terminal de RDB1503
precede de manera inmediata a la hélice D. El drea sombreada en la representacion en cintas y la secuencia
proteica de RDV1503 resalta el enlazador creado para conectar los extremos N-terminal y C-terminal de la IL-6
natural.

FIG. 3. Modelo molecular que ilustra la orientacion relativa del D1 (dominio 1 de gp130) cuando se fusiona a IL-6
(FIG. 3A) y RDB1503 (FIG. 3B), dando como resultado las proteinas de fusion RDB1529 y RDB1527,
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respectivamente. El dominio D1 esta sombreado para resaltarlo. Las partes de gp130 y IL-6Ra en el complejo
hexameérico activo se incluyen como referencia. El dominio D1 de RDB1529 apunta hacia fuera de la interfaz de
union a gp130 en el complejo activo hexamérico y, por lo tanto, se predice que no puede antagonizar
eficazmente la sefial (Figura 3A). En contraste, el dominio D1 de RDB1527 participa en la unién a IL-6Ra y ocupa
el espacio ocupado por la segunda molécula de gp130 en el complejo hexamérico, antagonizando asi
eficazmente la sefal (Figura 3B).

FIG. 4. Curvas de respuesta a la dosis para IL-6 (A) y RDB1503 (< ) en el ensayo celular HEK-Blue™. La CEso
se estimaa 1 pMya 0,6 pM, para IL-6 y RDB1503, respectivamente.

FIG. 5. Inhibicién de la sefalizacién de IL6 mediante RDB1527 en el ensayo celular HEK-Blue™. Actividad de IL6
(~-¢-) como una funcién de su concentracion en ausencia de inhibicién. La inhibicion mediante

RDB1527 (i), y RDB1529 (=e=ii=) se midieron en presencia de 12,5 pM de IL6. Todas las mediciones se
hicieron por duplicado. El valor estimado de la Clso para RDB1527 es 0,22 nM. RDB1529 no present6 una fuerte
actividad inhibidora.

FIG. 6. Medidas de resonancia de plasmoén superficial (SPR) de IL-6Ra soluble que se une a IL-6 inmovilizada
(FIG. 6A), RDB1529 (FIG. 6B) y RDB1527 (FIG. 6C). Los sensogramas Y las curvas ajustadas estan en gris y en
negro, respectivamente. Los parametros cinéticos calculados a partir de los datos estan en las tablas insertadas.
FIG. 7. Estructura del complejo de sefializacion IL-18 humano (PDB: 4DEP; FIG. 7A) y una representacion
modelo de la posible formacion del complejo mediada por RDB1538 (CP_IL-1B_IL-1RI (D1-D2); FIG. 7B). IL-1B
(resaltado con una flecha en la estructura) se une a los receptores IL-1RI (negro, que sale del plano) e IL-1RAcP
(gris claro, que se aleja del plano). Los extremos naturales N-terminal y C-terminal de IL-18 no estan en estrecha
proximidad al extremo C-terminal del dominio D1-D2 de IL1RI. Los extremos de la IL-1B disefiada y permutada
circularmente estan ahora préximos al extremo C-terminal del dominio D1-D2 de IL-1RI, facilitando asi la
generacion de la proteina de fusiéon. El area sombreada resalta el enlazador que conecta la variante IL-13
permutada circularmente al receptor IL-1RI.

FIG. 8. Estructura del complejo de sefializacion IL2 humano (PDB: 2ERJ; FIG. 8A) y el complejo de sefializacion
modelado mediado por RDB1405 (CP_IL-2_IL-2Ra; FIG. 8B). IL2 (resaltado con una flecha en la estructura) se
une a los receptores IL2Ra (gris, parte superior izquierda en el complejo), IL2RB (gris claro, parte inferior
izquierda en el complejo) y yc (negro, parte inferior derecha en el complejo). IL-2Ra estabiliza la conformacion de
IL-2 para mejorar su afinidad de unién a IL-2Rp. Los extremos N-terminal y C-terminal naturales de IL-2 estan en
la cara distal a la interfaz IL-2/IL-2Ra. Los extremos de la IL-2 disefiada y permutada circularmente estan ahora
proximos a la interfaz IL-2/IL-2Ra, facilitando asi la generacion de la proteina de fusion. El area sombreada
resalta el enlazador que conecta la variante de IL-2 permutada circularmente al receptor IL-2Ra.

FIG. 9. Es un diagrama que muestra los complejos de sefializacién representativos para citocinas, y factores de
crecimiento que ilustran el ensamblaje multimérico que lleva a la activacion.

FIG. 10. Es un diagrama que representa el mecanismo de antagonismo por Picasso3_D1. Los determinantes de
union tanto de IL-6 como de D1 (dominio de gp130) estan presentes en la proteina de fusion hibrida dando como
resultado una alta afinidad de unién a IL-6Ra. Una vez que Picasso3_D1_Fc esta unido a IL-6Ra, el ensamblaje
del complejo de sefializacion de IL-6 no puede proceder, dando como resultado el antagonismo.

FIGs. 11A y 11B. Respuesta de las células HH (izquierda) y de las células CTLL-2, (derecha) a la IL-2 de tipo
silvestre (proleucina) y a variantes disefiadas de IL-2.

FIGs. 12A y 12B. Respuesta de las células HH (izquierda) y de las células CTLL-2, (derecha) a la IL-15 de tipo
silvestre y a variantes disefiadas de IL-15.

FIG. 13. Estructura del complejo de sefalizacion IL-15 modelado para las proteinas de fusién CP-IL-15-IL-15Ra
generado mediante superposicion del complejo IL-15/IL-15Ra (2Z3Q.pdb en las cadenas de IL-Rf e IL-2Ry de la
estructura del complejo de sefalizacion ternario IL-2, 2ERJ.pdb). El "enlazador" que une los extremos naturales
de IL-15 para crear la variante de IL-15 permutada circularmente y el "espaciador" para crear la fusion CP-IL-15-
IL-15Ra se resaltan con flechas. Nétese que los extremos naturales de IL-15 (originalmente localizados en el sitio
del "enlazador") se orientan muy distalmente de la interfaz de unién de IL-15Ra, creando asi la necesidad de la
permutacion circular del ligando.

Descripcion detallada de la invencion

A continuacion, sigue una descripcion de las realizaciones preferidas de la invencion. En el presente documento se
desvelan una proteina de fusion de polipéptidos que presenta un ligando IL-6 permutado circularmente fusionado a
una parte de gp130. Se entiende que las funciones, las actividades biologicas y otras caracteristicas de las
realizaciones descritas se aplican generalmente a otros polipéptidos de fusiéon que comprenden ligandos modificados
mediante permutacion circular fusionados a miembros de fusion de polipéptidos.

Tal como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el"
o "la" incluyen referencia en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la
referencia a "un miembro de fusién de polipéptidos" incluye una pluralidad de miembros de fusion de polipéptidos.
En la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones que se presentan a continuacion, se hara referencia a
una serie de términos que se definiran con los siguientes significados, a menos que una intencién contraria sea
evidente.
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Definiciones

Las expresiones "permutacion circular" y "permutado circularmente” "(PC)" tal como se usan en el presente
documento, se refieren al proceso conceptual de tomar una proteina lineal, o su secuencia de acido nucleico afin y
fusionar los extremos naturales N-terminal y C-terminal (directamente o a través de un enlazador, usando proteinas
o metodologias del ADN recombinante) para formar una molécula circular, y después cortar (¢ abrir?) la molécula
circular en una localizacion diferente para formar una nueva proteina lineal o molécula de acido nucleico afin, con
extremos diferentes a los extremos de la molécula original. La permutacién circular, mantiene por lo tanto la
secuencia, estructura y funciéon de una proteina (diferente al enlazador opcional), mientras que genera nuevos
extremos C-terminal y N-terminal en diferentes localizaciones que, de acuerdo con un aspecto de la invencién, da
como resultado una orientacién mejorada para fusionar un miembro de fusion de polipéptidos deseados en
comparacién con el ligando original. La permutacion circular también incluye cualquier proceso que da como
resultado una molécula de cadena lineal permutada circularmente, tal como se define en el presente documento. En
general, una molécula permutada circularmente de novo se expresa como una molécula lineal y no se somete
formalmente a las etapas de circularizaciéon y apertura. La permutacion circular particular de una molécula, en el
presente documento, se designa mediante corchetes que contienen, en el caso de una proteina permutada
circularmente, los restos de aminoacidos entre los que se elimina el enlace peptidico. Por ejemplo, la designacién
IL6(Q182/Q180) designa un factor de crecimiento de IL6 permutado circularmente en el que el sitio de apertura
(posicién a la cual se elimina el enlace peptidico) tiene lugar entre los restos Q182 y Q180 de la IL-6 natural no
permutada o no modificada y, por lo tanto, el extremo N-terminal recién creado es una glutamina que era
anteriormente el resto 182 y el extremo C-terminal recién creado es una glutamina que anteriormente era el resto
180.

Un "espaciador”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un péptido que une las proteinas que
comprenden una proteina de fusién. Generalmente, el espaciador no tiene una actividad biolégica especifica y su
proposito es simplemente unir las proteinas para conservar alguna distancia minima u otra relaciéon espacial entre
ellas. Sin embargo, los aminoacidos constitutivos de un espaciador se pueden seleccionar basandose en algunas
propiedades del enlazador o de la molécula resultante tal como la flexibilidad, la hidrofilia, la carga neta, la
susceptibilidad proteolitica o ausencia de la misma, y la ausencia de inmunogenicidad.

Las expresiones ligando, polipéptido, proteina, citocina o factor de crecimiento "no permutado”, "natural”, de "tipo
silvestre" (wt como abreviatura, del inglés wild type a lo largo del texto), o "no modificado", se usan en el presente
documento para proporcionar un punto de referencia para el ligando, la citocina, el factor de crecimiento o la proteina
antes de su reordenamiento en una molécula permutada circularmente, tal como se describe anteriormente.
Normalmente, el ligando, el factor de crecimiento o la proteina no modificados tienen los extremos amino y carboxilo
y la secuencia de aminoacidos que sustancialmente se corresponden con los extremos amino y carboxilo y la
secuencia de aminoacidos del ligando, factor de crecimiento o proteina o un dominio independiente de una proteina,
tal como se dan de manera general in vivo. El ligando, factor de crecimiento o proteina no modificada puede ser una
forma madura completa o un precursor de la forma madura (tal como una proproteina).

El término "ligando" se usa en el presente documento generalmente para denotar cualquier polipéptido (ya sea
natural, endégeno o modificado de acuerdo con la invencidn) que se une a una segunda proteina o receptor y es un
componente de una via bioquimica. Un ligando directa o indirectamente puede afectar (por ejemplo, inducir, inhibir) a
la actividad del receptor (por ejemplo, sefializacion, adhesion).

La expresion "ligando modificado" se usa en el presente documento para indicar un ligando que se ha modificado
mediante permutacion circular en comparacion con el correspondiente ligando natural.

"Actividad" o "actividad biolégica" se refiere a una funcién biolégica o a un efecto in vitro o in vivo, que incluyen, pero
sin limitacién, la unién al receptor, la actividad antagonista, la actividad agonista, o una respuesta celular o
fisiolégica.

Un "agonista" es un polipéptido de fusion desvelado en el presente documento que es capaz de unirse a un receptor
deseado para dar como resultado un complejo de receptor activado. Un "superagonista" es un polipéptido de fusion
de la invencién capaz de unirse al receptor diana y que proporciona una activacion mejorada del complejo del
receptor en comparacion con el ligando natural para ese receptor diana. La activacion mediante el superagonista de
polipéptido de fusién de la invencion se puede mejorar al menos dos veces, y preferentemente al menos 5 veces,
preferentemente al menos 10 o preferentemente al menos 20 veces 0 mas en comparacion con la activacion del
receptor diana mediante el ligando natural. Un polipéptido de fusién de la invencién "que tiene actividad agonista" se
refiere al hecho de que los polipéptidos de fusion son capaces de unirse a y de activar o actuar como superagonista
de al menos un receptor.

Un "antagonista" es un polipéptido de fusién desvelado en el presente documento que es capaz de unirse a un
receptor deseado pero incapaz de mediar cambios conformacionales o ensamblajes moleculares correctos de las
moléculas del receptor necesarias para dar como resultado un complejo activado, y mediante lo cual, se inhibe
sustancialmente la activacion del receptor mediada por ligando natural. La activacion del receptor tras la uniéon de un
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ligando adecuado generalmente implica bien un cambio conformacional en el receptor o una diferencia en los
estados de asociacién del receptor, por ejemplo, oligomerizacion de las subunidades del receptor o reclutamiento de
proteinas o receptores adicionales.

El término "receptor" se entiende que indica una proteina presente sobre una superficie celular (o un receptor soluble
no presente sobre la superficie celular pero que tiene o se asocia con un receptor de superficie celular equivalente)
con el que se une un ligando. Los receptores de superficie celular se componen tipicamente de diferentes dominios
o subunidades con diferentes funciones, tales como un dominio extracelular (o dominios) que contiene la regiéon con
la que interactua el ligando, un dominio o dominios transmembrana (o en algunos casos, un lipido de anclaje) que
ancla el receptor en la membrana celular. En algunos casos, también esta presente un dominio efector intracelular
que inicia una sefial celular en respuesta a la union del ligando (transduccion de sefial). Los receptores solubles
tipicamente se componen de uno o mas de los dominios extracelulares que son resultado de la escisién proteolitica
de la region de anclaje a la membrana.

"Receptores diana" o "ligandos diana" de acuerdo con la invencidon son las moléculas a las que se disefan los
polipéptidos de fusidon de la invencion para unirse directamente. En una realizacion, los "receptores diana" de
acuerdo con la invencién son capaces de unirse finalmente o de asociarse de otro modo con, moléculas de
sefializacion (por ejemplo, ligandos) en la activacion de una transduccion de sefial en de una via de sefalizacidon
celular.

Un receptor que se activa mediante "la formacion por etapas de un complejo multimérico de activacion" es un
receptor que ademas de la unién de uno o mas ligandos, requiere la interaccion de una o mas subunidades proteicas
adicionales en un proceso conocido como dimerizacién, trimerizacion, multimerizacion, complejacion u
oligomerizacién (también denominado en la materia como "agrupacién”) para lograr por completo la transduccion de
sefial de una via de sefalizacién celular. El receptor puede estar ya en la forma de un dimero o multimero antes de
la unién del ligando y tras la unién del ligando puede reclutar proteinas solubles o ancladas a la membrana
adicionales de manera sucesiva para construir el complejo multimérico de activacion de funcionamiento completo.

El "radio hidrodindmico" es el radio aparente (Rn en nm) de una molécula en una solucién calculada a partir de
propiedades de difusion. El "radio hidrodinamico" de una proteina afecta a su tasa de difusiéon en forma acuosa. El
radio hidrodinamico de una proteina esta influenciado por su peso molecular asi como por su estructura, incluyendo
la forma y su compactacion y su estado de hidratacion. Los métodos para determinar el radio hidrodinamico son bien
conocidos en la materia, tales como el uso de DLS y la cromatografia por exclusién de tamafio. La mayoria de las
proteinas tiene estructura globular, que es la estructura tridimensional mas compacta que puede tener una proteina
con el radio hidrodinamico mas pequefio. Algunas proteinas adoptan una conformacién no estructurada aleatorizada
y abierta o 'lineal' y como resultado tienen un radio hidrodinamico mucho mayor en comparacion con las proteinas
globulares tipicas de peso molecular similar.

Un "polipéptido de dominio de mucina" se define en el presente documento como cualquier proteina que comprende
un "dominio mucina". Un dominio mucina es rico en posibles sitios de glucosilacion, y tiene un elevado contenido de
serina y/o treonina y prolina, que puede constituir mas del 40 % de los aminoacidos. Un dominio mucina esta
fuertemente glucosilado con glucanos predominantemente enlazados a O.

El término "enlazador" o "secuencia de enlazador" tal como se usa en el presente documento, se refiere a la
secuencia peptidica que se usa para unir los extremos amino y carboxilo de una proteina (o su correspondiente
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina) a través de enlaces covalentes tanto para el extremo amino
como para el extremo carboxilo. En algunas realizaciones, la proteina permutada circularmente se produce mediante
la unién de los extremos de la correspondiente secuencia de ADN o de ARN, formando diversos permutantes
mediante el corte de la secuencia de acido nucleico circularizada, y posteriormente la traduccion de las secuencias
de acido nucleico para formar la(s) proteina(s) permutadas circularmente.

El término "resto" tal y como se usa en el presente documento se refiere a un aminoacido que se incorpora en un
péptido. El aminoacido puede ser un aminoacido de origen natural y, salvo que se limite de otro modo, puede
abarcar analogos conocidos de aminoacidos naturales que pueden funcionar de una manera similar que los
aminoacidos de origen natural.

La expresion "sitio de apertura”, tal como se usa en el presente documento cuando se refiere a la permutacion
circular, se refiere a la posicion en la que un enlace peptidico se eliminaria para formar nuevos extremos amino y
carboxilo, bien mediante manipulacion de proteinas o de acido nucleico. El sitio de apertura se designa mediante las
posiciones del par de aminoacidos, localizadas entre los extremos amino y carboxilo de la proteina no permutada
(natural) que llegan a ser los nuevos extremos amino y carboxilo de la proteina permutada circularmente. Por
ejemplo, en IL6(Q182/Q180), el extremo N-terminal recién creado (el nuevo punto de partida de la IL-6 permutada
circularmente) es equivalente (estructuralmente) a Q182 de la IL-6 natural y el extremo C-terminal recién creado (el
ultimo resto de la IL-6 permutada circularmente) es equivalente (estructuralmente) a Q180 de la IL-6 natural. El resto
181 de la IL-6 natural se eliminé en la creacion del sitio de apertura.
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Los términos "polipéptidos" y "proteina" se usan de manera intercambiable en el presente documento e incluyen
proteinas y fragmentos de las mismas. En el presente documento se desvelan polipéptidos como secuencias de
restos de aminoacidos. Estas secuencias se escriben de izquierda a derecha en la direccién desde el extremo amino
hasta el extremo carboxilo. De acuerdo con la nomenclatura convencional, las secuencias de restos de aminoacidos
se denominan bien mediante un cédigo de tres letras o de una unica letra tal como se indica a continuacion: Alanina
(Ala,A), Arginina (Arg;R), Asparagina (Asn;N), Acido aspartico (Asp,D), Cisteina (Cys;C), Glutamina (GIn;Q), Acido
glutamico (Glu,E), Glicina (Gly;G), Histidina (his, H), Isoleucina (lle,l), Leucina (Leu;L), Lisina (Lys;K), Metionina
(Met;M), Fenilalanina (Phe;F), Prolina (Pro;P), Serina (Ser;S), Treonina (Thr;T), Triptéfano (Trp;W), Tirosina (Tyr,), y
Valina (Val,V).

Todas las posiciones de aminoacidos descritas en el presente documento usan como marco de referencia
secuencias para la proteina natural. Por ejemplo, IL-1B natural (SEQ ID NO:19), IL-6 natural (SEQ ID NO:3), IL-2
natural (SEQ ID NO:20), gp130 natural (SEQ ID NO:21), IL-1RI natural (SEQ ID NO:22), e IL-2Ra natural (SEQ ID
NO:23) tal como se presentan en el Listado de secuencias. Por ejemplo, una molécula de IL-6 "que comprende los
aminoacidos 47 a 212" se referiria a una molécula que tiene aminoacidos que sustancialmente se corresponden con
esas posiciones en la SEQ ID NO:3. En el presente documento se usan otras referencias comunes para indicar
deleciones o sustituciones para una secuencia usando como referencia secuencias, las respectivas secuencias
naturales tal como se citan en el listado de secuencias o cuyo numero de registro se proporciona en el presente
documento. Las sustituciones de aminoacidos se pueden indicar mediante paréntesis, por ejemplo, "(Ser 287)" se
refiere a una molécula que tiene serina en la posicién del aminoacido 287. Las moléculas permutadas circularmente
se designan mediante la molécula natural seguida entre corchetes que encierran las posiciones de aminoacidos que
comprenden el sitio de apertura. Por tanto, por ejemplo, IL6 (182/180) designa una IL6 permutada circularmente en
la que el nuevo extremo amino esta en el resto de aminoacidos 182, y el nuevo extremo carboxilo esta en el resto de
aminoacidos 180 de la IL6 natural no permutada. Se reconoce que pueden realizarse algunas sustituciones,
adiciones o deleciones a cualquiera de las secuencia descritas en este documento que no alteren la actividad
bioldgica de la regidn. De hecho, se pueden requerir algunas de tales modificaciones para lograr la expresion de una
proteina particular. Por tanto, por ejemplo, se puede afadir una metionina a una secuencia para proporcionar un
iniciador.

"Variante" se refiere a un polipéptido que difiere de un polipéptido de referencia, pero mantiene sus propiedades
esenciales. Una variante tipica de un polipéptido difiere de otro polipéptido en su secuencia primaria de aminoacidos.
En general, las diferencias son limitadas, de modo que las secuencias del polipéptido de referencia y la variante
sean muy similares en general y, en muchas regiones, idénticas. Una variante y un polipéptido de referencia puede
diferir en la secuencia de aminodacidos por una o mas modificaciones (por ejemplo, las sustituciones, adiciones y/o
deleciones). Un resto de aminoacido sustituido o insertado puede o no estar codificado por el cédigo genético. Una
variante de un polipéptido puede ser de origen natural tal como una variante alélica o puede ser una variante que no
es conocida por darse en la naturaleza. Ademas, el término "variante" tal como se usa en el presente documento
incluye permutaciones circulares de proteinas y péptidos.

