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DESCRIPCION
Proteinas de fusién que se unen a factores de crecimiento
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion:

La presente invencion se refiere al campo de las composiciones anti-angiogénesis. La presente invencion también
se refiere a una composicion que se une de forma sincronica a dos factores de crecimiento o citocinas diferentes.

2. Descripcion de los antecedentes:

Existen tres receptores de VEGF conocidos, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3 en seres humanos. VEGFR1 humano
consiste en 1.338 aminoacidos, separados por tres regiones principales: un dominio extracelular que consiste en
siete dominios de tipo inmunoglobulina (Ig), un dominio transmembrana y un dominio de tirosina quinasa intracelular
(entrada UniProtKB/Swiss-Prot P17948) (Figura 1). VEGFR2 y VEGFR3 estan organizados de manera similar y
muestran aproximadamente 80% de identidad con VEGFR1 en el dominio tirosina quinasa.

La activacion de VEGFR1 y VEGFR2 por la unién de VEGF-A juega un papel crucial para el crecimiento, la
migracion y la supervivencia de las células endoteliales sanguineas, que son procesos esenciales para la
angiogénesis y la vasculogénesis, mientras que la activacion de VEGFR3 mediante la unién de VEGF-C y VEGF-D
juegan un papel principal para el crecimiento, la migracion y la supervivencia de las células endoteliales linfaticas,
que son procesos esenciales para la linfangiogénesis (Shibuya M y Claessson-Welsh L, Exp. Cell Research 312:
549-560, 2006; Alitalo K, et al., Nature 438:946-953) indicado especificamente de otro modo.

La afinidad de VEGF-A por VEGFR1 es aproximadamente 10 veces mayor que la de VEGFR2. Entre 7 dominios de
tipo Ig de VEGR1, el dominio 2 de tipo Ig es esencial para la unién a VEGF-A (Figura 2). Sin embargo, el dominio 2
de tipo Ilg de VEGFR1 contiene muchos aminoacidos alcalinos y su punto isoeléctrico tedrico (pl) es 9,19
(herramienta Compute pl/Mw para entradas Swiss-Prot/TrEMBL, http://kr.expasy.org/tools /pi_tool.html). Por lo tanto,
el dominio 2 de tipo Ig de VEGFR1 per se no se puede utilizar como proteina terapéutica con propiedad de receptor
sefiuelo porque tiene propiedades farmacocinéticas bajas.

La tirosina quinasa con inmunoglobulina y el dominio 2 de homologia con inmunoglobulina y factor de crecimiento
epidérmico (Tie2) es un receptor tirosina quinasa (RTK) expresado predominantemente en células endoteliales y
células hematopoyéticas (Dumont DJ, et al., Oncogene 8: 1293-1301, 1993). Tie2 es critico para la vasculogénesis,
la angiogénesis y la hematopoyesis (Yancopoulos GD, et al., Nature 407:242-248, 2000). Se han identificado cuatro
ligandos Tie2: angiopoyetina-1 (Ang1), angiopoyetina-2 (Ang2), angiopoyetina-3 (Ang3) y angiopoyetina-4 (Ang4)
(Yancopoulos GD, et al., Nature 407:242-248, 2000). Aunque Ang1 parece ser un activador obligado de Tie2, Ang2
parece tener efectos especificos del contexto, activando este receptor en algunas células mientras bloquea la
activacion de Tie2 en ofras células o en diferentes condiciones (Yancopoulos GD, et al., Nature 407:242-248, 2000).

El Tie2 humano consta de 1.124 aminoacidos, separados por tres regiones principales: un dominio extracelular que
consiste en dos dominios de tipo Ig, tres dominios de tipo EGF, un dominio de tipo Ig, tres de tipo Il de fibronectina;
un dominio transmembrana y un dominio de tirosina quinasa intracelular (entrada UniProtKB/Swiss-Prot Q02763)
(Figura 1).

Entre los subdominios extracelulares de Tie2, el dominio 2 de tipo Ig es esencial para la unién a angiopoyetina, pero
el dominio 1 de tipo Ig y tres dominios de tipo EGF parecen ser necesarios para la union estable de la angiopoyetina
(Figura 2). Es importante destacar que estos subdominios contienen muchos aminoacidos acidos y su punto
isoeléctrico tedrico (pl) es 6,55 (herramienta Compute pl/Mw para entradas Swiss-Prot/TrEMBL,
http://kr.expasy.org/tools/pi_tool.html). Por lo tanto, estos dominios per se se podrian utilizar como proteina
terapéutica porque podrian tener un alto valor farmacocinético.