El término "anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, incluye diversas formas de anticuerpos
modificados o alterados, tales como una inmunoglobulina intacta, un fragmento de Fc que comprende la region
constante de las cadenas pesadas, un fragmento de Fv que contiene solo las regiones variables de cadena ligera y
pesada, un fragmento de Fv enlazado mediante un enlace disulfuro un fragmento Fab o (Fab)2 que contiene las
regiones variables y las partes de las regiones constantes, un anticuerpo de cadena unica y similares.

Tal como se usa en el presente documento, "tratamiento" o "tratar", o "paliar" o "aliviar" se usan de manera
intercambiable en el presente documento. Estos términos se refieren a una estrategia para obtener resultados
beneficiosos o deseados que incluyen pero no se limitan a un beneficio terapéutico y/o a un beneficio profilactico.
Beneficio terapéutico significa la erradicacion o mejora del trastorno subyacente que se esta tratando. Ademas, un
beneficio terapéutico se logra con la erradicacion o la mejora de uno o mas de los sintomas fisiolégicos asociados
con el trastorno subyacente de manera que se observa una mejora en el sujeto, a pesar de que el sujeto todavia
puede estar afligido con el trastorno subyacente. Para el beneficio profilactico, las composiciones se pueden
administrar a un sujeto en riesgo de desarrollar una enfermedad particular, o a un sujeto que comunica uno o mas de
los sintomas fisiolégicos de una enfermedad, incluso aunque no se haya hecho un diagndstico de esta enfermedad.

Un "efecto terapéutico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un efecto fisioldgico, incluyendo pero
sin limitacion, mitigacion, mejora o prevencion de la enfermedad en seres humanos u otros animales o para mejorar
el bienestar fisico o mental de seres humanos o animales, causado por una proteina de fusién de la invencién que
no sea la capacidad para inducir la producciéon de un anticuerpo contra un epitopo antigénico poseido por la proteina
activa. La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la
técnica, especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento.

Las expresiones "cantidad terapéuticamente eficaz" y "dosis terapéuticamente eficaz", tal como se usa en el
presente documento, se refieren a una cantidad de una proteina activa, bien sola o como parte de una composicion
de proteina de fusion, que es capaz de tener cualquier efecto beneficioso detectable sobre cualquier sintoma,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2675568 T3

aspecto, parametro de medida o caracteristicas de un estado de enfermedad o afeccion cuando se administra en
una dosis o en dosis repetidas a un sujeto. Dicho efecto no necesita ser absoluto para ser beneficioso.

La expresién "régimen de dosis terapéuticamente eficaz", tal como se usa en el presente documento, se refiere a
una pauta para administrar de manera consecutiva dosis de una proteina activa, bien sola o como parte de una
composicion de proteina de fusion, en donde las dosis se dan en cantidades terapéuticamente eficaces para dar
como resultado un efecto beneficioso sostenido sobre cualquier sintoma, aspecto, parametro medido o
caracteristicas de un estado de enfermedad o afeccion.

Tal como se usa en el presente documento, el término "dosis" se refiere a la cantidad de polipéptido de fusién de la
invencion administrado a un sujeto todo de una vez (dosis unitaria) o en dos o mas administraciones durante un
intervalo de tiempo definido. Por ejemplo, la dosis se puede referir a la cantidad de polipéptido de fusion
administrado a un sujeto durante el trascurso de un dia (24 horas) (dosis diaria), dos dias, una semana, dos
semanas, tres semanas o uno 0 mas meses (por ejemplo, mediante una uUnica administracién o mediante dos o mas
administraciones). El intervalo entre dosis puede ser cualquier cantidad deseada de tiempo.

La frase, "semivida", se refiere al tiempo que lleva a que la concentracion sérica del polipéptido de fusién se reduzca
al 50 %, in vivo, por ejemplo, debido a la degradacién del ligado y/o a la eliminacién o el secuestro del ligando
doblemente especifico mediante mecanismos naturales. La semivida de un polipéptido de fusion aumenta si la
presencia en una matriz bioldgica (sangre, suero, plasma, tejido) persiste, in vivo, durante un periodo mas largo en
comparacién con un control apropiado. La semivida puede aumentar en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o mas en
comparacién con un control apropiado.

Las secuencias similares u homologas (por ejemplo, al menos aproximadamente el 70 % de identidad de secuencia)
para las secuencias desveladas en el presente documento también son parte de la invencién. En algunas
realizaciones, la identidad de secuencia a nivel de aminoacidos puede ser de aproximadamente el 80 %, 85 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, el 99 % o mas. A nivel de acido nucleico, la identidad de
secuencia puede ser de aproximadamente el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, el 99 % o mas. Como alternativa, existe una identidad sustancial cuando los segmentos de acido
nucleico hibriden en condiciones de hibridacion selectiva (por ejemplo, condiciones de hibridacion de muy alta
rigurosidad) con el complemento de la cadena. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en células completas,
en un lisado celular o en una forma parcialmente purificada o sustancialmente pura.

Los calculos de "homologia" o "identidad de secuencia" o "similitud" entre dos secuencias (los términos se usan de
manera intercambiable en el presente documento) se efectian del siguiente modo. Las secuencias se alinean para
fines comparativos (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o en ambas de una primera y una segunda
secuencias de aminoacidos o de acido nucleico para un alineamiento 6ptimo y pueden descartarse secuencias no
homdlogas con fines comparativos). En una realizaciéon preferida, la longitud de una secuencia de referencia
alineada con fines comparativos es al menos un 30 %, preferentemente al menos el 40 %, mas preferentemente al
menos 50 %, incluso mas preferentemente al menos el 60 % e incluso mas preferentemente al menos el 70 %, 80
%, 90 %, 100 % de la longitud de la secuencia de referencia. Después se comparan los restos de aminoacido o
nuclestidos en posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleédtidos correspondientes. Cuando una posicion en la
primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o nucleétido que la posicion correspondiente en
la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicidon (como se usa en el presente
documento, "homologia" de aminoacido o acido nucleico es equivalente a "identidad" de aminoacido o acido
nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el numero de huecos, y la longitud de cada hueco, que necesita
introducirse para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. En el caso de proteinas relacionadas de manera
circular, la secuencia de uno de los miembros necesita ser divida aproximadamente en dos y alineada en dos
secciones para lograr un alineamiento 6ptimo de los restos funcionalmente equivalentes necesarios para calcular el
porcentaje de identidad.

Los alineamientos y la homologia, similitud o identidad de secuencias de aminoacidos y de nucleétidos, tal como se
definen en el presente documento preferentemente se preparan y se determinan usando el algoritmo de secuencias
BLAST 2, usando parametros por defecto (Tatusova, T. A. et al., FEMS Microbiol Lett, 174:187-188 (1999)). Como
alternativa, el algoritmo BLAST (version 2.0) se emplea para el alineamiento de secuencias, con parametros
establecidos a valores por defecto. BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool o herramienta basica de
busqueda de alineacién local) es el algoritmo de busqueda heuristica empleado por los programas blastp, blastn,
blastx, tblastn y tblastx; estos programas atribuyen importancia a sus hallazgos utilizando los métodos estadisticos
de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 87(6):2264-8.

Salvo que definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente documento
tienen el mismo significado que el normalmente entendido por alguien con una habilidad habitual en la técnica (por
ejemplo, en cultivo celular, en genética molecular, en quimica de acido nucleico, en técnicas de hibridacion y en
bioquimica). Las técnicas convencionales se usan para métodos moleculares, genéticos y bioquimicos (véase, de
manera general, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. (1989) Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. y Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology (1999) 42 Ed, John
Wiley & Sons, Inc.) y en métodos quimicos.

Permutacién circular de un ligando de referencia

La permutacion circular es funcionalmente equivalente a tomar una molécula de cadena lineal, fusionar los extremos
para formar una molécula circular, y después cortar la molécula circular en una localizacion diferente para formar
una nueva molécula de cadena lineal con extremos diferentes. La permutacion circular, por lo tanto, tiene el efecto
de preservar de manera esencial la secuencia y la identidad de los aminoacidos de una proteina mientras se
generan nuevos extremos en diferentes localizaciones.

Las proteinas de fusion disefiadas apuntan a combinar las propiedades beneficiosas de dos polipéptidos en una
unica proteina, sin embargo, la construccion de la proteina de fusion viene con diversos retos y riesgos. A menudo,
la actividad funcional de la proteina de fusion se compromete en relacion con la de la proteina no modificada
posiblemente debido a un efecto negativo del miembro de fusiéon sobre la integridad de la estructura terciaria de la
proteina o sobre la capacidad de las proteinas para unirse a miembros afines (por ejemplo, debido al impedimento
estérico) para generar su funcién biolégica. Ademas, la inclusion de espaciadores entre los miembros de fusidn
puede aumentar el potencial de susceptibilidad a la proteolisis 0, en el caso de proteinas terapéuticas, también
aumenta el potencial de inmunogenicidad; cuanto mas largo es el espaciador, mayor es el riesgo. Por tanto, en la
generacion de proteinas de fusién, la preservacién de la integridad estructural del péptido de fusion, el
mantenimiento del acceso sin obstrucciones para la union a los miembros afines necesarios y la minimizacion de la
longitud de secuencias del espaciador son importantes metas del disefio. Hacia esos objetivos, la utilizacién de la
permutacion circular de un ligando tal como se describe en el presente documento proporciona localizaciones
preferentes para la fusién a una segunda proteina.

Las localizaciones preferentes para los nuevos extremos se favorecen de manera geométrica, estructural y funcional
(en relacion con los extremos naturales) para la fusion de un miembro de fusién de polipéptidos deseado y reduce la
longitud de un espaciador requerido. En una realizacion, la localizacion de los nuevos extremos es mas préxima a la
posicion natural de un posible miembro de fusion con el que el ligando se puede asociar normalmente durante la
formacion por etapas de un complejo de activaciéon de receptor celular. La orientacién del ligando modificado y el
miembro de fusion en el polipéptido de fusion puede ser 6ptima para bien potenciar la actividad agonista del ligando
para el complejo de activacion del receptor, o bien proporcionar impedimento estérico de la formacién por etapas del
complejo de activacion, proporcionando de este modo antagonismo del complejo de activacion.

El proceso de permutaciéon circular para IL6 se representa de manera esquematica en la FIG 2. Los restos de
aminodacidos constituyentes de la proteina IL6 natural se enumeran de manera secuencial del 47 a 212 desde el
extremo amino al extremo carboxilo.

Para permutar circularmente la IL6, se disefian construcciones recombinantes de manera que los extremos amino y
carboxilo naturales de IL6 se unen mediante una secuencia de enlazador y los nuevos extremos amino y carboxilo
se disefian en los restos de aminoacidos 182 y 180, respectivamente. (FIG. 2). Por tanto, la permutacion circular
produce una nueva proteina lineal (IL-6 (182/180, también conocida como Picasso3) que, procediendo desde el
extremo amino hasta el extremo carboxilo, comprende el segmento de la proteina original que se corresponde con
los restos 182 a 212 (ahora 1 a 31) seguido por el enlazador, seguido por un segmento de la proteina original que se
corresponde con los restos 49 a 180 (ahora 39 a 107) (FIG. 2).

Es importante crear una permutacién de un ligando natural que mantendra la actividad biologica de la forma natural
del ligando mientras proporciona unos extremos Optimos para fusionar un miembro de fusion de polipéptido
deseado. Si los nuevos extremos interrumpen una region critica de la proteina natura, se puede perder la actividad.
Asimismo, si la unién de los términos originales destruye la actividad, entonces ninguna permutaciéon mantendra la
actividad biolégica. Por tanto, hay dos requisitos para la creacion de una proteina activa permutada circularmente: 1)
Los extremos en la proteina natural deben localizarse favorablemente para que la creaciéon de un ligamiento no
destruya la actividad bioldgica; y 2) Debe existir un "sitio de apertura" donde se puedan formar nuevos extremos sin
alterar una region critica para el plegamiento de la proteina y una actividad biolégica deseada.

El nuevo extremo N-terminal y el nuevo C-terminal del ligando modificado puede no alterar cualquier dominio de
union del ligando modificado por el receptor diana.

Los ligandos modificados pueden ser tan activos como los ligandos originales. En una realizacion, los ligandos
modificados tienen actividad mejorada en comparacién con los ligandos originales. La actividad mejorada puede
aumentar la afinidad de unién por el receptor diana.

Por tanto, en general, son buenos candidatos para la permutacion circular las proteinas en las que los extremos de
la proteina original estan en estrecha proximidad y orientados de manera favorable. Los extremos de la proteina
original pueden ser iguales a o menores de 20 A de diferencia. Cuando los extremos se sitian de manera natural
juntos, se espera que la fusidn de los extremos entre si sea posible y la introduccién de un enlazador tenga un efecto
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relativamente pequefo. Sin embargo, dado que el enlazador puede ser de cualquier longitud, la estrecha proximidad
de los extremos naturales no es un requisito absoluto.

Es deseable usar una secuencia enlazadora en la proteina permutada que preserve el espaciado entre los extremos
amino y carboxilo que es comparable con el espaciado entre los extremos amino y carboxilo hallados en la molécula
no permutada o natural. La secuencia enlazadora puede ser en si misma entre al menos aproximadamente un
aminoacido a al menos aproximadamente 10 aminoacidos. Se pueden eliminar (por recorte) un pequefio numero de
aminoacidos de cada extremo para aproximar los extremos. Por ejemplo, en el complejo cristalino de IL-6 con IL-6R
y gp130, los extremos de la citocina IL6 tienen 1,6 nm (16 A) de diferencia (Brevnova et al. (2003) Science
300:2102). La eliminacion de los dos primeros restos de N-terminal, que no se requieren estructuralmente o
funcionalmente, reduce la distancia entre los extremos a 10,2 A. Un enlace que preserva esencialmente este
espaciado se hace con la secuencia de péptido SGGSGGG (SEQ ID NO: 14). Asimismo, un enlazador preferido
para permutar circularmente IL-1B e IL-2 son GGSGGSG y GG, respectivamente (SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16,
respectivamente).

La seleccién de un sitio de apertura se puede determinar mediante una serie de factores. Cuando la conformacion
tridimensional de la proteina se conoce o se predice, los sitios de apertura preferidos se localizaran en bucles de
conexién o en regiones que no presentan una estructura tridimensional altamente regular. Por tanto, se prefiere que
los sitios de apertura se seleccionen en regiones de la proteina que no contengan estructuras secundarias definidas
tales como alfa hélices, cadenas B y similares. Los métodos de identificacion de regiones de estructura secundaria
definida basados en la secuencia de aminoacidos estan ampliamente disponibles en la red mundial. Ademas, estan
disponibles diversos programas para predecir la estructura tridimensional de las proteinas, revisados recientemente
en Nayeem et al., Protein Science, 808-24 (2006).

Cuando la retencién o la mejora de la bioactividad de la molécula natural se desea en la molécula permutada
circularmente, es preferible que el sitio de apertura no esté implicado directa o indirectamente en interacciones con
sus miembros de proteina. La eleccién del nuevo sitio de apertura preferentemente no altera un dominio de unién
presente en el ligando natural que esta implicado directa o indirectamente en la afinidad de union del ligando natural
por si receptor diana.

Como alternativa, cuando la sustitucion de determinados aminoacidos o la modificacion de las cadenas laterales de
determinados aminoacidos no cambia la actividad de una proteina, se espera que aquellos aminoacidos no sean
criticos para la actividad de la proteina. Por tanto, los aminoacidos que se pueden mutar (in vivo) o que ya estan
modificados in vivo, con pequefio impacto sobre la actividad de la proteina, son candidatos potencialmente buenos
para sitios de apertura. Los sitios de apertura preferidos en IL-6 estan entre los restos 131 y 135 y entre los restos
180 y 182. Un sitio de apertura preferido en IL-1§3 esta entre los restos 179 y 180 y también entre los restos 223 y
224. Un sitio de apertura preferido en IL-2 esta entre los restos 94 y 95.

Cuando la proteina es un miembro de una familia de proteinas relacionadas en una especie, se puede inferir que las
secuencias altamente conservadas son criticas para la actividad biolégica, mientras que las regiones variables no lo
son. Asimismo, se puede inferir que las secuencias altamente conservadas de una proteina que se conservan
funcionalmente entre las especies de mamiferos, en particular si hay actividad farmacolédgica entre especies, son
criticas para la actividad bioldgica. Los sitios de apertura preferidos se seleccionan en regiones de la proteina que no
presentan identidad de secuencia altamente conservada entre diversos miembros de la familia de la proteina, bien
en la especie o entre especies. Como alternativa, los sitios de apertura preferidos que se identifican en una proteina
proporcionan buenas localizaciones candidatas para los sitios de apertura en proteinas homologas. Los métodos de
determinaciéon de identidad de secuencia son bien conocidos para los expertos en la materia y se describen
anteriormente.

Un experto en la materia reconocera que se pueden hacer otras modificaciones. De este modo por ejemplo, se
pueden hacer sustituciones de aminoacidos que aumenten la especificidad o la afinidad de unién del ligando
modificado mediante permutacién circular. Por lo tanto, cuando hay regiones del ligando que no estan implicadas en
si en la actividad del ligando, estas regiones se pueden eliminar o reemplazar con segmentos mas cortos que
simplemente sirven para mantener las correctas relaciones especiales entre el ligando y las proteinas con las que se
pretenden asociar.

Para una serie de ligandos naturales (por ejemplo, factores de crecimiento, citocinas y otras proteinas), los extremos
carboxilo y amino se sitian de manera que cuando los polipéptidos de fusiéon se forman mediante la unién de un
segundo polipéptido o molécula a cualquiera de los extremos del ligando natural, la actividad deseada aguas abajo
del segundo polipéptido disminuye de manera significativa o esta ausente. El plegamiento anémalo de la proteina o
el impedimento estérico se atribuye a menudo para considerar la actividad reducida o ausente del segundo
polipéptido. En otros casos, la fusién de un segundo polipéptido a cualquier término de la proteina natural se tolera
(es decir, la actividad funcional de la proteina natural no se ve afectada de manera significativa), sin embargo, la
orientacion del polipéptido de fusion no imparte la actividad deseada a la proteina de fusion, tal como en el caso en
el que el polipéptido de fusion pretende inferir (es decir, actuar como antagonista) con la formacion de un complejo
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de sefalizacion a través de la interferencia estérica cuando la localizacion del polipéptido de fusidén ocupa el espacio
que ocuparia una molécula de sefalizacion de aguas abajo en el ensamblaje de un complejo de sefializacién activo.

En contraste, la permutacion circular de un ligando tal como se describe en el presente documento proporciona un
medio mediante el cual el ligando se puede alterar para producir nuevos extremos carboxilo y amino que permiten la
fusion de la segunda molécula o polipéptido sin disminuir la especificidad y la afinidad de union del ligando alterado
en relacion con su forma natural, y que también permite que la segunda molécula o polipéptido fusionado imparta,
por ejemplo, superagonismo o antagonismo de un complejo de activacion de sefalizacion. El polipéptido de fusion
puede convertir un ligando natural que es un agonista o un complejo de activacion de sefalizacién de diana a un
antagonista del complejo de activacion de sefalizacion. Esto se ilustra en el contexto de la citocina, IL-6, en las Fig.
1-5.

Los polipéptidos de fusién comprendidos por un ligando permutado circularmente fusionado a un miembro de unién,
pueden mejorar la afinidad de unién del polipéptido de fusidn al receptor natural del ligando natural en relacién con la
afinidad de unién del ligando natural (no fusionado, no modificado, no permutado) por su receptor natural. Por
ejemplo, el Ejemplo 3 compara la afinidad de union al receptor de IL6 de, 1) un polipéptido de fusién comprendido
por IL6 permutado circularmente fusionado al dominio uno de la molécula de sefalizacién transmembrana gp130,
con 2) IL-6 natural. Se ha visto que la afinidad de unién del polipéptido de fusiéon es mas de 200 veces mayor que la
afinidad de union de la IL6 natural por el receptor de IL6 (Figs. 6A y 6C).

Polipéptidos de fusién

En el presente documento se desvelan nuevos polipéptidos de fusion que comprenden ligandos permutados
circularmente (modificados) y al menos un miembro de fusién de polipéptido, en donde el polipéptido de fusidn
opcionalmente posee especificidad y afinidad de unién mayor que la especificidad y afinidad de unién del ligando
natural (no permutado) por su receptor diana natural. Adicionalmente, el polipéptido de fusién puede, por ejemplo,
disefarse adicionalmente para generar un antagonista de una via en donde el ligando funcione como un agonista a
través de la unién a un receptor diana tal como se describe en el presente documento.

Muchos receptores se unen a ligandos naturales y se agrupan, es decir, forman dimeros, trimeros o multimeros, tras
la union de sus ligandos naturales (receptor dimero o multimérico). Por ejemplo, las citocinas de la familia de IL-1,
los factores de crecimiento de fibroblastos, y las citocinas de 4 hélices forman complejos multiméricos de
sefializaciéon que incorporan diversos niumeros de ligandos y receptores (FIG. 9). La agrupacioén inducida por ligando
(por ejemplo, dimerizacién, multimerizacién) a menudo lleva a complejos de mayor afinidad e inicia la transduccion
de la sefal. Por consiguiente, los polipéptidos de fusidon pueden, por ejemplo, antagonizar la sefalizacién mediante,
por ejemplo, la inhibiciéon de la unién del ligando natural, o la inhibiciéon de la agrupacion del receptor (por ejemplo,
dimerizacion, trimerizacion, multimerizacion) con o sin la inhibicion también de la union del ligando natural (FIG. 10).
Como alternativa, los polipéptidos de fusién pueden mejorar la sefializacion mediante, por ejemplo, la facilitacién de
la progresion de la agrupacion, a través de la generacion de ligandos con mayor afinidad por receptores diana o la
preasociacion de componentes que llevan a un complejo de sefializacion. Los polipéptidos de fusion pueden unirse a
un ligando o receptor monomeérico, 0 a un complejo dimero o multimérico y pueden inhibir o potenciare una o mas
etapas en el ensamblaje de complejos de sefalizacion e inhibir o potenciar de este modo la transduccion de la sefial
de una via celular.

Por ejemplo, en la construccion por etapas de complejos de orden superior que llevan a un complejo activo final tal
como se establece en el Esquema 1, que es representativo de la via que lleva a la sefializacion mediante IL-2 en
donde IL-2 es "A", IL-2Ra es "B", IL-2Rp es "C" y yc es "D":

Esquema 1: A+B — AB (etapa 1); AB + C — ABC (etapa 2); ABC + D — ABCD (etapa 3);

en donde ABCD es el complejo de sefializacion y la sefializacion se inicia acercando C y D entre si. (El complejo de
sefalizacion se representa en la FIG. 9 y la estructura de los componentes extracelulares del complejo estan en la
FIG. 8).

Se esperaria que una cadena simple 'AB’ preensamblada fuese un superagonista ya que poseeria una mayor
afinidad para C que cualquiera de A o B y, por lo tanto, facilita el ensamblaje de ABCD a menores concentraciones.
En el caso en el que los extremos naturales de "A" no se posicionen para permitir que la proteina de fusion, una
proteina de fusion del ligando "A" que se ha modificado mediante permutacién circular de acuerdo con la invencion,
se oriente de manera 6ptima para fusionarse con "B" permitiendo la generacion de la proteina 'AB’ de cadena
sencilla. La Figura 8 representa esto para el caso de un superagonista de IL-2 disefiado (RDB1405; SEQ ID NO: 12
(proteina) y SEQ ID NO: 13 (ADN)). Sobre los linfocitos T activados, las sefiales de IL-2 a través del complejo
cuaternario de ’alta afinidad’ consiste en IL-2, IL-2Ra (también denominado CD25), IL-2RpB y yc (FIG. 8A). Aunque
IL-2 se puede unir mucho mas débilmente a IL-2R[3 en ausencia de IL-2Ra, la unién de IL-2Ra a IL-2 estabiliza la
conformacion de IL-2 para la presentacion a IL-2R con mucha mayor afinidad. yc se recluta después a la superficie
compuesta formada por el complejo IL-2/IL-2RB. La expresion de una proteina de fusion de IL-2 natural con IL-2Ra
es un reto porque los extremos de IL-2 estan en la cara opuesta polar con la que interactua IL-2Ra, requiriendo un
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espaciador para abarcar mas de 5 nm (50 angstroms) y alterar probablemente la capacidad de unién de la proteina
de fusion (FIG. 8A, los extremos de IL-2 estan en la parte inferior apuntando hacia fuera de IL-2Ra en la parte
superior). De hecho, recientemente se ha descrito una proteina de fusion IL-2/IL-2Ra con un espaciador largo, y es
capaz de promover una sefial en ausencia de una escisién del enlazador mediada por proteasa con la posterior
liberacion de IL-2 (Puskas et al., Immunology, 133(2), 206-220 (2011)). Los extremos de IL-2(95/94) permutada
circularmente se disefian para estar en la cara proximal a la interfaz de unioén con IL-2Ra, reduciendo de manera
significativa la longitud del espaciador requerido para generar una proteina de fusién que se pueda ensamblar como
un complejo activado y pueda funcionar como un superagonista (FIG. 8B). (La distancia entre el extremo C-terminal
de la IL-2 permutada circularmente y el extremo N-terminal de IL-2Ra es de aproximadamente 1,1 nm (11
angstroms); el disefio de la construccion de fusién, RDB1405 contiene un espaciador de 6 aminoacidos entre IL-2 y
IL-2Ra).

Como alternativa, la construccion por etapas de complejos multiméricos de activacion para la transduccion de la
sefial ofrece la oportunidad de crear potentes antagonistas. En este caso, se modifica el ligando mediante
permutacion circular para proporcionar un extremo N-terminal o C-terminal que facilita la unién de un miembro de
fusion en una orientacion que impide estéricamente la formacion por etapas de un complejo multimérico de
activacion de un receptor diana, y en algunos casos, el miembro de fusidon puede aumentar ademas la afinidad de
union al receptor diana, si, por ejemplo, el miembro de unién es una proteina o dominio que en si contiene
determinantes de unién al receptor diana. Esto ultimo se representa en el contexto de la citocina, IL-6, en las Figs. 1-
5y 10. En este ejemplo, el polipéptido de fusién comprende interleucina 6 (IL-6) permutada circularmente fusionada
a un polipéptido que comprende el dominio D1 del receptor transmembrana gp130, que es un componente natural
del complejo hexamérico de sefializacion de IL-6. El ligando permutado circularmente (RDB1503) (FIG. 2), en
ausencia de un miembro de fusién, mantiene la misma actividad agonista que la IL-6 de tipo silvestre (FIG. 4) y, por
lo tanto, mantiene las interacciones necesarias con IL-6Ra y gp130. El complejo hexamérico de sefializacion de IL-6
se compone de 2 de cada de IL-6, IL-6Ra y gp130 (FIG. 1). La sefial se inicia a través del dominio citoplasmatico de
las dos moléculas de gp130 cuando dos heterotrimeros (cada uno con una molécula de cada de IL-6, IL-6Ra, y
gp130) se unen (FIG. 1). La fuerza conductora para la etapa final en la formacién del complejo son las interacciones
simétricas entre los dominios D1 de gp130 de un heterotrimero con IL-6 e IL-6Ra del otro heterotrimero. Una fusién
del dominio D1 de gp130 a la IL-6 natural orienta el dominio D1 fuera de la interfaz de gp130 (FIG. 3A) y da como
resultado una proteina (RDB1529) que no actia como antagonista de la sefializacién mediada por IL-6 (FIG. 5). En
contraste, una fusién del dominio D1 a la IL-6 permutada circularmente (RDB1527) orienta el D1 de manera que
pueda interactuar con IL-6Ra de una manera analoga al complejo hexamérico, y de manera importante, impide
estéricamente la union del dominio D1 de un segun heterotrimero (FIG. 3B) y, por lo tanto, es un potente antagonista
de la sefalizacion mediada por IL-6 (FIG. 5). Como la proteina de fusion CP_IL-6_D1 ahora lleva los determinantes
de unién de IL-6Ra combinados de la IL-6 no modificada y el dominio D1 de go130 natural en un Unico polipéptido,
la afinidad de unién del polipéptido de fusién se mide para ser 40 pM, mas de 200 veces mayor que la afinidad de
unién de IL6 natural para la IL-6Ra (Figs. 6A y 6C).

En el presente documento se desvelan polipéptidos de fusion que comprenden el ligando modificado y un primer
miembro de fusion en donde el primer miembro de fusién del ligando modificado proviene de toda o de una parte de
una proteina con determinantes de unién al receptor diana, por ejemplo, como en el caso de una proteina o dominio
que es un componente del complejo multimérico de sefializaciéon natural, y el primer miembro de fusion impide
estéricamente el ensamblaje del complejo de sefializacion completo, actuando de este modo como un antagonista.

Los ligandos modificados mediante permutacion circular que comprenden los polipéptidos de fusién incluyen
proteinas solubles cuya unién a los receptores de superficie celular inician una cascada de sefializacion o sirven
como reguladores negativos naturales de una cascada de sefalizacién (por ejemplo, antagonistas), que incluyen,
pero sin limitacion, citocinas, quimiocinas, adipocinas, factores de crecimiento, hormonas, receptores solubles,
proteinas de union a citocina (por ejemplo, IL-18bp).

Los ligandos preferidos y las proteinas modificadas mediante permutacién circular que comprenden los polipéptidos
de fusion incluyen proteinas del conjunto de hélices y citocinas (incluyendo, pero sin limitacion, hormona de
crecimiento, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-22, IL-23p19, IL-11, IL-13, IL-15, IL-12p35, IL-21, IL-30 (IL27p28), IL-34,
IL-35, IL-35p35, IFN-B, IFNy, LIF, CNTF, oncostatina M, CLCF-1, GCSF, GM-CSF, EPO, ferritina, leptina, lactégeno
placentario, prolactina, apolipoproteina e), proteinas b-trefoil (incluyendo, pero sin limitacion, IL-1a, IL-1B, IL-IRa,
IL18, IL-33, IL-36Ra, IL-36a, IL-36b, IL-36g, IL-37, IL-38, IL1Hy2, FGF-1, FGF-2, FGF-3, FGF-4, FGF-5, FGF-6,
FGF-7, FGF-8a, FGF-8b, FGF-8e, FGF-8f, FGF-9, FGF-10, FGF-11, FGF-12, FGF-13, FGF-14, FGF-16, FGF-17,
FGF-18, FGF-19, FGF-20, FGF-21, FGF-22, FGF-23), proteinas de barril a/f (TIM) (incluyendo, pero sin limitacion,
triosafosfato isomerasa), proteinas beta tipo sandwich (incluyendo, pero sin limitacién, galectina-1, galectina-3, TNF-
beta, proteinas de siete hélices 3, dominio a1a2 del MHC de clase 1, dominio | de integrina, dominio GYF, dominio
C1, dominio C2 (por ejemplo, de cPLA2, PKC, sinaptotagmina), dominios de PDZ, C3d, C5a.

El ligando modificado mediante permutacién circular que comprende los polipéptidos de fusion se selecciona lo mas
preferentemente de IL-6, IL-2, IL-15, IL-1q, IL-1B, IL-IRa, IL-18, FGF-19, FGF-21, FGF-23.
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Los ligandos modificados mediante permutacién circular que comprenden los polipéptidos de fusiéon pueden tener
especificidad de unién por un receptor, o por un receptor que se une a un ligando natural en la siguiente lista: ApoE,
Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-1, EGF, receptor de EGF, ENA-78, Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2, FGF-acido, FGF-
basico, factor de crecimiento de fibroblastos 10, ligando de FLT3, Fractalkina (CX3C), GDNF, G-CSF, GM-CSF, GF-
B1, insulina, IFN-y, IGF-I, IGF-II, IL-1qa, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 a.a.), IL-8 (77 a.a.), IL-9, IL-10,
IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 (IGIF), Inhibina a, Inhibina B, IP-10, factor de crecimiento de
queratinocitos 2 (KGF-2), KGF, Leptina, LIF, Linfotactina, sustancia inhibidora mulleriana, factor inhibidor de colonias
de monocitos, proteina atrayente de monocitos, M-CSF, MCP-1 (MCAF), MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC (67 a.a.),
MDC (69 a.a.), MIG, MIP-1a, MIP-1B3, MIP-3a, MIP-33, MIP-4, factor inhibidor de progenitor mieloide 1 (MPIF-1),
NAP-2, Neurturina, factor de crecimiento nervioso, B-NGF, NT-3, NT-4, oncostatina M, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-
BB, PF-4, RANTES, SDF1a, SDF1B, SCF, SCGF, factor de células madre (SCF), TARC, TGF-a, TGF-3, TGF-$2,
TGF-B3, factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-a, TNF-B, receptor | de TNF, receptor Il de TNF, TNIL-1, TPO,
VEGF, receptor 1 de VEGF, receptor 2 de VEGF, receptor 3 de VEGF, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-#, GRO-y, HCC1,
1-309, HER1, HER2, HER3 y HER4.

Los receptores adicionales para los que el ligando modificado puede tener especificidad de union incluyen los
receptores en la siguiente lista, o un receptor que se une a un ligando natural incluido en la siguiente lista: EpoR,
sitio de reconocimiento de TACE, TNF BP-I, TNF BP-II, IL-1R1, IL-6R, IL-10R, IL-18R, IL-1, IL-19, IL-20, IL-21, IL-23,
IL-24, IL-25, IL-27, IFN-y, IFN-a/B, CD4, CD89, CD19, HLA-DR, CD38, CD138, CD33, CD56, CEA y receptor de
VEGF.

Los receptores adicionales para los que los ligandos modificados de los polipéptidos de fusiéon pueden tener
especificidad de unién incluyen receptor peptidico liberador de gastrina, el receptor de neurotensina, el receptor de
adrenomedulina, el receptor de histamina H2, el receptor de HCG, el receptor de MET, el receptor esfingosina 1-
fosfato, CD126, CD213a1 y KDR, entre otros.

El ligando modificado de la proteina de fusién de polipéptidos puede tener especificidad de unién por un receptor
que dimeriza tras la union a un ligando natural (un receptor dimero) o un receptor que forma multimeros, tales como
trimeros, tras la unién a un ligando natural (un receptor multimérico). Muchos receptores de citocina y receptores de
factor de crecimiento, tales como miembros de la superfamilia del receptor de TNF (por ejemplo, TNFR1, TNFR2) y
miembros de la familia del receptor de la tirosina cinasa (por ejemplo, EGFR, PDGFR, receptor de M-CDF (c-Fms))
forman dimeros o multimeros tras la unién de sus ligandos naturales. La superfamilia del receptor de TNF es un
grupo de proteinas reconocido en la materia que incluye TNFR1 (p55, CD120a, p60, el miembro 1A de la
superfamilia del receptor de TNF, TNFRSF1A), TNFR2 (p75, p80, CD120b, el miembro 1B de la superfamilia del
receptor de TNF, TNFRSF1B), CD (TNFRSF3, LTBR, TNFR2-RP, TNFR-RP, TNFCR, TNF-R-III), OX40 (TNFRSF4,
ACT35, TXGP1L), CD40 (TNFRSF5, p50, Bp50), Fas (CD95, TNFRSF6, APO-1, APTI), DcR3 (TNFRSF6B), CD27
(TNFRSF7, Tp55, S152), CD30 (TNFRSF8, Ki-1, D1S166E), CD137 (TNFRSF9, 4-1BB, | LA), TRAILR-1
(TNFRSF10A, DR4, Apo2), TRAIL-R2 (TNFRSF10B, DR5, KILLER, TRICK2A, TRICKB), TRAILR3 (TNFRSF10C,
DcR1, LIT, TRID), TRAILR4 (TNFRSF10D, DcR2, TRUNDD), RANK (TNFRSF11A), OPG (TNFRSF11B, OCIF,
TR1), DR3 (TNFRSF12, TRAMP, WSL-1, LARD, WSL-LR, DDR3, TR3, APO-3), DR3L (TNFRSF12L), TAC1
(TNFRSF13B), BAFFR (TNFRSF13C), HVEM (TNFRSF14, ATAR, TR2, LIGHTR, HVEA), NGFR(TNFRSF16),
BCMA(TNFRSF17, BCM), AITR(TNFRSF18, GITR), TNFRSF19, FLJ14993 (TNFRSF19L, RELT), DR®6
(TNFRSF21), SOBa (TNFRSF22, Tnfrh2, 2810028K06Rik), y mSOB (THFRSF23, Tnfrh1). La familia del receptor de
tirosina cinasa es un grupo de proteinas reconocido en la materia que incluye EGFR (ERBB1, HER1), PDGFR, c-
Fms, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, receptor de insulina y receptores de factor de crecimiento de tipo insulina
(IGF1R, IGF2R). Véase, Grassot et al., Nucleic Acids Research, 31(1):353-358 (2003).

El primer miembro de fusién de polipéptidos puede comprender todo o cualquier parte de los dominios extracelulares
de los receptores naturales o proteinas accesorias para la hormona de crecimiento, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-15, IL-21, IL-22, IL-23, IL-30 (IL27p28), IL-34, IL-35, IFN-B, IFNy, LIF, CNTF, oncostatina M, CLCF-1,
GCSF, GM-CSF, EPO, lactégeno placentario, prolactina, apolipoproteina, IL-1a, IL-1B, IL-IRa, IL18, IL-33, IL-36Ra,
IL-36a, IL-36b, IL-36g, IL-37, IL1Hy2, FGF-1, FGF-2, FGF-3, FGF-4, FGF-5, FGF-6, FGF-7, FGF-8a, FGF-8b, FGF-
8e, FGF-8f, FGF-9, FGF-10, FGF-11, FGF-12, FGF-13, FGF-14, FGF-16, FGF-17, FGF-18, FGF-19, FGF-20, FGF-
21, FGF-22, FGF-23, TNF-beta.

El miembro de fusion es preferentemente el dominio extracelular o un dominio del mismo seleccionado de gp130 (lo
mas preferentemente el dominio D1), IL-2Ra, IL-15Raq, IL-1RI, IL-1RIl, IL-18Ra, IL-18RpB, IL1RAcP, FGFR1b,
FGFR1c, FGFR2b, FGFR2c, FGFR3b, FGFR3c, FGFR4, a-Klotho, and 3-Klotho.

La proteina modificada mediante permutacion circular que comprende los polipéptidos de fusiéon y el miembro de
fusién se puede originar a partir de la misma proteina original de manera que la fusién genera un "homodimero" de
cadena simple.

El miembro de fusion para el polipéptido permutado circularmente también puede requerir permutacion circular para

permitir la fusién. Por lo tanto, ambos miembros de la proteina de fusion pueden estar permutados circularmente,
segun sea necesario.
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El miembro de fusion de polipéptidos puede proporcionar otras funciones o comportamientos nuevos o
mejorados/potenciados para el polipéptido de fusion. Ademas, o como alternativa, se puede afiadir un segundo
miembro de fusién al polipéptido de fusién de la invencién para proporcionar otras funciones o comportamientos
nuevos y mejorados/potenciados al polipéptido de fusién de la invencién. Por ejemplo, los miembros de fusion
pueden proporcionar una semivida prolongada al polipéptido de fusién de la invencion. La adicion de miembros de
fusion para prolongar in vivo la semivida es particularmente Gtil cuando el polipéptido de fusion de la invencion es de
un tamano que se elimina rapidamente del cuerpo, lo que puede limitar el uso clinico.

Un polipéptido de la invencion se puede modificar de tal manera que tenga un mayor tamafio hidrodinamico
mediante, por ejemplo, el acoplamiento a polimeros o carbohidratos (tales como polietilenglicol (PEG), acido
colominico o hidroxietilalmidén), la incorporacion de sitios de N-glucosilacion, o a través de miméticos de PEG
recombinantes producidos mediante una secuencia larga y flexible de polipéptidos, tal como las descritas en el
documento U.S. 2010/0239554 A1. El tamafio hidrodinamico de una proteina de fusion de polipéptidos de la
invencién se puede determinar usando métodos que son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, se puede usar
cromatografia de filtraciéon en gel para determinar el tamafio hidrodinamico. Las matrices de filtracion en gel
adecuadas para la determinacién de los tamafios hidrodinamicos de los ligandos, tales como matrices de agarosa
reticulada, son bien conocidos y estan facilmente disponibles.

En una realizacion preferida, se disefia un polipéptido de fusién de la invencién para incorporar un polipéptido de
dominio de mucina tal como se describe en el documento USSN 61/657.264, titulado "Fusion Polypeptides
Comprising an Active Protein Linked to a Mucin-Domain Polypeptide" presentado en la misma fecha del presente
documento y con expediente de mandatario nimero 4000.3058 US.

En una realizacion, un polipéptido de fusion de la invencidn se puede fusionar a proteinas, dominios de proteinas o
péptidos que mejoran la semivida sérica a través del reciclaje mediado por FcRn, incluyendo inmunoglobulinas, el
dominio Fc de inmunoglobulinas (mas notablemente IgG1 e 1gG2), albumina sérica, dominios de albumina sérica
(mas notablemente DIII), péptidos con afinidad de unién a FcRn o proteinas o péptidos con afinidad de unién a
inmunoglobulinas o albumina sérica (tales como nanocuerpos).

Los métodos para el analisis farmacocinético y la determinacion de la semivida del ligando seran familiares para los
expertos en la materia. Los detalles se pueden encontrar en Kenneth, A et al: Chemical Stability of Pharmaceuticals:
A Handbook for Pharmacists y en Peters et al, Pharmacokinetc analysis: A Practical Approach (1996). También se
hace referencia a "Pharmacokinetics", M Gibaldi y D Perron, publicado por Marcel Dekker, 22 Rev. ex edicion (1982),
que describe los parametros farmacocinéticos tales como las semividas t alfa y t beta y el area bajo la curva (ABC).

En una realizacion, un polipéptido de fusién de la invencion se puede fusionar a proteinas, dominios de proteina o
polipéptidos que se dirigen a (es decir, tienen afinidad por) 6rganos especificos, tejidos, células o matrices
fisiolégicas (tales como colageno), carbohidratos o lipidos como un medio para localizar, distribuir o mantener el
polipéptido de fusidn de la invencién en una region particular del cuerpo.

También se pueden incluir secuencias adicionales como parte del polipéptido de fusién tales como secuencias de
marcadores de afinidad que se pueden proporcionar para facilitar la purificacién o el aislamiento del polipéptido de
fusion tal como las conocidas en la materia. También se pueden afiadir secuencias de estabilidad al polipéptido de
fusiéon para proteger la molécula de la degradacion (por ejemplo, mediante una proteasa). Las secuencias de
estabilidad adecuadas incluyen, pero sin limitacién, moléculas de glicina incorporadas tras la metionina de iniciacion
(por ejemplo, MG (SEQ ID NO: 17), o MGG (SEQ ID NO: 18) para proteger la molécula de fusiéon de la
ubiquitinacién; dos prolinas incorporadas en el extremo C-terminal (que confieren proteccion contra la accion
carboxipeptidasa) y similares.