De las proteinas de la familia VEGF y angiopoyetina, VEGF-A y angiopoyetina-2 (Ang2) son moléculas criticas para
la angiogénesis tumoral (Holash, J. et al., Science 1999; 284:1994-1998; Holash, J. et al., Oncogene 1999; 18:5356-
5362) y la metastasis (Saaristo, A. et al., Oncogene 2000; 19:6122-6129), la degeneracion macular relacionada con
la edad (Otani, A. et al., Invest Ophthalmol. Vis.-Sci., 1999; 40:1912-1920), la retinopatia diabética (Watanabe, D. et
al., Am. J. Ophthalmol. 2005; 139:476-481), la artritis reumatoide (Fearon, U. et al., J. Rheumatol. 2003; 30:260-268;
Paleolog, E.M. et al., Arthritis Res. 2002; 4:S81-S90), la psoriasis (Kuroda, K. et al., J. Invest Dermatol. 2001;
116:713-720), la inflamacion aguda y crénica (McDonald, D.M. et al., Am. J. Respi. Cri. Care Med. 2001; 164:S39-
S45; Roviezzo, F. et al.,, J. Pharmacol. Exp. Ther. 2005; 314:738-744), la aterosclerosis (Lim HS, et al,
Atherosclerosis, 2005; 180:113-118) y las enfermedades proliferativas linfaticas tales como la linfangiogénesis
tumoral (Scavelli, C. et al., Leukemia 2004; 18:1054-1058) y la metastasis linfatica (Sfiligoi, C. et al., Int. J. Cancer
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2003; 103:466-474). Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar un bloqueo sincrénico de VEGF-A y Ang2,
preferiblemente con un receptor sefiuelo, intradiacuerpo (anticuerpo doble) o ARN de interferencia para tratar
enfermedades asociadas con VEGF-A y/o Ang2. El documento WO03/020906 A describe productos conjugados de
proteina multivalente (MVP) con multiples dominios de uniéon a ligando de diferentes receptores para el
direccionamiento a multiples ligandos que estan implicados en la regulacion del crecimiento celular y la
neovascularizacion. Estas MVP se produjeron utilizando vectores de expresion de sus moléculas de acido nucleico
correspondientes que se unieron operativamente a cebadores. Estas MVP se pueden utilizar para tratar diversas
afecciones asociadas con la proliferacion celular anémala y la angiogénesis.

Compendio de la invencion

La invencidn se refiere a una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica:

la secuencia de nucledtidos expuesta en la Tabla 1 a la que se hace referencia como DAAP num. 1;

la secuencia de nucledtidos expuesta en la Tabla 1 a la que se hace referencia como DAAP nim. 13;

(c) la secuencia de nucledtidos expuesta en la Tabla 1 a la que se hace referencia como DAAP nim. 14;

(d) la secuencia de nucleétidos expuesta en la Tabla 1 a la que se hace referencia como DAAP num. 15; o

(e) una secuencia de nucleétidos que, como resultado de la degeneracion del codigo genético, difiere de la
secuencia de nucleotidos de (a), (b), (c) y (d), que codifica una secuencia de aminoacidos idéntica a la
expresada a partir de la misma.

(a
(b

—_ — — —

La invencion también se refiere a un vector que incluye todas las moléculas de acido nucleico descritas
anteriormente. El vector es un vector de expresion.

La invencion también se refiere a un sistema de anfitrion-vector para la producciéon de un polipéptido de fusiéon que
incluye el vector de expresion descrito anteriormente en una célula anfitriona adecuada. Tal célula anfitriona
adecuada puede incluir una célula bacteriana, una célula de levadura, una célula de insecto o una célula de
mamifero.