Para probar la actividad bioldgica, la especificidad de unidn y la afinidad de unié de un polipéptido de la invencidn, se
puede usar un ensayo biolégico apropiado. Los ensayos para las actividades biolégicas de diversos tipos son bien
conocidos para los expertos en la materia. El ensayo particular depende de la actividad particular de la molécula.

Preparacion de proteinas permutadas circularmente

Las proteinas permutadas circularmente se pueden preparar mediante una serie de medios conocidos para los
expertos en la materia. Estos incluyen sintesis quimica, modificacion de proteinas existentes y expresion de
proteinas permutadas circularmente usando metodologia del ADN recombinante.

Cuando la proteina es relativamente corta (es decir, menos de aproximadamente 50 aminoacidos) la proteina
permutada circularmente se puede sintetizar usando técnicas convencionales de sintesis quimica de péptidos. Si el
enlazador es un péptido, se puede incorporar durante la sintesis. Si el enlazador no es un péptido, se puede acoplar
al péptido tras la sintesis. La sintesis de fase soélida en la que el aminoacido de C-terminal de la secuencia se une a
un soporte insoluble seguido por la adicion de los aminoacidos restantes en la secuencia es el método preferido para
la sintesis quimica de los ligandos permutados circularmente y las proteinas de fusién de la presente invencion. Las
técnicas para la sintesis en fase sdlida se describen por Barany y Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis; pp. 3-
284 en The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2: Special Methods in Peptide Synthesis, Part A., Merrifield,
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et al. J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963), y Stewart et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 ed. Pierce Chem.
Co., Rockford, lll. (1984).

Como alternativa, la proteina permutad circularmente se puede preparar mediante modificacion quimica de una
proteina natural. En general, esto requiere hacer reaccionar la proteina natural en presencia del enlazador para
formar enlaces covalentes entre el enlazador y los extremos carboxilo y amino de la proteina, formando de este
modo una proteina circular. Los nuevos extremos se forman entonces mediante la apertura del enlace peptidico que
une los aminodcidos en otra localizacion. Esto se puede realizar por via quimica o enzimatica usando, por ejemplo,
una peptidasa.

En una realizacion preferida, la proteina permutada circularmente o los polipéptidos de fusién que comprenden la
proteina permutada circularmente fusionada a al menos un miembro de fusién, se sintetizara usando la metodologia
del ADN recombinante. Generalmente, esto implica la creacidon de una secuencia de ADN que codifica el ligando
permutado circularmente (o el polipéptido de fusion completo que contiene el ligando permutado circularmente vy el
miembro de fusién), colocar el ADN en un vector de expresion bajo el control de un promotor particular, expresar la
proteina en un hospedador, aislar la proteina expresada y, si es necesario, renaturalizar la proteina.

El ADN que codifica el ligando permutado circularmente se puede producir mediante sintesis génica, o usando
métodos de amplificacién de ADN, por ejemplo, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o reaccion en cadena
de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR). Se puede afiadir opcionalmente ADN que codifica una
secuencia sefial de manera que la proteina de fusidon permutada circularmente y procesada de manera apropiada se
secrete a partir de la célula.

Un experto en la materia apreciara que el ligando permutado circularmente y la otra molécula que comprende los
polipéptidos de fusién de la invencion se pueden unir entre si en cualquier orden. Por tanto, la segunda molécula se
une preferentemente bien al extremo amino (fusién en N-terminal) o al extremo carboxilo (fusion en C-terminal) del
ligando permutado circularmente.

Los ligandos permutados circularmente y sus proteinas de fusién se pueden expresar en una variedad de células
hospedadoras, incluyendo E. coli, otros hospedadores bacterianos, levaduras y diversas células eucariotas mayores
tales como las lineas celulares COS, CHO y Hela y las lineas de las células de mieloma. El gen de proteina
recombinante se unira de manera operativa a las secuencias de control de expresion apropiadas para cada
hospedador. Para E. coli, ésta incluye un promotor tal como los promotores T7, trp o lambda, un sitio de unién a
ribosomas y preferentemente una sefial de terminacién de la transcripcion. Para las células eucariotas, las
secuencias de control incluirdn un promotor y preferentemente un potenciador que proviene de genes de
inmunoglobulina, SV40, citomegalovirus, etc., y una secuencia de poliadenilacion, y puede incluir secuencias
donadoras y aceptoras de empalmes.

Los plasmidos de la invencién se pueden transferir (transfectar) a la célula hospedadora elegida mediante métodos
bien conocidos tales como la transformacion de cloruro de calcio para E. coli y el tratamiento de fosfato calcico,
electroporacion, tratamiento de lipofectamina o tratamiento PEI para células de mamifero. Las células transformadas
mediante los plasmidos se pueden seleccionar por resistencia a los antibidticos conferida por genes contenidos en
los plasmidos, tales como los genes amp, gpt, neo y hyg.

Una vez expresadas, las proteinas de fusidon recombinantes se pueden purificar de acuerdo con los procedimientos
convencionales de la técnica, incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia de afinidad,
cromatografia en columna con resinas ionicas o hidrofébicas, electroforesis en gel y similares (véase, en general, R.
Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y. (1982), Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182: Guide to
Protein Purification., Academic Press, Inc. N.Y. (1990)). Las composiciones sustancialmente puras de al menos
aproximadamente el 90 al 95 % de pureza son preferidas, y una pureza del 98 al 99 % o mayor son las mas
preferidas para usos farmacéuticos. Una vez purificados, los polipéptidos se pueden ensayar en modelos preclinicos,
ensayar clinicamente o usar terapéuticamente.

Un experto en la materia reconoceria que se pueden hacer modificaciones a la secuencia de proteina circularizada
sin reducir su actividad biolégica. Se pueden hacer algunas modificaciones para facilitar la clonacion, la expresiéon o
la incorporacion del ligando permutado circularmente en una proteina de fusion. Tales modificaciones son bien
conocidas por los expertos en la materia e incluyen, la adicion de restos, por ejemplo, una metionina afadida en el
extremo amino para proporcionar un sitio de iniciacién u aminoacidos adicionales colocados sobre cualquiera de los
extremos para proteger la proteina de exopeptidasas. Por ejemplo, la IL6 permutada circularmente puede tener
opcionalmente un codén de metionina adicional (Met) en el extremo amino para proporcionar un sitio de iniciacién
para la traduccion.

Un experto en la materia reconocera que se pueden hacer otras modificaciones. Por tanto, por ejemplo, se pueden
hacer sustituciones de aminoacidos que aumenten la especificidad o la afinidad de unién de la proteina permutada
circularmente, etc. Como alternativa, las regiones no esenciales de la molécula se pueden acortar o eliminar por
completo. Por tanto, cuando hay regiones de la molécula que no estan implicadas en si en la actividad de la
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molécula, se pueden eliminar o sustituir con segmentos mas cortos que simplemente sirven para mantener las
correctas relaciones espaciales entre los componentes activos de la molécula.

Las dos proteinas se pueden fusionar entre si directamente o unirse por medio de un espaciador peptidico. El
espaciador peptidico puede oscilar desde aproximadamente 1 a 40 restos de longitud. En una realizacion preferida,
el espaciador peptidico es de 2 nm (20 A) o menos de longitud.

En general, el espaciador no tiene actividad biolégica en si y funciona solo para unir y proporcionar alguna distancia
entre las dos proteinas activas que comprenden la proteina de fusion. Sin embargo, un experto en la materia
reconocera que los restos del espaciador se pueden elegir para optimizar una propiedad de la proteina de fusion.
Por ejemplo, un espaciador que contiene restos polares o cargados en el espaciador puede potenciar la solubilidad
en soluciones acuosas. De manera similar, los restos del espaciador se pueden elegir para su efecto sobre el
plegamiento de la proteina de fusién.

Se entiende que la invencion incluye los acidos nucleicos descritos anteriormente que codifican los polipéptidos de
fusion de las invenciones tales como acidos nucleicos recombinantes producidos mediante metodologia del ADN
recombinante, asi como vectores de expresion que comprenden los acidos nucleicos de la invencion y células
hospedadoras que comprenden los vectores de la invencion.

Usos terapéuticos

Los polipéptidos de fusién de la invencion descritos en el presente documento son particularmente muy adecuados
como agentes terapéuticos que se dirigen a células de interés in vivo (es decir, células diana) dado que presentan,
entre otras propiedades, mayores afinidades de union por receptores naturales que los ligandos naturales vy
actividades agonistas y antagonistas. Por tanto, las composiciones y las composiciones farmacéuticas que contienen
los presentes polipéptidos de fusion se pueden administrar a un paciente que necesite tratamientos terapéuticos. En
aplicaciones terapéuticas, los polipéptidos de fusion de la invencion que comprenden ligandos permutados
circularmente, y diversas composiciones que contienen estas moléculas se administran a un paciente que padece
una enfermedad o trastorno en una cantidad terapéuticamente eficaz.

La invencion proporciona composiciones que comprenden los polipéptidos de fusion de la invencion y un vehiculo,
diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, y métodos terapéuticos y de diagnostico que emplean los
ligandos o composiciones de la invencion.

Los usos terapéuticos o profilacticos de ligandos de la invencién implican la administracion de ligandos de acuerdo
con la invenciéon a un receptor mamifero, tal como un ser humano. Los polipéptidos de fusiéon de la invencién
preferentemente se unen a dianas con alta afinidad y/o avidez. Los ligandos sustancialmente puros de al menos 90 a
95 % de homogeneidad son preferidos para la administracion a un mamifero, y del 98 al 99 % o mas de
homogeneidad es lo mas preferido para usos farmacéuticos, especialmente cuando el mamifero es un ser humano.
Una vez purificados, de forma parcial o hasta la homogeneidad tal como se desee, los polipéptidos de fusiéon de la
invencion se pueden usar como diagndstico o terapéuticamente (incluyendo de manera extracorpérea) o en el
desarrollo y la realizacién de procedimientos de ensayo, tinciones inmunofluorescentes y similares.

Por ejemplo, los polipéptidos de fusién de la presente invencion tipicamente encontraran su uso en la prevencion, en
la supresion o en el tratamiento de estados de enfermedad. Por ejemplo, los polipéptidos de fusién se pueden
administrar para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad o trastorno provocada por una actividad del receptor o
caracterizada por la expresién o sobreexpresion del receptor, tal como inflamacién crénica o enfermedades
inflamatorias crénicas, enfermedades cardiovasculares, enfermedades metabdlicas (por ejemplo, obesidad, diabetes
de tipo Il, sindrome metabdlico), enfermedades respiratorias (por ejemplo, asma, EPOC), enfermedades oftalmicas
(por ejemplo, DMAE, glaucoma), trastornos hematopoiéticos, inmunosupresion, rechazo a los trasplantes de
organos, enfermedad de injerto frente a huésped, enfermedades del hueso y del cartilago (osteoporosis, artrosis),
hipersensibilidad alérgica, cancer, infeccion bacteriana o virica, trastornos autoinmunes (que incluyen, pero sin
limitacion, diabetes de tipo |, asma, esclerosis multiple, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, artritis
psoriasica, espondiloartropatia (por ejemplo, espondilitis anquilosante), trastornos autoinflamatorios, Ilupus
eritematoso sistémico, enteropatia inflamatoria (por ejemplo, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), miastenia
grave y sindrome de Behcet), psoriasis, endometriosis y bridas abdominales (por ejemplo tras cirugia abdominal).

Una aplicacién preferida es, a través del uso de IL2 permutada circularmente fusionada a IL-2Ra generando un IL-2
superagonista), el tratamiento de cancer o de afecciones autoinmunes tales como la enfermedad de injerto frente a
hospedador, o el rechazo a los trasplantes de érganos.

Se puede usar una IL-6 permutada circularmente fusionada al dominio D1 de gp130 (que genera un antagonista de
IL-6 muy potente) en el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas, enfermedades autoinmunes (que
incluyen, pero sin limitacion, artritis reumatoide, psoriasis, artritis psoriasica, artritis reumatoide juvenil, enfermedad
de Crohn, enteropatia inflamatoria), cancer (que incluye mieloma mdiltiple), y enfermedad de Castleman. Tal como se
describe en los ejemplos de referencia 2 y 3, la proteina de fusién ligando-gp130 permutada circularmente
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(RDB1527) presenta mayor afinidad de unién especifica al receptor de IL6 natural (Figs. 6A frente a 6C) e inhibicion
de células diana (FIG. 5) en comparacion con los ligandos naturales. La elevada afinidad de unién y la inhibicion del
crecimiento de los polipéptidos de fusion IL6-gp130 permutados circularmente pueden permitir que se administren
estas proteinas a dosis mas bajas en comparacion con otros inhibidores de sefalizacion de IL6, mientras se logra la
misma eficacia terapéutica. Como alternativa, la administracion a las mismas dosificaciones da como resultado una
eficacia terapéutica prolongada, ya que las proteinas de fusidon se deben eliminar desde la circulacion a una
concentracion mas baja antes de que dejen de presentar una eficacia significativa. Ademas, la elevada eficacia
terapéutica no se acompafa de un aumento de efectos secundarios indeseables debidos a uniones no especificas y
a citotoxicidad.

Una IL-1 permutada circularmente fusionada a un dominio de cualquiera de IL-1RI, IL-1RII o IL-1RAcP (que genera
un antagonista muy potente de IL-1) se puede usar en el tratamiento de enfermedades autoinflamatorias, diabetes
de tipo |, enfermedades inflamatorias crénicas, enfermedades autoinmunes (que incluyen, pero sin limitacion, artritis
reumatoide, psoriasis, artritis psoriasica, artritis reumatoide juvenil, enfermedad de Crohn, enteropatia inflamatoria),
cancer, gota y artrosis.

Una IL-15 permutada circularmente fusionada a IL-15a (que genera un superagonista de IL-15) se puede usar en el
tratamiento de cancer, de afecciones autoinmunes tales como la enfermedad de injerto frente a hospedador, el
rechazo a los trasplantes de érganos o de infeccion.

La parte de ligando permutado circularmente del polipéptido de fusion se elige de acuerdo con el uso que se
pretende. Las proteinas que pueden servir como dianas para los ligandos permutados circularmente incluyen pero
no se limitan a moléculas de sefalizacion tales como factores de crecimiento o fragmentos biolégicamente activos o
mutantes de los mismos. Por ejemplo, el factor de crecimiento puede ser una citocina (por ejemplo, una interleucina
0 quimiocina). Aunque un experto en la materia puede determinar facilmente si una molécula es una molécula de
sefializacion (es decir, si se produce y se secreta por un primer tipo celular y ejerce un efecto sobre si misma
(autocrina) o sobre un segundo tipo celular (paracrina), normalmente mediante la unién especifica a un receptor),
varias moléculas particulares de sefializacion pueden colocarse adecuadamente en dos o mas categorias. Por
ejemplo, IL-1 puede denominarse apropiadamente como una citocina o interleucina y la eritropoietina se puede
denominar apropiadamente como un factor de crecimiento o una hormona; etc.

Una citocina incluye pero no se limita a, IL-1a, IL-1B, IL-IRa, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-
12, IL-12p35, IL-13, IL-15, miembros de la familia de la IL-17, IL18, IL-21, IL-22, IL-23, IL-23p19, IL-30 (IL27p28), IL-
33, IL-34, IL-35, IL-35p35, IL-36Ra, IL-36a, IL-36b, IL-36g, IL-37, IL-38, LIF, CNTF, oncostatina M, CLCF-1, GCSF,
GMCSF, ferritina, , lactégeno placentario, apolipoproteina e, interferon alfa (IFNa), interferén beta (IFNB), o interferén
gamma (IFNy). Una quimiocina puede ser un miembro de la subfamilia a y/o se puede unir a un receptor CXCR1,
CXCR2, CXCR3, CXCR4 o CXCRS5; puede ser un miembro de la subfamilia B y/o se puede unir a una molécula
CCR1, CCR2, CCRS3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCR10 o CCR11. Una quimiocina también puede
ser linfotactina u otra quimiocina que se una a un receptor XCR1; una quimiocina también puede ser fractalkina o se
puede unir a un receptor CX3sCR1. Por ejemplo, la quimiocina puede ser CCL7, CCL23, CCL27, CCL28, CXCL12,
CXCL14 o CXCL15.

Los factores de crecimiento incluyen pero no se limitan a miembros de la familia del factor de necrosis tumoral
(TNF), miembros de la familia del factor de crecimiento nervioso (NGF), miembros de la familia del factor de
crecimiento transformante (TGF), miembros de la familia GDF, miembros de la familia BMP, miembros de la familia
del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)(incluyendo FGF-1, FGF-2, FGF-3, FGF-4, FGF-5, FGF-6, FGF-7,
FGF-8a, FGF-8b, FGF-8e, FGF-8f, FGF-9, FGF-10, FGF-11, FGF-12, FGF-13, FGF-14, FGF-16, FGF-17, FGF-18,
FGF-19, FGF-20, FGF-21, FGF-22, FGF-23, miembros de la familia del factor de crecimiento de tipo insulina (IGF),
miembros de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) o miembros de la familia del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDFG). Por ejemplo, el factor de crecimiento puede ser TNF, EGF, TGFa, TGFpB, FGF,
NGF, eritropoyetina, IGF-1 o IGF-2.

Una hormona puede ser una hormona producida por la glandula suprarrenal, la glandula paratiroides, la glandula
hipdfisis o la glandula tiroides; también se puede producir por el hipotalamo, el ovario, el testiculo, el pancreas, la
glandula pineal o el timo. Por ejemplo, la hormona puede ser una hormona estimulante de tiroides, una hormona
estimulante de foliculos, una hormona leuteinizante, prolactina, hormona de crecimiento, hormona
adrenocorticotropica, hormonas antidiurética, oxitocina, hormona liberadora de tirotropina, hormona liberadora de
gonadotropina, hormona liberadora de la hormona del crecimiento, hormona liberadora de corticotropina,
somatostatina, dopamina, melatonina, tiroxina, calcitonina, hormona paratiroidea, un glucocorticoide, un
mineralocorticoide, un andrégeno, adrenalina, un estrogeno, progesterona, gonadotropina coridnica humana,
insulina, glucagones, somatostatina, eritropoyetina, calcitriol, péptido natriurético auricular, gastrina, secretina,
colecistoquinina, somatostatina, neuropéptido Y, ghrelina, PYYs.3s, factor de crecimiento de tipo insulina 1,
angiotensiogeno, trombopoietina o leptina.

Los neurotransmisores incluyen acetilcolina, dopamina, norepinefrina, serotonina, histamina o epinefrina. El
neurotransmisor también puede ser un péptido neuroactivo (por ejemplo, bradiquinina, colecistoquinina, gastrina,
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secretina, oxitocina, un péptido del suefio, hormona liberadora de gonadotropina, beta-endorfina, encefalina,
sustancia P, somatostatina, prolactina, galanina, hormona liberadora de la hormona del crecimiento, bombesina,
dinorfina, neurotensina, motilina, tirotropina, neuropéptido Y, hormona leuteinizante, calcitonina o péptido intestinal
vasoactivo). Las moléculas coestimuladoras adecuadas incluyen B7-1 y B7-2.

Composiciones Farmacéuticas

La presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de fusiéon de la
invencion y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las proteinas de fusidn de la presente invencion se
pueden formular de acuerdo con métodos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente Uutiles,
mediante las cuales el polipéptido se combina con un vehiculo o portador farmacéuticamente aceptable, tal como
soluciones acuosas o tampones, suspensiones y emulsiones farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de
disolventes no acuosos incluyen propiletilenglicol, polietilenglicol y aceites vegetales. Las formulaciones terapéuticas
se preparan para el almacenamiento mezclando el principio activo que tiene el grado deseado de pureza con
vehiculos, excipientes o estabilizantes fisiologicamente aceptables opcionales, tal como se describe en
Pharmaceutical Sciences de Remington, 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980), en la forma de formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas.

Mas particularmente, las presentes composiciones farmacéuticas se pueden administrar para terapia mediante
cualquier ruta adecuada incluyendo subcutanea, subcutanea o intratecal mediante bomba de infusién, intramuscular,
intravenosa, intradérmica, intravitrea, nasal y pulmonar. También se apreciara que la ruta preferida variara con el
agente terapéutico, con la afeccion y con la edad del receptor, y la enfermedad que se esté tratando.

En una realizacion, la composicion farmacéutica se administra por via subcutanea. En esta realizacion, la
composicion se puede suministrar como un polvo liofilizado que se reconstituye antes de la administracion. La
composicion también se puede suministrar en una forma liquida, que se puede administrar directamente al paciente.
En una realizacion, la composiciéon se suministra como un liquido en una jeringa precargada de manera que el
paciente se pueda autoadministrar la composicion.

En otra realizacion, las composiciones de la presente invencion estdn encapsuladas en liposomas, que tienen una
utilidad demostrada en la administracion de agentes activos beneficiosos de forma controlada durante periodos de
tiempo prolongados. Los liposomas son membranas de bicapa encerradas que contienen un volumen acuoso
atrapado. Los liposomas también pueden ser vesiculas unilamelares que poseen una Unica bicapa de membrana o
vesiculas multilamelares con mudltiples bicapas de membrana, cada una separada de la siguiente por una capa
acuosa. La estructura de la bicapa de membrana resultante es tal que las colas hidréfobas (no polares) del lipido se
orientan hacia el centro de la bicapa, mientras que las cabezas hidréfilas (polares) se orientan hacia la fase acuosa.
En una realizacion, el liposoma puede estar recubierto con un polimero flexible soluble en agua que evita la
absorcion por los 6rganos del sistema de fagocitos mononucleares, principalmente el higado y el bazo. Los
polimeros hidrofilos adecuados para rodear a los liposomas incluyen, sin limitacion, PEG, polivinilpirrolidona,
poliviniimetiléter, polimetiloxazolina, polietiloxazolina, polihidroxipropiloxazolina, polihidroxipropilmetacrilamida,
polimetacrilamida, polidimetilacrilamida, polihidroxipropilmetacrilato, polihidroxetilacrilato, hidroximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, polietilenglicol, poliaspartamida y secuencias de péptidos hidréfilos tal como se describen en las
Patentes de Estados Unidos N.° 6.316.024; 6.126.966; 6.056.973 y 6.043.094.