La invenciéon también se refiere a un polipéptido de fusion codificado por cualquiera de las moléculas de acido
nucleico aisladas descritas anteriormente.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para producir un polipéptido de fusion que incluye células en
crecimiento del sistema de anfitrion-vector descrito anteriormente, en condiciones que permiten la produccién del
polipéptido de fusion y la recuperacion del polipéptido de fusion asi producido. Tal polipéptido de fusiéon se puede
modificar por acetilacién o pegilacion. La acetilacion se puede realizar con un exceso molar de reactivo de
acetilacién que varia desde al menos aproximadamente un exceso molar de 10 veces a un exceso molar de
aproximadamente 100 veces. La pegilacién puede ser con PEG 10K o 20K.

En otro aspecto mas, la invencion se dirige a las utilizaciones, que incluyen la administracion a un mamifero que lo
necesita, de una cantidad eficaz del polipéptido de fusion descrito en la presente memoria. En ciertos aspectos, la
actividad de bloqueo del crecimiento de los vasos sanguineos puede ser Util para el tratamiento del cancer, la
degeneracion macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética y la artritis reumatoide.

En otro aspecto mas, la invencion se dirige a la utilizacién, para atenuar o prevenir el crecimiento tumoral en un
mamifero, que incluye la administracion a un mamifero que lo necesita, de una cantidad eficaz del polipéptido de
fusion descrito en la presente memoria.

En otro aspecto mas, la invencion se dirige a la utilizacion, para atenuar o prevenir el edema en un mamifero, que
incluye la administracion a un mamifero que lo necesita, de una cantidad eficaz del polipéptido de fusion descrito en
la presente memoria. El edema puede ser edema de retina y edema cerebral.

En otro aspecto mas, la invencion se refiere a la utilizacion, para atenuar o prevenir la formaciéon de ascitis en un
mamifero, que incluye la administracion a un mamifero que lo necesita, de una cantidad eficaz del polipéptido de
fusion descrito en la presente memoria. La ascitis puede estar asociada con el cancer de ovario.

En otro aspecto mas, la invencion se dirige a la utilizacion en el tratamiento de la artritis reumatoide o la retinopatia
diabética.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencién se comprendera mas completamente a partir de la descripcion detallada proporcionada a
continuacion, y de los dibujos adjuntos que se proporcionan a modo de ilustraciéon solamente, y por lo tanto no son
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limitantes de la presente invencion, y en donde;

La Figura 1 muestra un diagrama esquematico de VEGFR1 humano separado por tres regiones principales:
un dominio extracelular que consiste en siete dominios de tipo inmunoglobulina (lg), un dominio
transmembrana y un dominio de tirosina quinasa intracelular. La Figura 1 también muestra un diagrama
esquematico de Tie2 humano separado por tres regiones principales: un dominio extracelular que consiste en
dos dominios de tipo Ig, tres dominios de tipo EGF, un dominio de tipo Ig, tres de tipo Il de fibronectina; un
dominio transmembrana y un dominio de tirosina quinasa intracelular.

La Figura 2 muestra las interacciones estructurales para la union entre Ang2 y Tie2 y entre VEGF y VEGFR1.
El dominio 2 de tipo Ig de Tie2 es esencial para la unién a angiopoyetina, y el dominio 1 de tipo Ig y tres
dominios de tipo EGF parecen ser necesarios para la unidon estable de angiopoyetina, mientras que el
dominio 2 de tipo Ilg de VEGFR1 es esencial para la uniéon de VEGF-A.

Las Figuras 3A y 3B muestran diagramas esquematicos de construcciones DAAP (nim. 1, nim. 2, nim. 3 y
num. 4). La Figura 3A muestra conjuntos de subdominios de dominios extracelulares de Tie2 y VEGFR1, y la
Figura 3B muestra los aminoacidos correspondientes de Tie2 y VEGFR1. EcoR1 y Xho1 son sitios de
enzimas de restriccion.

La Figura 4 muestra diagramas esquematicos de construcciones génicas con respecto a vectores pCMV-dhfr
y pCMV-DAAP-dhftr.

La Figura 5 muestra diagramas esquematicos de construcciones de DAAP (num. 1, ndm. 11, ndm. 12, num.
13, nim. 14, num. 15, nim. 16 y ndm. 17) para conjuntos de subdominio de dominios extracelulares de Tie2 y
VEGFR1, y sus correspondientes aminoacidos de Tie2 y VEGFR1.

La Figura 6 muestra diagramas esquematicos de construcciones DAAP (ndm. 11, ndm. 12, num. 13, nim. 14,
nam. 15, ndm. 16 y num. 17) para conjuntos de subdominios de dominios extracelulares de Tie2 y VEGFR1, y
sus correspondientes aminoacidos de Tie2 y VEGFR1.

La Figura 7 muestra el analisis de transferencia Western para proteinas DAAP (nim. 1, ndm. 2, nim. 3, num.
4, nim. 11, ndm. 12, nim. 13, ndm. 14, ndm. 15, nim. 16 y ndm. 17), trampa de VEGF, Tie2-Fc y Fc.

La Figura 8 muestra un diagrama esquematico del ensayo de union ELISA para DAAP a VEGF-A.

La Figura 9 muestra un diagrama esquematico del ensayo de union ELISA para DAAP a Ang2.

La Figura 10 muestra los resultados del ensayo de union ELISA para DAAP a VEGF-A y Ang2.

Las Figuras 11A y 11B muestran un ensayo de unién para la unién competitiva de DAAP a VEGF-A y Ang2.
Las Figuras 12A-12D muestran el analisis de transferencia Western después de la unién in vitro de DAAP a
VEGF-A 'y Ang2.

La Figura 13 muestra un diagrama esquematico de la union sincronica de VEGF y angiopoyetina a DAAP.

La Figura 14 muestra el tamafio y el estado dimérico de IgFc, DAAP ndm. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc. Las
proteinas se produjeron en células CHO, se purificaron con cromatografia de afinidad de Sefarosa Proteina
A, se cargaron ~2 ug en condiciones reductora y no reductoras en SDS-PAGE, y se tifieron con azul de
Coomassie.

Las Figuras 15A y 15B muestran analisis ELISA de constantes de afinidad de DAAP nuim. 1, trampa de VEGF
y Tie2-Fc para (A) VEGF-Ay (B) Ang2.

Las Figuras 16A y 16B muestran analisis ELISA de union potenciada adicionalmente de DAAP ndm. 1 a
VEGF-A o Ang2 cuando DAAP num. 1 esta ocupada previamente con (A) Ang2 o (B) VEGF-A.

La Figura 17 muestra ensayos in vitro de interaccion y precipitacion para detectar interacciones fisicas entre
DAAP num. 1, trampa de VEGF o Tie2-Fc y varios tipos indicados de VEGF y angiopoyetinas.

La Figura 18 muestra los valores tedricos del punto isoeléctrico de diferentes DAAP.

La Figura 19 muestra un diagrama esquematico del ensayo de unién a matriz extracelular.

La Figura 20 muestra un ensayo ELISA para la union a la matriz extracelular para diferentes DAAP.

La Figura 21 muestra un ensayo ELISA para la unién a la matriz extracelular para concentraciones mas altas
de DAAP num. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc.

La Figura 22 muestra un diagrama esquematico de analisis farmacocinético utilizando raton.

La Figura 23 muestra los perfiles farmacocinéticos de Fc, DAAP num. 1, trampa de VEGF y Tie-Fc.

La Figura 24 muestra un diagrama esquematico de la generacion del modelo de tumor de implantaciéon de
GFP-LLC y los esquemas de tratamiento de PBS, Fc, DAAP num. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc.

Las Figuras 25A y 25B muestran los efectos de PBS, Fc, DAAP ndm. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc sobre el
crecimiento tumoral de GFP-LLC de acuerdo con la Figura 24. A. presenta una fotografia del tamafio tumoral
29 dias después de la implantacion del tumor y a los 24 dias de los tratamientos. B. presenta cambios en los
volumenes tumorales (media + ET) en cada grupo (n = 4).

La Figura 26 muestra imagenes representativas de vasos sanguineos en los tumores de ratones tratados con
Fc, trampa de VEGF o DAAP num. 1.

La Figura 27 muestra un diagrama esquematico de generacion de modelo de ROP y esquemas de
tratamiento de PBS, Fc, DAAP ndm. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc.