Los liposomas pueden estar comprendidos por cualquier lipido o combinacién de lipidos conocida en la materia. Por
ejemplo, los lipidos formadores de vesiculas pueden ser lipidos de origen natural o sintéticos, incluyendo
fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, &acido fosfatidico, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol y esfingomielina tal como se desvela en las Patentes de Estados Unidos N.° 6.056.973 y 5.874.104.
Los lipidos formadores de vesiculas también pueden ser glucolipidos, cerebrésidos o lipidos cationicos, tales como
1,2-dioleiloxi-3-(trimetilamino) propano (DOTAP); bromuro de N-[1-(2,3,-ditetradeciloxi)propil]-N,N-dimetil-N-
hidroxietilamonio (DMRIE); bromuro de N-[1-(2,3,-dioleiloxi)propil]-N,N-dimetil-N-hidroxi etilamonio (DORIE); cloruro
de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA); 3 [N-(N’,N’-dimetilaminoetano) carbamoil] colesterol
(DC-Chol); o dimetildioctadecilamonio (DDAB) también tal como se desvela en la Patente de Estados Unidos N.°
6.056.973. El colesterol también puede estar presente en el intervalo apropiado para impartir estabilidad a la
vesicula tal como se desvela en las Patentes de Estados Unidos N.© 5.916.588 y 5.874.104.

Para las formulaciones liquidas, una propiedad deseada es que la formulaciéon se suministre en una forma que
pueda pasar a través de una aguja de calibre 25, 28, 30, 31, 32 para administracion intravenosa, intraarticular o
subcutanea.

En otras realizaciones, la composicion puede administrarse por via intranasal para permitir la transferencia de los
agentes activos a través de los conductos olfativos hacia el SNC y reducir la administracién sistémica. Los
dispositivos usados comunmente para esta via de administracion se incluyen en la Patente de Estados Unidos N.°
6.715.485. Las composiciones administradas a través de esta ruta pueden permitir una mayor dosificacion del SNC o
una carga corporal total reducida, lo que reduce los riesgos de toxicidad sistémica asociados con ciertos farmacos.
La preparacion de una composicion farmacéutica para la administracién a un dispositivo implantable en subdermis
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se puede realizar usando métodos conocidos en la materia, tales como los descritos en, por ejemplo, las Patentes
de Estados Unidos N.° 3.992.518; 5.660.848; y 5.756.115.

Una composicion farmacéutica tipica para administracion parenteral seria de aproximadamente 0,1 a 3 mg/kg por
paciente por dia. Los métodos para preparar composiciones administrables por via parenteral seran conocidos o
evidentes para los expertos en la materia y se describen con mas detalle en publicaciones tales como
Pharmaceutical Science de Remington, 152 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1980).

Las administraciones individuales o multiples de las composiciones se pueden administrar dependiendo de la
dosificacion y frecuencia tal como se requiera y se tolere por el paciente. En cualquier caso, la composicién deberia
proporcionar una cantidad suficiente de las proteinas de la presente invencion para tratar eficazmente al paciente.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y de ningun modo se deben interpretar como limitantes de
la invencion que se reivindica.

Ejemplo de referencia 1. Disefio, preparacion, expresion y purificacion de construcciones de fusién Picasso

1. Disefio de IL-6 permutada circularmente y fusién al dominio D1 del receptor gp130

La estructura cristalina del complejo hexamérico de sefalizacion IL-6 (1P9M.pdb; FIG. 1) se utilizé para disefar una
variante permutada circularmente de la IL6 humana, llamada picasso3 (FIG. 2; RDB1503; SEQ ID NO: 1 (proteina) y
SEQ ID NO: 2 (acido nucleico)), de manera que el extremo C-terminal disefiado se pudiese fusionar al extremo N-
terminal del dominio D1 de gp130 en el complejo a través de un espaciador corto. En resumen, los extremos N-
terminal y C-terminal disefiados en picasso3 se corresponden con los restos 182 y 180 en la IL-6 de tipo silvestre
(SEQ ID NO: 3) y los extremos de IL-6 natural se unieron a través de un enlazador de 7 aminoacidos. El dominio D1
de gp130 se eligid6 como el miembro de fusién de manera que no solo interferiria estéricamente con la formacién del
hexamero, sino que también potenciaria la afinidad de union a IL-6R a través de interacciones naturales presentes
en el complejo (FIG. 3B). El extremo C-terminal disefiado de picasso3 se fusiond al dominio D1 a través de un
espaciador de dos aminoacidos para formar RDB1527 (FIG. 3B; SEQ ID NO: 4 (proteina) y SEQ ID NO: 5 (acido
nucleico)). Como control se disefid un analogo de proteina de fusién que consistia en una IL6 natural fusionada a D1
(RDB1529) (FIG. 3A; SEQ ID NO: 6 (proteina) y SEQ ID NO: 7 (acido nucleico)).

2. Sintesis génica

La sintesis de los genes para la expresion de las construcciones disefiadas se llevé a cabo usando métodos
convencionales.

3. Subclonacion de los genes sintetizados en un vector de expresion en mamiferos

A) Preparacién del vector de expresion pcDNA™ (Invitrogen).

Se digirieron 5 pg de pcDNA con BamHI y Hindlll durante dos horas a 37 °C. El digerido se traté con fosfatasa
alcalina de ternera para eliminar el 5’ fosfato, evitando de este modo el religamiento del vector sobre si mismo. Se
intercambid el tampdn para eliminar sales de la reaccion de fosfatasa alcalina de ternera. El kit de limpieza de PCR
de Qiagen se us6 siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. El ADN se eluy6 en 30 yl de H20.

B) Preparacion del gen de interés.

El gen de interés se digiri6 con BamHI y Hindlll durante dos horas a 37 °C. La reaccion de digestion se dejé correr
sobre un aparato E-Gel® CloneWell™ (Invitrogen) usando SYBR Green al 0,8 %. El fragmento correspondiente al
gen de interés se aislo de la segunda fila de pocillos en el gel.

C) Reaccion de ligamiento del gen a pcDNA.

El pcDNA preparado (etapa A) se mezclé con el ADN de la etapa B en presencia de ligasa T4 y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras el ligamiento, los productos se transformaron en células TOP10
(Invitrogen; cepa quimicamente competente de E. coli) y el clon correcto se tomé y se almacend como un reservorio
en glicerol a -80 °C.

4. Expresion de RDB1503, RDB1527 y RDB1529

Todas las proteinas se expresaron en células CHO usando el reactivo FreeStyle™ Max Reagent (Invitrogen)

siguiendo el protocolo del fabricante. En resumen, un dia antes de la transfeccion, las células se sembraron a
0,5x108 célula/ml y en el dia de la transfeccion se ajustaron a 1x10® células/ml tal como se recomienda por el
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fabricante. Para una transfeccién de 1 litro, se prepararon dos tubos (A y B) de medio (OptiPRO™, Invitrogen) que
contenian aproximadamente 19 ml, se afiadid 1 mg de ADN al tubo A y se afiadié 1 ml de reactivo FreeStyle™ Max
al tubo B.Inmediatamente, los contenidos de ambos tubos se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Tras el periodo de incubacion se afiadié lentamente la mezcla a 1 litro de células CHO. Tras la
transfeccion se dejaron las células durante 6 a 7 dias y después se recogi6 el sobrenadante.

5. Purificacion de RDB1527 y RDB1529

La proteina expresada en el sobrenadante se capturd en una columna de proteina A para unir la porciéon Fc de la
proteina de fusion. Tras la unién de la proteina, la columna se lavé con hasta 5 volumenes de columna de PBS. La
proteina se eluyo de la columna disminuyendo el pH del tampon de funcionamiento y se neutralizé directamente con
tampon Tris a pH=7. La proteina purificada se dializé toda la noche frente a PBS.

Ejemplo de referencia 2. Actividad in vitro de proteinas de fusién de IL6 permutadas circularmente

Las células HEK-Blue™ IL-6 (Invitrogen) son células embrionarias humanas disefiadas especificamente para
detectar IL-6 bioactiva in vitro mediante el control de la expresion inducida por IL-6 de un gen reportero de fosfatasa
alcalina embrionaria secretada inducible con STAT3 (SEAP). SEAP se puede controlar facilmente cuando se usa el
medio de deteccion de SEAP QUANTI-Blue™ (Invitrogen). La linea celular humana y el medio de deteccion se
usaron para ensayar la capacidad de le IL6 permutada circularmente y de las construcciones de proteina de fusion
IL6 RDB1503, RD1527 y RDB1529 para actuar como agonistas o antagonistas de SEAP inducida por IL-6.

Se colocaron 100 pl de medio que contiene células HEK-Blue™ IL-6 en placas de microtitulo de 96 pocillos hasta
una concentracion final de 50.000 células/pocillo. Para medir la actividad agonista, se prepararon IL6 y RDB1503 a
una concentracion final d 200 pM y después se diluyeron de manera seriada y se afiadieron por duplicado muestras
de ensayo a las células HEK-Blue™ IL-6. Para medir la potencia del antagonista, se prepararon RD1527 y RDB1529
a una concentracion inicial de 3,3 nM, después se diluyeron de manera seriada t se afadieron en duplicado
muestras de ensayo a las células HEK-Blue™ IL-6 en presencia de una concentracion constante de IL6 de 12,5 pM.
Las muestras se incubaron a 37 °C, con CO2 al 5 % durante 20-24 horas, después, se transfirieron 40 uyl de cada
muestra a una nueva placa de 96 pocillos que contiene 160 pyl de QUANTI-Blue™ en cada pocillo, y se incubd a 37
°C, con CO2 al 5 %. Se tomaron lecturas de absorbancia a 630 nm tras 3 horas de incubacion.

La IL-6 permutada circularmente (RDB1503) demostré actividad agonista con una CEso comparable con la de IL-6
(FIG. 4). RDB1527 (CP_IL-6_D1_Fc) fue capaz de inhibir la expresion de SEAP inducida por IL-6 en una forma
dependiente d la dosis con un valor de Clso de 0,22 nM (FIG. 5). En contraste, RDB1529 (IL-6_D1_Fc no modificada)
no presento efecto antagonista (FIG. 5).

Se sacaron las siguientes conclusiones: 1) La permutacion circular de IL-6 da como resultado que no haya pérdida
de afinidad de uniodn; 2) la fusién del dominio D1 de gp130 al extremo C-terminal de la IL-6 de tipo silvestre no
convierte a IL-6 en un potente agonista, mientras que la fusion del dominio D1 de gp130 al extremo C-terminal de la
IL-6 permutada circularmente da como resultado un potente antagonismo de la sefializacion mediada por IL-6.

Ejemplo de referencia 3. Medidas de cinética de wtlL6, RDB1527 y RDB1529

La IL6-Fc de tipo silvestre (wtlL6), RDB1527 y RDB1529 se inmovilizaron en una microplaca de sensor de Biacore™
usando el kit de captura de anticuerpos humanos (GE Healthcare) segun el protocolo del fabricante. IL-'6R se paso
sobre la superficie de la microplaca en un modelo por etapas. IL-6R se prepar6é en 5 concentraciones; 3,0 nM, 1,0
nM, 0,33 nM, 0,11 nM y 0,03 nM. En el primer ciclo, la concentracion de 0,03 nM de IL-6R fluyd sobre el ligando de
union en la superficie de la microplaca durante 180 segundos, tras los cuales, se pas6 una solucion de blanco sobre
la superficie para permitir que se disociase IL-6R. Se repiti6 el mismo procedimiento durante cuatro veces
adicionales usando una concentracion en aumento desde 0,03 a 3 nM de 6R. Los sensogramas resultantes se
analizaron con el programa informatico de instrumento natural para calcular las afinidades de unién de las
construcciones.

La afinidad de unién de RDB1527 a IL-6R se calculé que era 40 pM (FIG. 6C), representando un aumento de mas de
200 veces cuando se compara con la afinidad del control wtlL6 (9 nM, FIG. 6A). El sensograma para RDB1529 (FIG.
6B) dio como resultado un mal ajuste y, por lo tanto la afinidad de union calculada no es fiable. Esto puede deberse
a una unién mixta entre IL-6 e IL-6R e independientemente de D1 e IL-6R.

Basandose en los resultados, se concluyé que la afinidad de unién de RDB1527 a IL-6R es de 40 pM o mayor de
200 veces superior a la de wtlL6. Estos datos, en combinacién con la potente actividad antagonista, sugieren
fuertemente que los determinantes de union en IL-6 y en D1 se unen simultdneamente a IL-6R y evitan la asociacion
del complejo de sefializacion, tal como se disefid.
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Ejemplo de referencia 4. Disefio de IL1B permutada circularmente y fusionada a los dominios D1-D2 de IL-1RI

(RDB1538)

La estructura cristalina del complejo heterotrimérico de sefalizacion IL-1B (4DEP.pdb; FIG. 7A) se utiliz6 para
disefar una variante permutada circularmente de IL-18 (RDB1515; SEQ ID NO: 8 (proteina) y SEQ ID NO: 9 (acido
nucleico)), de manera que el extremo N-terminal disefiado se pudiese fusionar al extremo C-terminal del dominio D1-
D2 de IL-1RI a través de un espaciador corto. En resumen, los extremos N-terminal y C-terminal disefiados se
corresponden con los restos 224 y 223, respectivamente, en IL-1B de tipo silvestre, y los extremos naturales de IL-18
estaban unidos mediante un enlazador de 7 aminoacidos. El extremo N-terminal recién creado se fusion6 al dominio
D1-D2 de RI con un espaciador de 5 aminoacidos y se afiadié el marcador FLAG al extremo N-terminal de RI, dando
como resultado RDB1538 (FIG. 7B; SEQ ID NO: 10 (proteina) y SEQ ID NO: 11 (acido nucleico)). La proteina de
fusion resultante se disefia para ser un antagonista de la sefalizacion mediada por IL-1$ uniéndose a IL-1RAcCP e
impidiendo que se ensamble el complejo de sefalizacién completo.

Ejemplo de referencia 5. Diseno de [L-2 permutada circularmente y fusionada a IL-2Ra (RDB1405)

Tras unirse a IL-2Ra, la conformacién de union de IL-2 se estabiliza para permitir que se forme un complejo de alta
afinidad con IL-2RB y y.. RDB1405 esta disefiada para ser un superagonista de la sefalizacion mediada por IL-2,
particularmente en células que carecen de IL-2Ra, ya que seria capaz de formar el complejo de alta afinidad sin
requerir la unién a IL-2Ra asociado a células. La estructura cristalina del complejo cuaternario de sefializacion de IL-
2 (2B5l.pdb; FIG. 8A) se utilizé para disefiar una variante de IL-2 permutada circularmente, de manera que el
extremo C-terminal disefiado se pudiese fusionar al extremo N-terminal de IL-2Ra a través de un espaciador corto.
En resumen, los extremos N-terminal y C-terminal disefados se corresponden con los restos 95 y 94,
respectivamente, en IL-2 de tipo silvestre. El extremo C-terminal de IL-2 natural estaba unido al resto 4 de la IL-2 a
través de un enlazador de 2 aminoacidos. Finalmente, el extremo C-terminal recién creado estaba fusionado al
extremo N-terminal de IL-2Ra a través de un espaciador de 6 aminoacidos y el extremo C-terminal de IL-2Ra estaba
fusionado a Fc de IgG1 humana, dando como resultado RDB1405 (FIG. 8B; SEQ ID NO: 12 (proteina) y SEQ ID NO:
13 (acido nucleico)).

Ejemplo 1. Diseno de proteinas de fusién permutadas circularmente

Se disefié una proteina de fusion de IL-2 o IL-15 con selectividad mejorada por células que expresan IL-2RBy (pero
no IL-2a) sobre células que expresan IL-2Rafy en relacion con la IL-2 de tipo silvestre (IL-2 de tipo silvestre tiene
una mayor preferencia por células que expresan IL-2Rafy ). Al fusionar IL-2Ra a IL-2 o IL-15Ra a IL-15, la proteina
de fusion resultante tenia una mayor actividad sobre células que carecen de la respectiva cadena alfa (IL-2Ra o IL-
15Ra) en comparacion con el ligando natural, y se reduciria la preferencia por células que expresan la respectiva
cadena alfa. Por tanto, el radio de actividad, CEso (IL-2RaBy*)/ CEso(IL-2RarIL-2RBY*) aumentaria para las proteinas
de fusion CP-IL-2-IL-2Ra, seria menor en comparacion con la IL-2 de tipo silvestre. Se podrian esperar resultados
analogos para las proteinas de fusién CP-IL-15-IL-15Ra. Se requiere la permutacion circular de la citocina para
orientar de manera apropiada los extremos en una localizacidon 6ptima para la fusion, ya que los extremos nativos
estan orientados distalmente a las cadenas alfa en el complejo de sefializacion.

Resultados: En células que carecen de IL-2Ra, pero que expresan IL-2RBy (linea celular HH)', las construcciones
disefiadas son tan eficaces (de hecho, de dos a cinco veces mejor) como la proleucina en la promocién de la
fosforilacion de STATS (Figura 11A, panel izquierdo). En contraste, en una linea celular que expresa el complejo
receptor heterotrimérico de alta afinidad, IL-2Ray, (linea celular CTLL-2)?, dos de las construcciones disefiadas
(RDB1411, RDB1413) son de 100 a 300 veces menos activas que la proleucina tal como se mide mediante la
proliferaciéon celular. En su conjunto, las construcciones disefiadas presentan entre 400 y 600 veces mejor
selectividad por células que carecen de IL-2Ra, en relacion con la IL-2 de tipo silvestre y, por lo tanto, tienen el
potencial de administrar un perfil terapéutico mejorado. Aunque se ha observado el aumento en la proporcion de
actividad, tal como se esperaba, fue sorprendente, que el mayor efecto sobre el aumento en la proporcion fuera la
pérdida dramatica de actividad (de 100 a 300 veces) en células que contienen IL-2Ra, en lugar de una mejora en la
actividad (solo 2 a 5 veces) para células que carecen de IL-2Ra.

En células que carecen de IL-2Ra, pero que expresan IL-2RBy (linea celular HH)|, las construcciones disefiadas son
potentes activadores de fosforilacion de STATS5, pero aproximadamente 10 veces menos potentes que la IL-15 de
tipo silvestre (Figura 12A, panel izquierdo). En una linea celular que expresa el complejo receptor heterotrimérico de
alta afinidad, IL-2RaBy, (linea celular CTLL-2)i, las construcciones disefiadas (RDB1408, RDB1416) son de 2000 a
6000 veces menos activas que la IL-15 de tipo silvestre tal como se mide mediante la proliferacion celular. En su
conjunto, las construcciones disefiadas presentan entre 200 y 600 veces mejor selectividad por células que carecen
de IL-2Ra, en relacion con la IL-15 de tipo silvestre. Aunque se ha observado el aumento en la proporciéon de
actividad, tal como se esperaba, fue sorprendente, que el mayor efecto sobre el aumento en la proporciéon fuera la
pérdida dramatica de actividad (de 2000 a 6000 veces) en células que contienen IL-2Ra y que se observe una
pérdida de actividad de 10 veces para células que carecen de IL-2Ra.

TATCC CRL-2105

2ATCC TIB-214
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Construcciones:
RDB1409: CP-IL-2(C145S)-FLAG; IL-2 permutada circularmente. La mutacion C145S es analoga a la de la
proleucina (rhIL-2) para mejorar las propiedades fisicas de la proteina. El marcador FLAG se afnade para facilitar la
purificacion.
SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSI
ISTLTGGSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPK

KATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQGSDYKDDDDK (SEQ 1D NO: 24)

RDB1411: CP-IL-2(C145S)-IL-2Ra-Fc; IL-2 permutada circularmente y fusionada a IL-2Ra. La mutacion C145S es
analoga a la de la proleucina (rhlL-2) para mejorar las propiedades fisicas de la proteina. El Fc se afiade para
facilitar la purificacion.

SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSI
ISTLTGGSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPK LTRMLTFKFYMPK
KATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMA
YKEGTMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNT
TKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPMQPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYH
FVVGQOMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGGGGS
EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 25)

RDB1413: CP-IL-2(C145S)-IL-2Ra-FLAG; IL-2 permutada circularmente y fusionada a IL-2Ra. La mutacion C145S
es analoga a la de la proleucina (rhlL-2) para mejorar las propiedades fisicas de la proteina. El marcador FLAG se
afade para facilitar la purificacion. Construccién analoga a RDB1411, sustituyendo Fc con FLAG.

SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEY ADETATIVEFLNRWITFSQSI
ISTLTGGSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPK
KATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMA
YKEGTMLNCECKRGFRRIKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNT

TKQVTPQPEEQK ERKTTEMQSPMQPVDQASLPGHCREPPPWENEATERIYH

FVVGOMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKMTHGKTRWTQPQLICTGDYK
DDDDK (SEQ ID NO: 26)

RDB1408: Fc-IL-15Ra(sushi)-CP-IL-15; IL-15 permutada circularmente y fusionada al dominio sushi de IL-15Ra. El
Fc se afade para facilitar la purificacion.
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EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGKGSITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSG
FKRKAGTSSLTECVLNKATNVAHWTTPSLKCIRDGGSELEEKNIKEFLQSFVHI
VOMFINGGGSNWVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLY TESDVHPSCKVTAMKCFE
LLELQVISLESGDASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKEC (SEQ ID NO:
27)

RDB1416: FLAG-IL-15Ra(sushi)-CP-IL-15; IL-15 permutada circularmente y fusionada al dominio sushi de IL-15Ra.
El marcador FLAG se afiade para facilitar la purificacion. Construccién analoga a RDB1408, sustituyendo Fc con
FLAG.