Las Figuras 28A-28F muestran los efectos de PBS, Fc, DAAP num. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc en las
vasculaturas retinianas del modelo de raton ROP. A, B, C y D muestran las vasculaturas retinianas de toda la
retina, el disco optico, la porcion media y la porcion marginal. E y F muestran los efectos de PBS, Fc, DAAP
nuam. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc sobre el area de mechones neovasculares y la densidad marginal de los
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vasos sanguineos en el modelo de ROP.

Las Figuras 29A-29B muestran la creacion de animales modelo de artritis reumatoide. A. muestra un
diagrama esquematico para la generacion del modelo de raton experimental de la artritis reumatoide inducida
por colageno tipo Il (AIC) y el tiempo de tratamiento. B. muestra puntuaciones medias de artritis clinica en las
patas que se determinaron y cuantificaron basandose en la gravedad de la hinchazon, el eritema y la rigidez
articular en los momentos indicados.

Las Figuras 30A-30B muestran el tratamiento de la artritis reumatoide. A. muestra hallazgos radiograficos
representativos de las articulaciones de rodilla y tobillo de los ratones con AR tratados con los agentes
indicados. B. muestra puntuaciones radiograficas de destruccion dsea en las articulaciones de la rodilla, el
tobillo y el tarso metatarsiano de los ratones AlC tratados con los agentes indicados. Los valores son la media
+ DT.

Las Figuras 31A-31B muestran el tratamiento de la artritis reumatoide. A. muestra hallazgos histopatolégicos
representativos de las articulaciones de rodilla y tobillo de los ratones AIC tratados con los agentes indicados
durante 18 dias. B. muestra puntuaciones histopatolégicas de anomalia dsea en las articulaciones de rodilla y
tobillo de los ratones AIC tratados con los agentes indicados durante 18 dias. Los valores son la media + DT.

La TABLA 1 muestra las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos de DAAP num. 1, DAAP num.
2, DAAP num. 3, DAAP num. 4, DAAP num. 11, DAAP nim. 12, DAAP num. 13, DAAP num. 14,
DAAP num. 15, DAAP num. 16, DAAP num. 17. En particular, SEQ ID NO: 1 representa la hebra
efectora del acido nucleico representado para DAAP nim. 1. SEQ ID NO: 2 representa la secuencia
de aminoacidos representada para DAAP ndm. 1.

SEQ ID NO: 3 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP nim. 2. SEQ
ID NO: 4 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP num. 2.

SEQ ID NO: 5 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP nim. 3. SEQ
ID NO: 6 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP num. 3.

SEQ ID NO: 7 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP nim. 4. SEQ
ID NO: 8 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP num. 4.

SEQ ID NO: 9 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP nim. 11. SEQ
ID NO: 10 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP num. 11.

SEQ ID NO: 11 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP num. 12.
SEQ ID NO: 12 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP ndam. 12.

La SEQ ID NO: 13 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP num. 13.
SEQ ID NO: 14 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP ndam. 13.

SEQ ID NO: 15 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP num. 14.
SEQ ID NO: 16 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP ndam. 14.

SEQ ID NO: 17 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP num. 15.
SEQ ID NO: 18 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP ndam. 15.

SEQ ID NO: 19 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP num. 16.
SEQ ID NO: 20 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP ndam. 16.

SEQ ID NO: 21 representa la hebra efectora del acido nucleico representado para DAAP num. 17.
SEQ ID NO: 22 representa la secuencia de aminoacidos representada para DAAP ndam. 17.

Descripcion detallada de la invenciéon
En la presente solicitud, "un", "una, y "uno" se utilizan para referirse tanto a objetos individuales como a una
pluralidad de objetos.

Segun se utiliza en la presente memoria, "aproximadamente" o "sustancialmente" generalmente proporcionan un
margen que no esté limitado a un numero exacto. Por ejemplo, seguin se utiliza en el contexto de la longitud de una
secuencia polipeptidica, "aproximadamente" o "sustancialmente" indica que el polipéptido no debe limitarse al
numero de aminoacidos mencionado. Se pueden incluir algunos aminoacidos afiadidos o restados del extremo N o
del extremo C siempre que esté presente la actividad funcional tal como su actividad de unién.

Segun se utiliza en la presente memoria, la administracion "combinada con" uno o mas agentes terapéuticos
adicionales incluye la administracién simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

Segun se utiliza en la presente memoria, "aminoacido" y "aminoacidos" se refieren a todos los L-a-aminoacidos que
se producen de forma natural. Se pretende que esta definicion incluya norleucina, ornitina y homocisteina.

Segun se utiliza en la presente memoria, en general, el término "variante de secuencia de aminoacidos" se refiere a
moléculas con algunas diferencias en sus secuencias de aminoacidos en comparacién con un polipéptido de
referencia (p.ej., secuencia nativa). Las alteraciones de aminoacidos pueden ser sustituciones, inserciones,
deleciones o cualquier combinacién deseada de tales cambios en una secuencia de aminoacidos nativa.
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Las variantes por sustitucion son aquellas en las que se ha eliminado al menos un residuo de aminoacido en una
secuencia nativa y se ha insertado un aminoacido diferente en su lugar en la misma posicién. Las sustituciones
pueden ser Unicas, donde solo se ha sustituido un aminoacido en la molécula, o pueden ser multiples, donde se han
sustituido dos o mas aminoacidos en la misma molécula.

Los sustitutos de un aminoacido dentro de la secuencia se pueden seleccionar entre otros miembros de la clase a la
que pertenece el aminoacido. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina,
isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina. Los aminoacidos neutros polares incluyen glicina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparragina y glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente (alcalinos)
incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos cargados negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y
acido glutamico. También se incluyen dentro del alcance de la invencion proteinas o fragmentos o derivados de los
mismos que muestran la misma o similar actividad bioldgica y derivados que se modifican diferencialmente durante o
después de la traduccion, p.ej., por glicosilacion, escision proteolitica, union a una molécula de anticuerpo u otro
ligando célular, etcétera.

Las variantes de inserciéon son aquellas con uno o mas aminoacidos insertados inmediatamente adyacentes a un
aminoacido en una posicién particular en una secuencia de aminoacidos nativa. Inmediatamente adyacente a un
aminoacido significa conectado al grupo funcional a-carboxi o a-amino del aminoacido.

Las variantes de delecién son aquellas con uno o mas aminodcidos eliminados en la secuencia de aminoacidos
nativa. Habitualmente, las variantes de delecion tendran uno o dos aminoacidos eliminados en una region particular
de la molécula.

Segun se utiliza en la presente memoria, "antagonista” se refiere a un ligando que tiende a anular la accion de otro
ligando, como un ligando que se une a un receptor celular sin provocar una respuesta bioldgica.

Las actividades bioldgicas preferidas de los ligandos de la presente invencién incluyen la capacidad de inhibir la
permeabilidad vascular. La capacidad de inhibir la permeabilidad vascular sera util para el tratamiento de afecciones
médicas y enfermedades tales como retinopatia diabética, edema y ascitis. Las actividades bioldgicas preferidas de
los ligandos de la presente invencioén incluyen la capacidad de mantener la integridad de las células endoteliales
(incluida la prevencion de la apoptosis). La capacidad para mantener la integridad de las células endoteliales sera
util para el tratamiento de afecciones médicas y enfermedades tales como el tratamiento con manitol, la irradiacion y
la sepsis.

También se contempla que las proteinas de fusién DAAP se marquen con una marca detectable, tal como un
radiois6topo, una etiqueta fluorescente, una etiqueta enzimatica o una etiqueta quimioluminiscente para determinar
la interaccion de union ligando-receptor. Como tales, también se contemplan sistemas de ensayo que emplean la
molécula quimérica.

Segun se utiliza en la presente memoria, los "portadores" incluyen portadores, excipientes o estabilizadores
farmacéuticamente aceptables que no son téxicos para la célula o mamifero que se exponen a los mismos a las
dosificaciones y concentraciones empleadas. A menudo, el portador farmacéuticamente aceptable es una solucion
acuosa con el pH tamponado. Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion,
tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascérbico; polipéptidos
de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina sérica, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparragina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono que incluyen glucosa, manosa
o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucares tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no idnicos tales como TWEEN®, polietilenglicol (PEG) y
PLURONICS®.

Segun se utiliza en la presente memoria, "que consiste esencialmente en" cuando se utiliza en el contexto de una
secuencia de acido nucleico o una secuencia de aminoacidos se refiere a la secuencia que es esencial para llevar a
cabo la funcién prevista del aminoacido codificado por el acido nucleico.