DYKDDDDKGSITCPPPMSVEHADIWVKSYSLYSRERYICNSGFKRKAGTSSLTE
CVINKATNVAHWTTPSLKCIRDGGSELEEKNIKEFLQSFVHIVOMFINGGGSN
WVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESG
DASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKEC (SEQ ID NO: 28)

Aunque la presente invencion se ha mostrado y se ha descrito haciendo particular referencia a realizaciones
preferentes de la misma, los expertos en la materia entenderan que pueden realizarse diversos cambios en la forma
y los detalles sin desviarse del alcance de la invencion englobada en las reivindicaciones adjuntas. También se
deberia entender que las realizaciones descritas en el presente documento no son mutuamente excluyentes y que
las caracteristicas de las diversas realizaciones se pueden combinar en su totalidad o en parte de acuerdo con la
invencion.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> ALKERMES, INC.

<120> LIGANDOS MODIFICADOS MEDIANTE PERMUTACION CIRCULAR COMO AGONISTAS Y
ANTAGONISTAS

<130> 4000.3059 WO

<140>
<141>

<150> 61/778,575
<151>13/03/2013

<150> 61/778,812
<151> 13/03/2013

<150> 61/723,081
<151>06/11/2012

<150> 61/657,264
<151> 08/06/2012

<150> 61/657,378
<151> 08/06/2012
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético
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<210> 2

<211> 516

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleotido sintético

<400> 2
cagaaccagt ggctgcagga catgaccacc cacctgatce tgcggtectt caaagagttc 80
ctgeagtect cectgeggge octgagacag atgagoeggag gatcetggegg aggeteoctet 120
gageggatcg acaageagat ccggtacate ctggacggea tctecgecct geggaaagag 180
acatgcaaca agtecaacat gtgoegagtee agcaaagagg ecctggoecga gaacaacetyg 240
aacctgeccca agatggcoctga gaaggacgge tgocttccagt ccggettcaa cgaagagact 300
tgecectggtca agatcatcac cggcoctgetg gaatttgagg tgtacctgga atacctgeag 360
aacagattcg agtcctoccga ggaacaggcec agagocgtge agatgtccac caaggtgcetg 420
atccagttte tgcagaagaa ggeocaagaac c¢tggacgeta tcaccaccee <¢gacectace 480
accaatgect cectgetgac caagetgeag tgataa 516

<210> 3

<211> 212

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
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<210>5

<211> 1539

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleotido sintético

<400> 5
caaaaccagt ggctccagga tatgaccacc cacctcatcc tcagaagttt caaggagttc 60
ctccagtecca goctgaggge tctgaggcecaa atgagocggag gcectccggegg aggcagctcco 120
gagagaatcg acaagcagat caggtacatc ctcgatggca tcagcgccct cagaaaagaa 180
acctgtaata agagcaacat gtgtgagage agcaaggaag ccctogecga gaacaatctg 240
aacctocceca aaatggetga gaaggacgga tgettccaga geggettcaa tgaggagaca 300
tgectegtga agatcatcac aggactcoctyg gagttcogaag tetacctgga gtaccteocag 360
aacaggttcy aatccagcga ggaacaggcect agggectgtge agatgtcoccac caaggtgetg 420
atccagttcc tccagaagaa ggccaagaat ctggatgcca tcaccacacc cgatcctaca 480
accaacgcca gcctgctgac caagctoccag gecctccgaac tcectggacce ttgtggctac 540
atttceccctyg aaagecctgt ggtgcaacte cacagcaatt teacagecgt ctgtgtgete 600
aaggagaagt gcatggacta ctttcacgtg aatgectaatt atatcegtgtg gaagacaaac 660
cacttecacca toecccaagga geagtatace atcatcaaca ggaccgecte cagegtgaca 720
ttcaccgaca tcgcttccct caacattcag ctgacctgeca atatcctcac cttoggecag 780
ctggagcaga acgtgtacgg aatcaccatc attagcggec tcegtccectag aggetccgaa 840
cccaagtccoct ccgataaaac ccatacctge cccccettgeec ctgetcoccga actcoctegge 200
ggececageg tgtttotett cecteocaag cecaaagata cectgatgat cageaggaca 960
coogaagtca cotgegtggt ggtegacgtyg toccacgagyg accecgaggt caaatteaac 1020
tggtacgteg atggegtgga ggtgeataat getaagacca agoecaggga ggageagtac 1080
aactccacat acagggtggt ctcecgtcctg accgtgetge atcaagactyg gotgaacgge 1140
aaggagtata agtgcaaggt gagcaataaa gccctccceg cccctattga gaagaccatt 1200
tccaaggcca agggccagcce tagagaacct caagtctaca cactcccccc ctccagggag 1260
gagatgacca aaaatcaggt ctccctgace tgoctggtga agggetteta toctagegac 1320
ategeegteg agtgggagag caacggacag ccocgagaaca actacaaaac cacacctooc 1380
gtgctegaca goegacggeag cttettectg tactecaage teaccgtgga taagtocagg 14490
tggcagcaag gcaacgtgtt tagcoctgcage gtgatgcacg aagetctcca caaccactat 1500
acccagaagt ccctcagect cagccctgge aagtagtga 1539
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<210> 6
<211> 506
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2675568 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 6

Leu

1

Gly

Glu

Met

Cys

65

Glu

Val

Lys

Leu

Thr

145

Arg

Ser

Cys

Thr

Ile

Ser

Ala

50

Leu

Tyr

Gln

Asn

Leu

130

His

Ala

Pro

Val

Ser

Ser

Ser

35

Glu

Val

Leu

Met

Leu

115

Thr

Len

Len

Glu

Len
185

Ser

Ala

20

Lys

Lys

Lys

Gln

Ser

100

Asp

Lys

Ile

Arg

Ser

180

Lys

Glu

Leu

Glu

Asp

Ile

Asn

85

Thr

Ala

Leu

Leu

Gln

165

Pro

Glu

Arg

Arg

Ala

Gly

Ile

70

Arg

Lys

Ile

Gln

Arg

150

Met

Val

Lys

Ile

Lys

Leu

Cys

55

Thr

Phe

Val

Thr

Ala

135

Ser

Ser

Val

Cys

Asp

Glu

Ala

40

Phe

Gly

Glu

Leu

Thr

120

Gln

Phe

Glu

Gln

Met
200

Lys

Thr

25

Glu

Gln

Leu

Ser

Ile

105

Pro

Asn

Lys

Leu

Leu

185

Asp

31

Gln

10

Cys

Asn

Ser

Leu

Ser

90

Gln

Asp

Gln

Glu

Leu

170

His

Tyr

Ile

Asn

Asn

Gly

Glu

75

Glu

Phe

Pro

Trp

Phe

155

Asp

Ser

Phe

Arg

Lys

Leu

Phe

60

Phe

Glu

Leu

Thr

Len

140

Leu

Pro

Asn

His

Tyr

Ser

Asn

45

Asn

Glu

Gln

Gln

Thr

125

Gln

Gln

Cys

Phe

val
205

Ile

Asn

30

Leu

Glu

val

Ala

Lys

110

Asn

Asp

Ser

Gly

Thr

130

Asn

Leu

15

Met

Pro

Glu

Tyr

Arg

95

Lys

Ala

Met

Ser

Tyr

175

Ala

Ala

Asp

Cys

Lys

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Thr

Leu

160

Ile

Val

Asn



Tyr

Thr

225

Ser

Glu

Gly

Pro

Lys

305

val

Tyr

Glu

His

Lys

385

Gln

Met

Pro

Asn

Ile

210

Ile

Leu

Gln

Ser

Ala

250

Pro

val

Val

Gln

Gln

370

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr
450

val

Ile

Asn

Agn

Glu

275

Bro

Lys

Val

Asp

Tyr

355

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

435

Lys

Trp

Asn

Ile

val

260

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

340

Agn

Trp

Pro

Glu

Asn

420

Ile

Thr

Lys

Arg

Gln

245

Tyr

Lys

Leu

Thr

val

325

val

Ser

Leu

Ala

Pro

405

Gln

Ala

Thr

ES 2675568 T3

Thr

Thr

230

Leu

Gly

Ser

Leu

Leu

310

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

390

Gln

Val

Val

Pro

Asn

215

Ala

Thr

Ile

Ser

Gly

295

Met

His

val

Tyr

Gly

375

Ile

vVal

Ser

Glu

Pro
455

His

Ser

Cys

Thr

Asp

280

Gly

Ile

Glu

His

Arg

360

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
440

Val

Phe

Ser

Agn

Ile

265

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

345

val

Glu

Lys

Thr

Thr

425

Glu

Leu

32

Thr

Val

Ile

250

Ile

Thr

Ser

Arg

Pro

330

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

410

Cys

Ser

Asp

Ile

Thr

235

Leu

Ser

His

Val

Thr

315

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

3385

Pro

Leu

Asn

Ser

Pro

220

Phe

Thr

Gly

Thr

Phe

300

BPro

val

Thr

vVal

Cys

380

Ser

Pro

val

Gly

Asp
460

Lys

Thr

Phe

Leu

Cys

285

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

365

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

445

Gly

Glu

Asp

Gly

val

270

Pro

Phe

val

Phe

Pro

350

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

430

Pro

Ser

Gln

Ile

Gln

255

Pro

Pro

Pro

Thr

Asn

335

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

415

Phe

Glu

Phe

Tyr

Ala

240

Leu

Arg

Cys

Pro

Cys

320

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

400

Glu

Tyr

Asn

Phe
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Leu Tyr Ser Lys

465

Val Phe Ser Cys

ES 2675568 T3

470

485

490

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

<210>7
<211> 1524
<212> ADN

300

<213> Secuencia artificial

<220>

3505

475

<223> Descripcién de secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400>7

ctgacctcca
ctcagaaagg
gagaacaatc
aacgaggaga
gagtacetge
accaaggtge
cctgacccta
caggacatga
agggccctga
cceegtggtge
gactacttec
aaggagcaat
toccctgaaca
tacggcatca
aaaacccata
ctettecete
gtggtggteg
gtggaggtge

gtggtctccg

aaggtgagca

gcgaaaggat
agacctgcaa
tcaacctgcce
coetgectegt
agaataggtt
tgatccagtt
ccacaaacgc
caacccacct
gacagatgag
agcetgeatag
atgtgaacge
acaccatcat
tccaactgac
ccatcattag
cctgeoeccece
ccaagcccaa
acgtgtccca
ataatgctaa
tcctgacegt

ataaagccct

cgacaagcag
caagagcaac
caagatggcc
gaagatcatc
cgagagcage
cctgeaaaag
cagcctgetg
gatocctgagg
cgaactgcte
caatttecace
caactacate
caacagaacce
atgcaacatt
cggecctegte
ttgcecctget
agataccctg
cgaggaccee
gaccaageoe
gctgcatcaa

cceccgecect

atcaggtaca
atgtgcgaga
gaaaaggatyg
accggeoctge
gaggaacagg
aaggccaaga
accaagctgc
agcttcaagg
gacccttgty
geegtgtgeg
gtgtggaaga
gocageoageg
ctcaccttcg
cctagaggct
cccgaactcce
atgatcagcea
gaggtcaaat
agggaggage
gactggctga

attgagaaga

33

toctcgacgg
gcagcaagga
gatgcttcca
tegagtttga
ctagagetgt
atctegacge
aggcccaaaa
agttcctecca
gatacattag
tgctcaaaga
ccaaccattt
tecacattcac
gocagctgga
ccgaacccaa
toggeggece
ggacaccdga
tcaactggta
agtacaacte
acggcaagga

ccatttccaa

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

480

Ser Val Met His (Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

495

catctccget
agccctgget
gagcggettt
ggtgtatcte
ccagatgtee
tatcaccace
ccaatggctc
atcctecccte
ccctgaatcce
gaagtgecatg
caccatccoce
cgacategee
gcaaaatgtyg
gtcctceogat
cagcgtgttt
agtcacctge
cgtegatgge
cacatacagy
gtataagtgc

ggocaagggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200
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cagcctagag
caggtctcec
gagagcaacy
ggcagcttct
gtgtttagcet
agcctcagee

<210> 8
<211> 160
<212> PRT

aacctcaagt
tgacctgecect
gacagcccoga
tcctgtacte
gcagegtgat

ctggcaagta

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2675568 T3

ctacacactc
ggtgaaggge
gaacaactac
caagctcacc
gcacgaagct

gtga

ccccoctcea
ttctatecta
aaaaccacac
gtggataagt

ctccacaacc

<223> Descripciéon de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 8

Glu

1

Leu

Glu

Phe

Lys

Gln

Lys

Glu

Asn Leu

Glu
20

Arg Phe

35

Ser Ala

50

Glu

65

Thr

Gly

Lys

Gln

Asn

Asgp

Ala

Ser

Gly

Met Pro

Thr

Phe

Val
100

Pro

Leu Val

115

Gln Asp

130

Gln
145

Gly

Glu Glu

Tyr Leu Ser

Ser Val Asp

Val Phe Asn

Gln Phe Pro

55

Val Phe

70

Met Gln Phe

85

Arg Ser

Met Ser Gly

Glu Gln

135

Met

Asn
150

Ser Asp

Cys Val

10

Pro Lys

25

Lys Ile

40

Asn Trp

Gly Gly

Val Ser

90

Asn Cys

105

Pro
120

Tyr
Gln

Val

Lys Ile

34

Leu

Asn

Glu

Tyr

Thr

Ser

Thr

Glu

Val

Pro

gggaggagat
gegacatege
cteoccegtget
ccaggtggca

actataccca

Lys Asp

Pro

Tyr

Ile Asn

Asp

Lys

Azn

gaccaaaaat
cgtegagtgyg
cgacagegac
gcaaggcaac

gaagtceccte

Pro
15

Lys

Lys
30

Lys

Lys Leu

45

Ile Ser

60

Lys
75

Gly
Gly Gly
Leu

Arg

Leu Lys

Thr

Gly

Ser

Asp

Ala

Ser Gln

Gln Asp

Gly Gly

Ser Gln

110

Leu His

125

Phe Ser

140

Val
155

Ala

Met

Leu

Ser Phe

Gly Leu

Thr

Met

Glu

Ala

Ile

80

Ser

Gln

Leu

Val

Lys
160

1260

1320

1380

1440

1500

1524



10

15

20

ES 2675568 T3

<210>9
<211> 486
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucleotido sintético
<400> 9
gagaagaacc tctacctctcec ctgocgtgetg aaggacgaca agcccacact ccagetggag
tccgtggace ccaagaacta ccccaagaag aagatggaga ageggttcocgt gttcaacaag
atcgagatca acaacaagct ggagttcgag agcgeccagt tccccaactg gtacatttec
acctcccagg ccgagaacat gecegtcecttt ctgggeggaa ccaagggegg ccaggacate
accgacttea ccatgeagtt cgtetecage ggaggaageg gaggeagegg agetccegtg
aggagcetga actgcacecet gagggacage cagcagaagt ccctggtgat gtecggacec
tacgaactga aggecctceca tetgraagga caggatatgg agecageaggt ggtgttetec
atgtcctteog tcoccagggeoga agaghtccaac gacaagatcec cegtggecect gggectgaaa
tagtga
<210> 10
<211> 397
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: Polipéptido sintético
<400> 10
Met Asp Ala Met Lys Arg Gly Leu Cys Cys Val Leu Leu Leu Cys
1 5 10 15
Ala Val Phe Val Ser Ala Arg Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
20 25 30
Lys Cys Lys Glu Arg Glu Glu Lys Ile Ile Leu Val Ser Ser Ala
35 40 45
Glu Ile Asp Val Arg Pro Cys Pro Leu Asn Pro Asn Glu His Lys
50 55 60
Thr Ile Thr Trp Tyr Lys Asp Asp Ser Lys Thr Pro Val Ser Thr
65 70 75
Gln Ala Ser Arg Ile His Gln His Lys Glu Lys Leu Trp Phe Val
85 90 95

35

Asp

Asn

Gly

Glu

80

Pro

60

129

180

240

300

360

420

48Q

486



Ala

Ser

Pro

val

145

Asn

Pro

Ile

ala

Glu

225

Glu

Ala

Ile

Ser

Gln

305

Leu

val

Lys

Tyr

Asn

130

Ala

Glu

Leu

val

Ser

210

Phe

Fhe

Glu

Thr

Gly

2390

Lys

Gln

Gln

Val

Cys

115

Leu

Gly

Asn

Leu

Met

195

Tyr

Ile

Glu

Asn

Asp

275

Ala

Ser

Gly

Gly

Glu

100

Lenu

Cys

Asp

Asn

Leu

180

Asn

Thr

Thr

Ser

Met

260

Phe

Pro

Leu

Gln

Glu
340

Agp

Arg

Tyr

Gly

Glu

165

Asp

Val

Ty1

Leu

Ala

245

Pro

Thr

val

Val

Asp

325

Glu

ES 2675568 T3

Ser

Ile

Asn

Gly

150

Leu

Asgn

Ala

Leu

Glu

230

Gln

val

Met

Arg

Met

310

Met

Ser

Gly

Ly=s

Ala

135

Leu

Pro

Ile

Glu

Gly

215

Glu

Phe

Phe

Gln

Ser

295

Ser

Glu

Asn

His

Ile

120

Gln

val

Lys

His

Lys

200

Lys

Agan

Pro

Leu

Phe

280

Leun

Gly

Gln

Asp

Tyr

105

Ser

Ala

Cys

Leu

Phe

185

His

Gln

Ser

Asn

Gly

265

val

Asn

Pro

Gln

Lys
345

36

Tyr

Ala

Ile

Pro

Gln

170

Ser

Arg

Tyr

Gly

Trp

250

Gly

Ser

Cys

Tyr

val

330

Ile

Cys

Lys

Phe

Tyr

155

Trp

Gly

Gly

Pro

Gly

235

Tyr

Thr

Ser

Thr

Glu

315

val

Pro

Val

Phe

Lys

140

Met

Tyr

Val

Asn

Ile

22(Q

Ser

Ile

Lys

Gly

Leu

300

Leu

Phe

val

val

Val

125

Gln

Glu

Lys

Lys

Tyr

205

Thr

Gly

Ser

Gly

Gly

285

Arg

Lys

Ser

Ala

Arg

110

Glu

Lys

Phe

RAsp

Agp

150

Thr

Aan

Thr

Gly

270

Ser

Asp

Ala

Met

Leu
350

Agn

Asn

Leu

Phe

Cys

175

Arg

Cys

Val

Lys

Ser

255

Gln

Gly

Ser

Len

Ser

335

Gly

Ser

Glu

Pro

Lys

160

Lys

Leu

His

Ile

Leu

240

Gln

AsSp

Gly

Gln

His

320

Phe

Leu



ES 2675568 T3

Lys Glu Lys Asn Leu Tyr Leu Ser Cys Val Leu Lys Asp Asp Lys Pro
355 360 365

Thr Leu Gln Leu Glu Ser Val Asp Pro Lyg Asn Tyr Pro Lys Lysg Lys
370 375 380

Met Glu Lys Arg Phe Val Phe Asn Lys Ile Glu Ile Asn

15

37

385 390 395

<210> 11

<211> 1197

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 11
atggacgcta tgaagocgggg actgtgotge gtgctoctge tgtgeggege tgteotttgte 60
agcgceocggg actataagga cgatgatgac aaggacaagt gcaaggagcg ggaggagaag 120
atcatcctgg tgagctccge caacgagatt gacgtccgge cctgccctcet caaccccaac 180
gagcataagg gcaccatcac ctggtacaaa gacgacageoa aaacaccegt ctcecaccgag 240
caagectocce ggattcacca geoacaaggag aagetetggt teghbgecege taaggtggag 300
gattccggac actactactg tgtggtccgg aactccaget actgcocctgag gattaagatc 360
agcgctaagt tegtegagaa cgageccaac ctetgetaca atgocccagge catcttcaag 420
cagaagctece ctgtggetgg agacggagge ctggtotgoe cotacatgga gtteottecaag 480
aacgagaata acgagctgee taagetgeag tggtacaagg actgecaaace cetgetecete 540
gacaacatcc acttctccgg cgtcaaggac cggctgatcg tcatgaacgt ggoccgagaag 600
cacaggggca actatacctg tcacgoccage tacacctace tgggaaagea gtatectatce 660
accagggtga ttgagttcat cacactcgag gaaaacagcy goggcagogg caacaagcty 720
gagttegagt ccegeoecagtt tcctaactgg tacatctcca caagccagge cgagaacatg 780
cdetgbettee tgggeggecac caaaggegge caagatatca cogactteac catgeagttt 840
gtgageteeqg gaggetcegg aggaagegga gotccotgtge ggtecetgaa ttgeaccectg 900
cgggattccc aacagaagag cctggtgatg tccocggceccect acgagectcaa ggocctccat 940
ctgcaaggec aggacatgga gcageaggtg gtottcagea tgagettogt gecagggagag 1020
gagtccaacyg ataagatcce cgtcogetete ggactcaagyg agaagaaccet gtacectetec 1080
tgegtgetga aggacgataa geccacccete cagetggaat cegtggaccee caagaactac 1140
cecaagaaaa aaatggaaaa geggtttgte tttaacaaga tcgagattaa ctagtga 1197
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<210> 12

<211> 539
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2675568 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 12