Segun se utiliza en la presente memoria, "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para efectuar resultados
clinicos o bioquimicos beneficiosos o deseados. Se puede administrar una cantidad eficaz una o mas veces. Para
los fines de esta invencion, una cantidad eficaz de un compuesto inhibidor es una cantidad que es suficiente para
paliar, mejorar, estabilizar, revertir, ralentizar o retrasar la progresion del estado de enfermedad.

Segun se utiliza en la presente memoria, "fragmentos” o "derivados funcionales" se refiere a variantes de secuencias
de aminoacidos biolégicamente activas y fragmentos de los ligandos o receptores nativos de la presente invencion,
asi como a modificaciones covalentes, incluyendo derivados obtenidos por reaccion con agentes de derivatizacion
organicos, modificaciones post-traduccionales, derivados con polimeros no proteinaceos e inmunoadhesinas.
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Segun se utiliza en la presente memoria, "célula anfitriona" incluye una célula individual o cultivo celular que puede
ser o ha sido un receptor de un vector de esta invencion. Las células anfitrionas incluyen la progenie de una sola
célula anfitriona, y la progenie puede no ser necesariamente completamente idéntica (en morfologia o en el
complemento de ADN total) a la célula parental original debido a una mutacién y/o cambio natural, accidental o
deliberado.

Segun se utiliza en la presente memoria, "ligando" se refiere a cualquier molécula o agente, o compuesto que se une
especificamente de forma covalente o transitoria a una molécula tal como un polipéptido. Cuando se utiliza en cierto
contexto, el ligando puede incluir un anticuerpo. En otro contexto, "ligando" puede referirse a una molécula que se
pretende que esté unida por otra molécula con alta afinidad, tal como en una trampa de ligando.

Segun se utiliza en la presente memoria, "mamifero" para el tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado
como mamifero, incluidos seres humanos, animales domésticos y de granja, y de zooldgicos, de deporte o animales
de compaiiia, tales como perros, gatos, ganado vacuno, caballos, ovejas, cerdos, etcétera. Preferiblemente, el
mamifero es un ser humano.

Segun se utiliza en la presente memoria, "portador y/o diluyente farmacéuticamente aceptables" incluye cualquiera y
todos los disolventes, medios de dispersion, agentes antibacterianos y antifungicos de recubrimiento, agentes
isotonicos y retardadores de la absorcién y similares. El uso de tales medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas.
También se pueden incorporar en las composiciones ingredientes activos complementarios.

Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de unidad de dosificaciéon para una facil
administracion y una uniformidad de dosificacion. La forma unitaria de dosificacion segun se utiliza en la presente
memoria se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos
mamiferos a ftratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado asociado con el portador farmacéutico requerido. La especificacion para las
formas unitarias de dosificacion de la invencion esta dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas
Unicas del material activo y el efecto terapéutico particular que se debe lograr, y (b) las limitaciones inherentes en la
técnica de composicion de tal material activo para el tratamiento de enfermedades en sujetos vivos que padecen una
enfermedad en los que la salud corporal esta deteriorada.

El ingrediente activo principal se compone para la administracion conveniente y eficaz en cantidades eficaces con un
portador farmacéuticamente aceptable adecuado en forma de unidad de dosificacion. Una forma de dosificacion
unitaria puede contener por ejemplo, el compuesto activo principal en cantidades que varian de 0,5 pug a
aproximadamente 2.000 mg. Expresado en proporciones, el compuesto activo generalmente esta presente en
aproximadamente 0,5 ug/ml de portador. En el caso de composiciones que contienen ingredientes activos
complementarios, las dosificaciones se determinan mediante la referencia a la dosis habitual y a la forma de
administracion de dichos ingredientes.

Segun se utiliza en la presente memoria, "muestra” o "muestra bioldgica" son mencionadas en su sentido mas
amplio, e incluyen cualquier muestra bioldgica obtenida de un individuo, fluido corporal, linea celular, cultivo de
tejidos u otra fuente que pueda contener un factor de unién quimérico, dependiendo del tipo de ensayo que se vaya
a realizar. Como se indica, las muestras biolégicas incluyen fluidos corporales, como semen, linfa, sueros, plasma,
orina, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, etc. Los métodos para obtener biopsias de tejidos y fluidos corporales
de mamiferos son bien conocidos en la técnica.