Ser

1

Val

Tyr

Thr

Thr

65

Met

Met

His

Asn

Pro

145

Gly

Ser

Trp

Lys

Ile

Ala

Phe

50

Lys

Ile

Leu

Leu

Leu

130

Pro

Thr

Gly

Asp

Asn

Val

Asp

35

Cys

Lys

Leu

Thr

Gln

115

Ala

Glu

Met

Ser

Asn
195

Phe

Leu

20

Glu

Gln

Thr

Asn

FPhe

100

Cys

Gln

Ile

Leu

Leu

180

Gln

His

Glu

Thr

Sar

Gln

Gly

85

Lys

Leu

Gly

Pro

Asn

165

Tyr

Cys

Leu

Lau

Ala

Ile

Lau

70

Ile

Phe

Glu

Ser

His

150

Cys

Met

Gln

Arg

Lys

Thr

Ile

55

Gln

Asn

Tyr

Glu

Gly

135

Ala

Glu

Leu

Cys

Pro

Gly

Ile

40

Ser

Leu

Asn

Met

Glu

120

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr
200

Arg

Sar

25

val

Thr

Glu

Tyr

Pro

105

Leu

Gly

Phe

Lys

Thr

185

Ser

38

Asp

10

Glu

Glu

Leu

His

Lys

90

Lys

Lys

Ser

Lys

Arg

170

Gly

Ser

Leu

Thr

Phe

Thr

Leu

75

Asn

Lys

Pro

Glu

Ala

155

Gly

Asn

Ala

Ile

Thr

Leu

Gly

60

Leu

Pro

Ala

Leu

Leu

140

Met

Phe

Ser

Thr

Ser

Phe

Asn

45

Gly

Leu

Lys

Thr

Glu

125

Cys

Ala

Arg

Ser

Arg
205

Asn

Met

30

Arg

Ser

Asp

Leu

Glu

110

Glu

Asp

Tyr

Arg

His

190

Asn

Ile

15

Cys

Trp

Ser

Leu

Thr

85

Leu

Val

Asp

Lys

Ile

175

Ser

Thr

Asn

Glu

Ile

Ser

Gln

80

Arg

Lys

Leu

Asp

Glu

160

Lys

Ser

Thr



Lys

Glu

225

His

Tyr

Tyr

His

Gly

305

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

385

Leu

Asn

Gly

Glu

Gln

210

Met

Cys

His

Arg

Gly

290

Gly

Pro

Lys

val

Tyr

370

Glu

His

Lys

Gln

Met
450

Val

Gln

Arg

Phe

Ala

275

Lys

Ser

Ala

Pro

val

355

val

Gln

Gln

Ala

Pro

435

Thr

Thr

Ser

Glu

val

260

Leu

Thr

Glu

Pro

Lys

340

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

420

Arg

Lys

Pro

Pro

Pro

245

val

His

Arg

Fro

Glu

325

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

405

Pro

Glu

Asn

ES 2675568 T3

Gln

Mat

230

Pro

Gly

Arg

Trp

Lys

310

Leu

Thr

val

val

Ser

330

Leu

Ala

Pro

Gln

Pro

215

Gln

Pro

Gln

Gly

Thr

295

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

375

Thr

Asn

Pro

Gln

val
455

Glu Glu

Pro Val

Trp Glu

Met val
265

Pro Ala
280

Gln Pro

Ser Asp

Gly Gly

Met Ile
345

His Glu
360

Val His

Tyr Arg

Gly Lys

Ile Glu

425

Val Tyr
440

Ser Leu

39

Gln

Asp

Asn

250

Tyr

Glu

Gln

Lys

Ero

330

Ser

Asp

Asn

val

Glu

410

Lys

Thr

Thr

Lys

Gln

235

Glu

Tyr

Ser

Leu

Thr

315

Ser

Arg

Pro

Ala

val

385

Tyr

Thr

Leu

Cys

Glu

220

2la

Ala

Gln

Val

Ile

300

His

Val

Thr

Glu

Lys

380

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu
460

Arg

Ser

Thr

Cys

Cys

285

Cys

Thr

Phe

Pro

val

365

Thr

vVal

Cys

Ser

Pro

445

Val

Lys

Leu

Glu

val

270

Lys

Thr

Cys

Leu

Glu

350

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

4349

Ser

Lys

Thr

Pro

Arg

255

Gln

Met

Gly

Pro

Phe

3358

val

Phe

Pro

Thr

Val

415

Ala

Arg

Gly

Thr

Gly

240

Ile

Gly

Thr

Gly

Pro

320

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

400

Ser

Lys

Glu

Phe
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ES 2675568 T3

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
465 470 475

Agn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
485 490 4385

Phe Leu Tyr Ser Lysg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
500 505 510

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
515 520 525

Thr Gln Lyz Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
530 535

<210> 13

<211> 1623

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 13

tecaagaact tcocacctgag goctogggac ctgatotoca acatcaacgt gategtgetg
gaactgaagg goteocgagae aacctteatg tgogagtacg cocgacgagac agetaccate
gtggaatttc tgaaccggtyg gatcaccttc tgccagtcca tcatctccac cctgaccgge
ggctcctocca gcaccaagaa aaccocagetg cagectggaac atctgotget ggacctgeag
atgatcctga acggcatcaa caactacaag aaccccaagc tgaccocggat gctgacctte
aagttotaca tgoccaagaa ggocacogaa ctgaaacate tgeagtgect ggaagaagaa
ctgaageocee tggaagaggt gotgaacctg goetecagggat ctggeggegg atetgagetg
tgegacgacyg acocteoctga gatceocteac gocacettea aggecatgge ttacaaagag
ggcaccatgc tgaactgcga gtgoaagaga ggcttcogge ggatcaagtec cggetccctg
tacatgctgt gcaccggcaa ctccagccac tccteoctggg acaaccagtg ccagtgcace
tcctctgoca ccocggaacac caccaaacaa gtgacccccc agcecccgagga acagaaagag
cgcaagaceca ¢ogagatgea gteoccceatg cageoctgtgg accaggette totgectgge
cactgcagag agectocace ttgggagaac gaggctaccog agagaatcta ccacttegte
gtgggccaga tggtgtacta ccagtgegtyg cagggetace gogecectgea tagaggacct
gctgagtocg tgtgcaagat gacccacggc aagaccoggt ggaccrcagcee tcagcoctgatce

tgtacaggcg gcggaggcetce cgagcctaag tcctccgata agacccacac ctgtoecccoe

40

Glu

480

Phe

Gly

Tyr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960



ES 2675568 T3

tgtectgeed ctgaactget gggaggecet tocgtgttee tgtteccoee aaageccaag 1020
gacacdetga tgatctoceg gacdedegaa gtgacetgeg tggtggtgga tgtgteceac 1080
gaggacdectyg aaghgaagtt caattggtac gtggacggeg tggaagtgea caacgecaag 1140
accaagccca gagaggaaca gtacaactcc acctaccggg tggtgtcegt goctgaccogtg 1200
ctgcaccagg attggectgaa tggcaaagag tacaagtgea aggtgtccaa caaggecctg 1260
ccagccccca tcgaaaagac catctccaag goccaagggcc agocccggga accccaggtg 1320
tacacactgd cocotagedy ggaagagatg accaagaace aggtgtecet gacetgtete 1380
gtgaaggget totacecete cgatategee gtggaatggg agtocaacgy ceagectgag 1440
aacaattata agaccacccec ccctgtgetg gacteocegacg gotecattett cctgtacage 1500
aagctgacag tggacaagtc ceoggtggrag cagggraacg tgttctcetg ctecgtgatg 1560
cacgaggcce tgcacaacca ctacacccag aaghtccctgt coctgtcteoce cggeaagtga 1620
tga 1623
<210> 14
<<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 14
Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly
1 5
<210> 15
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 15
Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
1 5
<210> 16
<211>2
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 16
Gly Gly
1

41
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<210> 17

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 17

Met Gly

<210> 18

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 18

Met Gly Gly
1

<210> 19

<211> 269

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Met Ala Glu Val Pro Glu Leu Ala Ser Glu

Gly Asn Glu Asp Asp Leu Phe Phe Glu Ala
20 25

Lys Cys Ser Phe Gln Asp Leu Asp Leu Cys
35 40

Gln Leu Arg Ile Ser Asp His His Tyr Ser
50 55

Ala Ser Val Val Val Ala Met Asp Lys Leu
65 70

Cys Pro Gln Thr Phe Gln Glu Asn Asp Leu
85 90

Met Met Ala

Asp Gly Pro

Tyr

Lys
30

Pro Leu Asp Gly

45

Lys Gly Phe Arg

Arg Lys Met
75

Leu

Tyr

15

Gln

Gly

Gln

Val

Ser

Ile

Ala

Pro
80

Ser Thr Phe Phe Pro Phe

95

Ile Phe Glu Glu Glu Pro Ile Phe Phe Asp Thr Trp Asp Asn Glu Ala

100 105

110

Tyr Val His Asp Ala Pro Val Arg Ser Leu Asn Cys Thr Leu Arg Asp

115 120

42

125



<210> 20
<211> 153
<212> PRT

Ser

Leu

145

Ser

Gly

Lys

Lys

Lys

225

Ser

Gln

130

His

Phe

Leu

Pro

Lys

210

Leu

Gln

Gln Asp

<213> Homo sapiens

<400> 20

Met

Val

Gln

Asn

Tyr
65

Glu

Asn

Tyr

Thr

Leu

Asn

50

Met

Glu

Fhe

Gln

Leu

Val

Lys

Thr

195

Met

Glu

Ala

Ile

Arg

Asn

Glu

35

Tyr

Pro

Leu

His

Lys

Gln

Gln

Glu

180

Leu

Glu

Phe

Glu

Thr
260

Met

Ser

20

His

Lys

Lys

Lys

Leu
100

Ser

Gly

Gly

165

Lys

Gln

Lys

Glu

Asn

245

Asp

Gln

Ala

Leu

Asn

Lys

Pro
85

Arg

ES 2675568 T3

Leu

Gln

150

Glu

Asn

Leu

Arg

Ser

230

Met

Phe

Leu

Pro

Leu

Fro

Ala
70

Leu

Pro

Val

135

Asp

Glu

Leu

Glu

Phe

215

Ala

Pro

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

55

Thr

Glu

Arg

Met

Met

Ser

Tyr

Ser

200

val

Gln

Val

Met

Ser

Ser

Asp

40

Leu

Glu

Glu

Asp

Ser

Glu

Asn

Leu

185

val

Phe

Phe

Phe

Gln
265

Cys

Ser

25

Leu

Thr

Leu

Val

Leu
105

43

Gly

Gln

Asp

170

Ser

Asp

Asn

Pro

Leu

250

Phe

Ile

10

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu
90

Ile

Pro Tyr
140

Gln Val
155

Lys Ile

Cys Val

Pro Lys

Lys Ile

220

Asn Trp
235

Gly Gly

Val Ser

Ala Leu

Thr Lys

Met Ile

Met Leu

60

His Leu
75

Asn Leu

Ser Asn

Glu

Val

Pro

Leu

Asn

205

Glu

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Leu

45

Thr

Gln

Ala

Ile

Leu

Phe

Val

Lys

190

Tyr

Ile

Ile

Lys

Leu

Thr

30

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn
110

Lys

Ser

Ala

175

Asp

Pro

Asn

Ser

Gly
255

Ala

15

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser
95

Val

Ala

Met

160

Leu

Asp

Lys

Asn

Thr

240

Gly

Leu

Leu

Ile

Phe

Glu
80

Lys

Ile



ES 2675568 T3

Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala
115 120 125

Asp Glu Thr Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn Arg Trp Ile Thr Phe
130 135 140

Cys Gln Ser Ile Ile Ser Thr Leu Thr
145 150

<210> 21

<211>918

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Met Leu Thr Leu Gln Thr Trp Val Val Gln Ala Leu Phe Ile Fhe Leu
1 5 10 15

Thr Thr Glu Ser Thr Gly Glu Leu Leu Asp Pro Cys Gly Tyr Ile Ser
20 25 30

Pro Glu Ser Pro Val Val Gln Leu His Ser Asn Phe Thr Ala Val Cys
35 40 45

Val Leu Lys Glu Lys Cys Met Asp Tyr Phe His Val Asn Ala Asn Tyr
50 55 60

Ile Val Trp Lys Thr Asn His Phe Thr Ile Pro Lys Glu Gln Tyr Thr
65 70 75 80

Ile Ile Asn Arg Thr Ala Ser Ser Val Thr Phe Thr Asp Ile Ala Ser
85 S0 95

Leu Asn Ile Gln Leu Thr Cys Asn Ile Leu Thr Phe Gly Gln Leu Glu
100 105 110

Gln Asn Val Tyr Gly Ile Thr Ile Ile Ser Gly Leu Pro Pro Glu Lys
115 120 125

44



Pro

Glu

145

Lys

Asp

Asn

Ser

Fro

225

1ys

Tyr

Pro

Leu

Asp

305

Thr

Asp

Thr

Thr

Lys

130

Trp

Ser

Thr

Ile

Asp

210

His

Leu

Asn

Pro

Lys

230

Gly

Tyr

Pro

Leu

Leu

Asn

Asp

Glu

Pro

Glu

195

His

Asn

Thr

Ile

Glu

275

Pro

Lys

Glu

Ser

Pro

355

Thr

Leu

Gly

Trp

Thr

180

Val

Ile

Leu

Trp

Gln

260

Asp

FPhe

Gly

Asp

His

340

Pro

Arg

Ser

Gly

Ala

165

Ser

Trp

Asn

Ser

Thr

245

Tyr

Thr

Thr

Tyr

Arg

325

Thr

Phe

Trp

Cys

Arg

150

Thr

Cys

Val

Phe

Val

230

Asn

Arg

Ala

Glu

Trp

310

Pro

Gln

Glu

Lys

ES 2675568 T3

Ile

135

Glu

His

Thr

Glu

Asp

215

Ile

Pro

Thr

Ser

Tyr

295

Ser

Ser

Gly

Ala

Ser

Val

Thr

Lys

val

Ala

200

Pro

Asn

Ser

Lys

Thr

280

Val

Asp

Lys

Tyr

Agn

360

His

Asn

His

Phe

Asp

185

Glu

val

Ser

Ile

Asp

265

Arg

Phe

Trp

Ala

Arg

345

Gly

Leu

45

Glu

Leu

Ala

170

Tyr

Asn

Tyr

Glu

Lys

250

Ala

Ser

Arg

Ser

Pro

330

Thr

Lys

Gln

Gly

Glu

155

Asp

Ser

Ala

Lys

Glu

235

Ser

Ser

Ser

Ile

Glu

315

Ser

val

Ile

Asn

Lys

140

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

220

Leu

Val

Thr

Phe

Arg

300

Glu

Phe

Gln

Leu

Tyr

Lys

Asn

Lys

val

Gly

205

Lys

Ser

Ile

Trp

Thr

285

Cys

Ala

Trp

Leu

Asp

365

Thr

Met

Phe

Ala

Tyr

190

Lys

Pro

Ser

Ile

Ser

270

val

Met

Ser

Tyr

val

350

Tyr

Val

Thr

Lys

175

Phe

val

Asn

Ile

Leu

255

Gln

Gln

Lys

Gly

Lys

335

Trp

Glu

Asn

Cys

Len

160

Arg

val

Thr

Pro

Leu

240

lys

Ile

Asp

Glu

Ile

320

Ile

Lys

Val

Ala



Thr

385

Thr

Pro

Phe

Ser

Pro

4565

Tyr

Thr

Tyr

Lys

Asp

545

Ile

Tyr

Ala

Thr

370

Lys

Val

Ala

Pro

Val

450

Cys

Leu

Pro

Leu

vVal

530

val

Ile

Thr

Ala

Thr
610

Leu

Arg

Cys

Ly=s

435

Lys

Ile

Arg

Val

Lys

515

Gly

Gln

Gly

Leu

Tyr

595

Pro

Thr

Asn

Asp

420

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

500

Gln

Lys

Asn

Asn

Ser

580

Thr

Lys

val

Leu

405

Phe

Asn

Tyr

Asp

Asn

485

Ala

Ala

Asn

Gly

Glu

565

Ser

Asp

Phe

ES 2675568 T3

Asn

390

Val

Gln

Mat

Ile

Trp

470

Leu

Asp

Pro

Glu

Phe

550

Thr

Leu

Glu

Ala

375

Leu

Gly

Ala

Leu

Leu

455

Gln

Ala

Gly

Pro

Ala

535

Ile

Ala

Thr

Gly

Gln
615

Thr

Lys

Thr

Trp

440

Glu

Gln

Glu

Pro

Ser

520

val

Arg

val

Ser

Gly

600

Gly

46

Asn

Ser

His

425

Val

Trp

Glu

Ser

Gly

505

Lys

Leu

Asn

Asn

Asp

585

Lys

Glu

Aap

Asp

410

Pro

Glu

Cys

Asp

Lys

430

Ser

Gly

Glu

Tyr

Val

570

Thr

Asp

Ile

Arg

395

Ala

Val

Trp

Val

Gly

475

Cys

Pro

Pro

Trp

Thr

555

Asp

Leu

Gly

Glu

380

Tyr

Ala

Thr

Leu

460

Thr

Tyr

Glu

Thr

Asp

540

Ile

Ser

Tyr

Pro

Ala
620

Leu

Val

Asp

Thr

445

Ser

vVal

Leu

Ser

Val

525

Gln

Phe

Ser

Met

Glu

605

Ile

Ala

Leu

Leu

430

Pro

Asp

His

Ile

Ile

510

Arg

Leu

Tyr

His

val

580

Phe

val

Thr

Thr

415

Lys

Arg

Lys

Arg

Thr
495

Lys

Thr

Pro

Arg

Thr

575

Arg

Thr

Val

Leu

400

Ile

Ala

Glu

Ala

Thr

480

Val

Ala

Lys

Val

Thr

560

Glu

Met

Phe

Pro



Val

625

Phe

Asp

Arg

Thr

Fro

705

Thr

Ser

Thr

His

Pro

785

His

Gln

Arg

Lys

Met
865

Cys

AsSn

Pro

His

Asp

620

Glu

Glu

Arg

Ser

Gln

770

Leu

val

Asn

Ser

Gln

850

Lys

Leu

Lys

Ser

Asn

675

val

Asp

Gly

Pro

Ser

755

val

Leu

Asp

Cys

Lys

835

Gln

Met

Ala

Arg

Lys

660

Phe

Ser

Leu

His

Ser

740

Thr

FPro

Asp

Gly

Ser

820

Gln

Ile

Phe

Phe

Asp

645

Ser

Asn

val

Lys

Ser

725

Ile

val

Ser

Ser

Gly

805

Gln

val

Ser

Gln

ES 2675568 T3

Leu

€30

Leu

His

Ser

val

Ser

710

Ser

Ser

Gln

val

Glu

790

Asp

Hisg

Ser

Asp

Glu
870

Leu

Ile

Ile

Lys

Glu

635

Leu

Gly

Ser

Tyr

Gln

775

Glu

Gly

Glu

Ser

His

855

Val

Thr

Lys

Ala

Asp

680

Ile

Asp

Ile

Ser

Ser

760

Val

hArg

Ile

Ser

val

840

Ile

Ser

Thr

Lys

Gln

665

Gln

Glu

Leu

Gly

Asp

745

Thr

Phe

FPro

Leu

Ser

825

Asn

Ser

Ala

47

Leu

His

650

Trp

Met

Ala

Fhe

Gly

730

Glu

val

Ser

Glu

Pro

810

Pro

Glu

Gln

Ala

Leu

635

Ile

Ser

Tyr

Asn

Lys

715

Ser

AaAsn

Val

Arg

Asp

795

Arg

Asp

Glu

Ser

Asp
875

Gly

Trp

Pro

Ser

Asp

700

Lys

Ser

Glu

His

Ser

780

Leu

Gln

Tle

Asp

Cys

860

Ala

val

Pro

His

Asp

€85

Lys

Glu

Cys

Ser

Ser

765

Glu

Gln

Gln

SBer

Phe

845

Gly

Phe

Leu

Agn

Thr

€70

Gly

Lys

Lys

Met

Ser

750

Gly

Ser

Leu

Tyr

His

830

val

Ser

Gly

Phe

Val

655

Fro

Asn

Pro

Ile

Ser

735

Gln

Tyr

Thr

val

Phe

815

Phe

Arg

Gly

Pro

Cys

€40

Pro

Fro

Phe

Phe

Asn

720

Ser

Asn

Gln

Asp

800

Lys

Glu

Leu

Gln

Gly
880
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<210> 22

Thr Glu Gly Gln

Thr Asp Glu Gly
9200

Gly Gly Tyr Met
915

<211> 569
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Met

Ser

Val

Asn

Pro

65

Leu

val

Phe

Lys

Met

145

Tyr

Lys

Leu

Sar

Glu

50

val

Trp

val

val

Gln

130

Glu

Lys

val

Glu

Ser

35

His

Ser

Phe

Arg

Glu

115

Asn

Phe

Asp

Leu

Ala

20

Ala

Lys

Thr

Val

Asn

100

Asn

Leu

Phe

Cys

ES 2675568 T3

Val Glu Arg Phe Glu Thr Val Gly Met Glu Ala Ala

885

890

895

Met Pro Lys Ser Tyr Leu Pro Gln Thr Val Arg Gln

9205

Pro Gln

Leu Arg Leu Ile Cys

Asp Lys Cys Lys Glu
25

Asn Glu Ile Asp Val
a0

Gly Thr Ile Thr Trp
55

Glu Gln Ala Ser Arg
70

Pro Ala Lys Val Glu
85

Ser Ser Tyr Cys Leu
105

Glu Pro Asn Leu Cys
120

Pro Val Ala Gly Asp
135

Lys Asn Glu Asn Asn
150

Lys Pro Leu Leu Leu
165

48

Fhe

10

Arg

Arg

Tyr

Ile

Asp

Arg

Tyr

Gly

Glu

Asp
170

Ile

Glu

Fro

Lys

His

75

Ser

Ile

Asn

Gly

Leu

155

Asn

Ala

Glu

Cys

Asp

60

Gln

Gly

Lys

Ala

Leu

140

Pro

Ile

Leu

Lys

Fro

45

Asp

His

His

Ile

Gln

125

vVal

Lys

His

910

Leu

Ile

30

Leu

Ser

Lys

Tyr

Ser

110

Ala

Cys

Leu

Phe

Ile

15

Ile

Asn

Lys

Glu

Tyr

45

Ala

Ile

Pro

Gln

Ser
175

Ser

Leu

Fro

Thr

Lys

g0

Cys

Lys

Phe

Tyr

Trp

160

Gly



Val

Asn

Ile

Arg

225

Gly

Ile

Val

Arg

Fhe

305

Asp

His

Val

Asp

Tyr

385

Ser

Lys

Lys

Tyr

Thr

210

Pro

Ser

Ala

Leu

Ser

290

Tyr

Ala

Met

Fhe

Ser

370

Rsp

Asp

Gln

Asp

Thr

195

Arg

val

Gln

Tyr

Gly

275

Thr

Lys

Ala

Ile

Ile

355

Cys

Ala

Cys

Cys

Arg

180

Cys

val

Ile

Ile

Trp

260

Glu

Leu

His

Tyr

Gly

340

Tyr

Tyr

Tyr

ASp

Gly
420

Leu

His

Ile

Vval

Gln

245

Lys

Asp

Ile

Fro

Ile

325

Ile

Lys

Asp

Ile

Ile

405

Tyr

ES 2675568 T3

Ile

Ala

Glu

Sar

230

Leu

Trp

Tyr

Thr

Phe

310

Gln

Cys

Ile

Phe

Leu

390

Phe

Lys

Val

Ser

Phe

215

Pro

Ile

Asn

Tyr

val

295

Thr

Leu

val

Phe

Leu

375

Tyr

val

Leu

Met

Tyr

200

Ile

Ala

Cys

Gly

Ser

280

Leu

Cys

Ile

Thr

Lys

360

Pro

Pro

Phe

Phe

Agn

185

Thr

Thr

Asn

Asn

Ser

265

val

Asn

Phe

Tyr

Leu

345

Ile

Ile

Lys

Lys

Ile
425

49

Val

Tyr

Leu

Glu

Val

250

Val

Glu

Ile

Ala

Pro

330

Thr

Asp

Lys

Thr

Val

410

Tyr

Ala

Leu

Glu

Thr

235

Thr

Ile

Asn

Ser

Lys

315

val

val

Ile

Ala

val

385

Leu

Gly

Glu

Gly

Glu

220

Met

Gly

Asp

Fro

Glu

300

Asn

Thr

Ile

Val

Ser

380

Gly

Fro

Arg

Lys

Lys

205

Asn

Glu

Gln

Glu

Ala

285

Ile

Thr

Asn

Ile

Leu

365

Asp

Glu

Glu

Asp

His

120

Gln

Lys

val

Leu

Asp

270

Asn

Glu

His

Phe

Val

350

TrE

Gly

Gly

vVal

hsp
430

Arg

Tyr

Pro

Asp

Ser

255

Asp

Lys

Ser

Gly

Gln

335

Cys

Tyr

Lys

Ser

Leu

415

Tyr

Gly

Pro

Thr

Leu

240

Asp

Pro

Arg

Arg

Ile

320

Lys

Ser

Arg

Thr

Thr

400

Glu

Val
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Gly

Arg

Gly
465

Asp

Glu

Ile

Arg

Pro
545

Gln

<210> 23
<211> 272
<212> PRT

Glu

Leu

450

Gly

Gly

Lys

Arg

Phe

530

Ser

Arg

Asp

435

Ile

Ser

Ile

Met

Trp

515

Trp

Ser

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 23

Met

1

Pro

His

Cys

Met
65

Asp

Gly

Ala

Glu

50

Leu

Ser

Cys

Thr

35

Cys

Cys

Ile

Ile

Ser

Lys

Pro

500

Ser

Lys

Lys

Ala

Val

Ile

Glu

Val

485

Glu

Gly

Asn

His

His
565

Tyr Leu

Gln Ala

20

Phe Lys

Lys Arg

Thr Gly

ES 2675568 T3

Glu

Leu

Glu

470

Val

Ser

Asp

val

Gln

550

val

Leu

Glu

Ala

Gly

Asn

70

Val

Val

455

Gln

Leu

Ile

Phe

Arg

535

Leu

Pro

Leu

Met

Ile

440

Arg

Ile

Leu

Lys

Thr

520

Tyr

Leu

Leu

Trp

Cys Asp

40

Asn

Glu

Ala

Glu

Phe

505

Gln

His

Ser

Gly

Gly

25

Ala Tyr

Phe Arg Arg

55

Ser

Ser

His

50

Asp

Glu

Thr

Met

Leu

4390

Ile

Gly

Met

Pro

Leu

Lys

Ile

Ser

Leu

Asp

Glu

Ser
75

Asn

Ser

Tyr

475

Glu

Lys

Pro

Pro

Ala
555

Lys

Thr

Pro

Gly

Ser

Val

Ser

460

AsSn

Lys

Gln

Gln

val

540

Thr

Prc

Thr

Lys

445

Phe

Ala

Ile

Lys

Ser

525

Gln

Lys

Phe

45

60

Trp

Asp

Gly

Ile

Glu

Met

Ser

Asn

Lys

Ser

Leu

Gln

His

510

Ala

Arg

Glu

Met

Ser

Trp

val

Asp

4395

Gly

Lys

Arg

Lys

15

Ile

Leu

Leu

Gln

Arg

Leu

Gln

480

Tyr

Ala

Thr

Ser

Leu
560

Val

Pro

Asn

Tyr

Cys

80
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<210> 24

Gln

Gln

Met

Pro

Gly

145

Trp

Phe

Ser

Glu

225

vVal

Ser

<211> 142
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Cys

Pro

Gln

Pro

130

Gln

Gly

Thr

Pro

Glu

210

Met

Ala

Gly

Thr

Glu

Pro
115

Trp

Met

Pro

Gln

Gly

195

Thr

Ala

Val

Leu

Ser

Glu

100

Val

Glu

Val

Ala

Pro

180

Glu

Ser

Ala

Ala

Thr
260

Ser

85

Gln

Asp

Asn

Tyr

Glu

165

Gln

Glu

Cys

Thr

Gly

245

Trp

ES 2675568 T3

Ala

Lys

Gln

Glu

Tyr

150

Ser

Leu

Lys

Leu

Met

230

Cys

Gln

Thr

Glu

Ala

Ala

135

Gln

Val

Ile

Pro

Vval

215

Glu

Val

Arg

Arg

Arg

Ser

120

Thr

Cys

Cys

Cys

Gln

200

Thr

Thr

Phe

Arg

Asn

Lys

105

Leu

Glu

Val

lys

Thr

185

Ala

Thr

Ser

Leu

Gln
265

Thr

90

Thr

Pro

Arg

Gln

Met

170

Gly

Ser

Thr

Ile

Leu

250

Arg

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 24

51

Thr

Thr

Gly

Ile

Gly

1355

Thr

Glu

Pro

Asp

Fhe

235

Ile

lys

Lys

Glu

His

Tyr

140

Tyr

His

Met

Glu

Phe

220

Thr

Ser

Ser

Gln

Met

Cys

125

His

Arg

Gly

Glu

Gly

205

Gln

Thr

Val

Arg

Val

Gln

110

Arg

Fhe

Ala

lys

Thr

190

Arg

Ile

Glu

Leu

Arg
270

Thr

95

Ser

Glu

Val

Leu

Thr

175

Ser

Pro

Gln

Tyr

Leu

255

Thr

Pro

Pro

Pro

Val

His

160

Arg

Gln

Glu

Thr

Gln

240

Leu

Ile
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<210> 25

Ser Lys

val Ile

Tyr Ala

Thr Phe
50

Thr Lys

65

Met Ile

Met Leu

His Leu

Asn Leu
130

<211> 539
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

vVal

Asp

35

Ser

Lys

Leu

Thr

Gln

115

Ala

Phe

Leu

20

Glu

Gln

Thr

Asn

Phe

100

Cys

Gln

His

Glu

Thr

Ser

Gln

Gly

85

Lys

Leu

Gly

ES 2675568 T3

Leu

Ala

Ile

Leu

70

Ile

Phe

Glu

Ser

Arg

Lys

Thr

Ile

55

Gln

Asn

Tyr

Glu

Asp
135

Pro Arg

Gly Ser

25

Ile Val
40

Ser Thr

Leu Glu

Asn Tyr

Met Pro
105

Glu Leu
120

Tyr Lys

Asp
10

Glu

Glu

Leu

His

Lys

20

Lys

Lys

Asp

<223> Descripciéon de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 25

Ser Lys

vVal Ile

Tyr Ala

Thr Phe
50

Asn

Vval

Asp

Ser

Phe

Leu

20

Glu

Gln

His Leu Arg

5

Glu Leu Lys

Thr Ala Thr

Ser Ile Ile

55

Pro Arg Asp

Gly Ser
25

Ile Val
40

Ser Thr

52

10

Glu

Glu

Leu

Leu

Thr

Fhe

Thr

Leu

15

Asn

Lys

Pro

Asp

Leu

Thr

Phe

Thr

Ile

Thr

Leu

Gly

Leu

Pro

Ala

Leu

Asp
140

Ile

Thr

Leu

Gly
60

Ser

Phe

Asn

45

Gly

Leu

Lys

Thr

Glu

125

Asp

Ser

Phe

Asn
45

Asn Ile Asn
15

Met Cys Glu

30

Arg Trp Ile

Ser Ser Ser

Asp Leu Gln
80

Leu Thr Arg
25

Glu Leu Lys
110

Glu Val Leu

Lys

Asn Ile Asn
15

Met Cys Glu
30

Arg Trp Ile

Ser Ser Ser



ES 2675568 T3

Thr Lys Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His Leu Leu
70

65

75

Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys Asn Pro
85

His

Asn

Pro

145

Gly

Ser

Trp

Lys

Glu

225

His

Tyr

Tyr

His

Gly
305

Leu

Leu

Leu

130

Pro

Thr

Gly

Asp

Gln

210

Met

Cys

His

Arg

Gly

290

Gly

Thr

Gln

115

Ala

Glu

Met

Ser

Asn

195

Val

Gln

Arg

Phe

Ala

275

Lys

Ser

Phe

100

Cys

Gln

Ile

Leu

Leu

180

Gln

Thr

Ser

Glu

Val

260

Leu

Thr

Glu

Lys

Leu

Gly

Pro

Asn

165

Tyr

Cys

Pro

Pro

Pro

245

val

His

Arg

Pro

Phe

Glu

Ser

His

150

Cys

Met

Gln

Gln

Met

230

Pro

Gly

Arg

Trp

Lys
310

Tyr

Glu

Gly

135

Ala

Glu

Leu

Cys

Pro

215

Gln

Pro

Gln

Gly

Thr

295

Ser

Glu

120

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

200

Glu

Pro

Trp

Met

Pro

280

Gln

Ser

53

Pro

105

Leu

Gly

Phe

Lys

Thr

185

Ser

Glu

Val

Glu

Val

265

Ala

Pro

Asp

90

Lys

Lys

Ser

Lys

Arg

170

Gly

Ser

Gln

Asp

Asn

250

Tyr

Glu

Gln

Lys

Lys

Pro

Glu

Ala

155

Gly

Asn

Ala

Lys

Gln

235

Glu

Tyr

Ser

Leu

Thr
315

Ala

Leu

Leu

140

Met

Phe

Ser

Thr

Glu

220

Ala

Ala

Gln

Val

Tle

300

His

Leu

Lys

Thr

Glu

125

Cys

Ala

Arg

Ser

Arg

205

Arg

Ser

Thr

Cys

Cys

285

Cys

Thr

Asp

Leu

Glu

110

Glu

Asp

Tyr

Arg

His

190

Asn

Lys

Leu

Glu

Val

270

Lys

Thr

Cys

Leu

Thr
95

Leu

Val

Asp

Lys

Ile

175

Ser

Thr

Thr

Pro

Arg

255

Gln

Gly

Pro

Gln
80

Arg

Lys

Leu

Asp

Glu

160

Lys

Ser

Thr

Thr

Gly

240

Ile

Gly

Thr

Gly

Pro
320



ES 2675568 T3

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
325

330

335

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr

Cys

Trp

Glu

385

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

465

Asn

Phe

Asn

Thr

<210> 26
<211> 311
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Val

Tyr

370

Glu

Hisg

Lys

Gln

Met

450

Pro

Asn

Leu

val

Gln
530

Val

355

val

Gln

Gln

Ala

Pro

435

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

515

Lys

340

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

420

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

500

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

Trp

405

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

485

Lys

Cys

Leu

Val

val

Ser

390

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

470

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Glu

375

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

455

val

Pro

Thr

Val

Leu
535

His

360

val

Tyr

Gly

Ile

val

440

Ser

Glu

Pro

Val

Met

520

Ser

345

Glu

His

Arg

Lys

Glu

425

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

505

His

Pro

54

Asp

Asn

val

Glu

410

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

490

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

val

395

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

475

Asp

Ser

Ala

Lys

Glu

Lys

380

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

460

Asn

Ser

Arg

Leu

Val

365

Thr

val

Cys

Ser

Pro

445

Val

Gly

Asp

Trp

Hisg
525

350

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

430

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

510

Asn

Phe

Pro

Thr

val

415

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

495

Gln

His

Asn

Arg

val

400

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

480

Phe

Gly

Tyr



ES 2675568 T3

<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 26

Ser Lys Asn Phe His Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn
1 5 10 15

55



Vval

Tyr

Thr

Thr

65

Met

Met

His

Asn

Pro

145

Gly

Ser

Trp

Lys

Glu

225

His

Tyr

Ile

Ala

Phe

50

Lys

Ile

Leu

Leu

Leu

130

Pro

Thr

Gly

Asp

Gln

210

Meat

Cys

His

Val

Asp

Ser

Lys

Leu

Thr

Gln

115

BAla

Glu

Met

Ser

Asn

195

Val

Gln

Arg

Fhe

Leu

20

Glu

Gln

Thr

Asn

Phe

100

Cys

Gln

Ile

Leu

Leu

180

Gln

Thr

Ser

Glu

Val

Glu

Thr

Ser

Gln

Gly

Lys

Leu

Gly

Pro

Asn

165

Tyr

Cys

Pro

Pro

Pro

245

Val

ES 2675568 T3

Leu

Ala

Ile

Leu

70

Ile

Fhe

Glu

Ser

His

150

Cys

Met

Gln

Gln

Met

230

Pro

Gly

Lys

Thr

Ile

55

Gln

Asn

Tyr

Glu

Gly

135

Ala

Glu

Leu

Cys

Pro

215

Gln

Pro

Gln

Gly

Ile

40

Ser

Leu

Asn

Met

Glu

120

Gly

Thr

Cys

Cys

Thr

200

Glu

Pro

Trp

Met

Ser

25

vVal

Thr

Glu

Tyr

BPro

105

Leu

Gly

Phe

Lys

Thr

185

Ser

Glu

Val

Glu

val

56

Glu

Glu

Leu

His

Lys

90

Lys

Lys

Ser

Lys

Arg

170

Gly

Ser

Gln

Asp

Asn

250

Tyr

Thr

Phe

Thr

Leu

75

Asn

Lys

Pro

Glu

Ala

155

Gly

Asn

Ala

Lys

Gln

235

Glu

Tyr

Thr

Leu

Gly

Leu

Pro

Ala

Leu

Leu

140

Met

Phe

Ser

Thr

Glu

220

Ala

Ala

Gln

Phe

Asn

45

Gly

Leu

Lys

Thr

Glu

125

Cys

Ala

Arg

Ser

Arg

205

Arg

Ser

Thr

Cys

Met

30

Ser

Asp

Leu

Glu

110

Glu

Asp

Tyr

Arg

His

190

Asn

Lys

Leu

Glu

Val

Cys

Trp

Ser

Leu

Thr

95

Leu

val

Asp

Lys

Ile

175

Ser

Thr

Thr

Pro

Arg

255

Gln

Glu

Ile

Ser

Gln

80

Arg

Lys

Leu

Asp

Glu

160

Lys

Ser

Thr

Thr

Gly

240

Ile

Gly



ES 2675568 T3

260 265 270

Tyr Arg Ala Leu Hig Arg Gly Pro Ala Glu Ser Val Cys Lys Met Thr
275 280 285

His Gly Lys Thr Arg Trp Thr Gln Pro Gln Leu Ile Cys Thr Gly Asp
290 295 300

Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
305 310

<210> 27

<211> 418

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 27

Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
35 40 45

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Aan Trp Tyr Val
50 55 60

Agp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
65 70 75 BO

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
85 90 95

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
100 105 110

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
115 120 125

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
130 135 140

Lys Asn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
145 150 155 160

57



Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

225

Met

Ser

Thr

His

Leu

305

val

Ser

Ala

Ala

Gly

385

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

210

Leu

Ser

Arg

Ser

Tre

2390

Glu

Gln

Asp

Thr

Met

370

Asp

Asn

Ala

Thr

Leu

195

Ser

Ser

val

Glu

Ser

275

Thr

Glu

Met

Leu

Leu

355

Lys

Ala

Ser

Val

Pro

180

Thr

Val

Leu

Glu

Arg

260

Leu

Thr

Lys

Phe

Lys

340

Tyr

Cys

Sar

Leu

Glu

165

Pro

val

Met

Ser

His

245

Tyr

Thr

Pro

Asn

Ile

325

Lys

Thr

Phe

Ile

Ser

ES 2675568 T3

Trp

Val

Asp

His

Pro

230

Ala

Tle

Glu

Ser

Ile

310

Asn

Ile

Glu

Leu

His

330

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

215

Gly

Asp

Cys

Cys

Leu

295

Lys

Gly

Glu

Ser

Leu

375

Asp

Asn

Ser

Asp

Ser

200

aAla

Lys

Ile

Asn

Val

280

Lys

Glu

Gly

Asp

Asp

360

Glu

Thr

Gly

Asn

Ser

185

Arg

Leu

Gly

Trp

Ser

265

Leu

Cys

Phe

Gly

Leu

345

Val

Leu

val

Asn

58

Gly

170

Asp

Trp

His

Ser

Val

250

Gly

Asn

Ile

Leu

Ser

330

Ile

His

Gln

Glu

Val

Gln

Gly

Gln

Asn

Ile

235

Lys

Phe

Lys

Arg

Gln

315

Asn

Gln

Pro

val

Asn

395

Thr

Pro

Ser

Gln

His

220

Thr

Ser

Lys

Ala

Asp

300

Ser

Trp

Ser

Ser

Ile

380

Leu

Glu

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Cys

Tyr

Arg

Thr

285

Gly

Phe

Val

Met

Cys

365

Ser

Ile

Ser

Asn

Phe

190

Asn

Thr

Pro

Ser

Lys

270

Asn

Gly

Val

Asn

His

350

Lys

Leu

Ile

Gly

Asn

175

Leu

val

Gln

Pro

Leu

255

Ala

vVal

Ser

His

val

335

Ile

val

Glu

Leu

Cys

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

240

Tyr

Gly

Ala

Glu

Ile

320

Ile

Asp

Thr

Ser

Ala

400

Lys



10

15

Glu Cys

<210> 28
<211> 194

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2675568 T3

405

<223> Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 28

Asp

Ser

Thr

His

65

Len

val

Ser

Ala

Ala

145

Gly

Asn

Tyr

Ser

Arg

Ser

50

Trp

Glu

Gln

Asp

Thr

130

Met

Asp

Asn

Lys

Val

Glu

35

Ser

Thr

Glu

Met

Leu

115

Leu

Lys

Ala

Ser

Asp

Glu

20

Arg

Leu

Thr

Lys

Phe

100

Lys

Tyr

Cys

Ser

Leu
180

Asp

His

Tyr

Thr
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido de fusidon que comprende los aminoacidos 1 a 303 de la SEQ ID NO: 26, o una secuencia de
aminoacidos homodloga a la misma con al menos el 70 % de identidad de secuencia a nivel de aminoacidos que
comprende una IL-2 permutada circularmente y tiene una selectividad mejorada por IL-2RBy sobre IL-2Rafy en
relacion con la IL-2 de tipo silvestre.

2. Una composiciéon farmacéutica que comprende el polipéptido de fusién de la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

3. Un acido nucleico aislado o recombinante que codifica el polipéptido de fusién de la reivindicacién 1.
4. Un vector recombinante que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 3.

5. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacion 4.

6. El polipéptido de fusién de la reivindicacion 1 para su uso en medicina.

7. El polipéptido de fusion de la reivindicacién 1 para su uso en un método de tratamiento del cancer o de una
afeccion autoinmune.
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Complejo hexamérico de senalizacion de IL6
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Permutacion circular de IL6
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Fig. 2
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RDB1527 (picasso3_D1) y RBD1529 (wtlL6_D1)
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Absorbancia
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Respuesta
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Respuesta
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Fig.7
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RDB1405 (IL-2/IL-2Rcx)
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Fig.8
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Familia de IL-1 Familia de FGF

CP-IL-6:D1:Fc .

:

iz

69



Fluorescencia 560,590
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