Segun se utiliza en la presente memoria, "sujeto" es un vertebrado, preferiblemente un mamifero, mas
preferiblemente un ser humano.

Segun se utiliza en la presente memoria, la unioén "sincronica" o "de manera sincronica" se refiere a la unién de la
proteina DAAP a dos o mas proteinas designadas simultaneamente si las proteinas estan disponibles para la unién.

Segun se utiliza en la presente memoria, "tratamiento" es un enfoque para obtener resultados clinicos beneficiosos o
deseados. Para los fines de esta invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se
limitan a, alivio de los sintomas, disminucion del grado de la enfermedad, estado de enfermedad estabilizado (es
decir, sin empeoramiento), retraso o ralentizacion de la progresion de la enfermedad, alivio o paliacion del estado de
la enfermedad, y remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también puede
significar la prolongacién de la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe
tratamiento. "Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas.
Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen el trastorno, asi como aquellos en los que se
debe prevenir el trastorno. "Paliar" una enfermedad significa que el grado y/o las manifestaciones clinicas no
deseables de un estado de enfermedad se reducen y/o el curso del tiempo de la progresion se ralentiza o se alarga,
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en comparacién con una situacién sin tratamiento.

Segun se utilizan en la presente memoria, "vector", "vector polinucleotidico”, "construccion" y "construccion
polinucleotidica" se utilizan de forma indistinta en la presente memoria. Un vector polinucleotidico de esta invencién
puede estar en cualquiera de varias formas, que incluyen, pero no se limitan a, ARN, ADN, ARN encapsulado en un
recubrimiento retroviral, ADN encapsulado en un recubrimiento de adenovirus, ADN empaquetado en otra forma viral
o de tipo viral (tal como el herpes simple y las adenoestructuras, tales como las poliamidas).

Angiogénesis inflamatoria.

La angiogénesis se define como la formacién de vasos nuevos a partir de vasos sanguineos preexistentes y es un
proceso importante en la salud y la enfermedad. La perpetuacion de la angiogénesis en enfermedades inflamatorias,
tales como la artritis reumatoide, las espondiloartropatias, la psoriasis, la retinopatia diabética, la arterosclerosis,
podria facilitar la entrada de células inflamatorias en las regiones patoldgicas. Estos trastornos asociados con la
angiogénesis perpetuada se consideran enfermedades de "angiogénesis inflamatoria". Varios mediadores
angiogénicos, que incluyen factores de crecimiento, citocinas, metaloproteinasas de la matriz, macromoléculas de la
matriz, receptores de adherencia celular, quimiocinas y receptores de quimiocinas, se han implicado en la
angiogénesis inflamatoria. Existe una red reguladora en los tejidos inflamados que esta involucrada en la regulacion
al alza o a la baja de la angiogénesis. (Lainer-Carr y Brahn Nature Clinical Practice Rheumatology 3, 434-442, 2007).

El inicio y la propagacion de la angiogénesis inflamatoria pueden ocurrir de acuerdo con la siguiente situacion. (1)
Distintos estimulos (reaccién autoinmunitaria, inflamacién aguda y cronica, hipoxia aguda y crénica, proliferacion de
células tumorales, necrosis y apoptosis) provocan la activacion de macréfagos residentes y otros fagocitos que
causan la liberacion de mediadores proinflamatorios. (2) Estos factores derivados de fagocitos activan las células
endoteliales para producir moléculas de adherencia, quimiocinas y citocinas. (3) Las moléculas de adherencia y los
factores solubles del endotelio activado reclutan y estimulan los fagocitos circulantes aumentando de ese modo la
masa de células reactivas. (4) Los fagocitos activados por la remodelacion tisular, a su vez, liberan factores solubles
que promueven el crecimiento y la migracion de las células endoteliales para formar nuevos vasos. La efectividad de
los estimulos angiogénicos derivados de fagocitos debe alcanzar una "masa critica", por lo tanto, la etapa (4) es
posible solo después del reclutamiento de fagocitos adicionales.

Factores de crecimiento y citocinas

Se puede elaborar cualquier factor de crecimiento y citocina que se desee que se una simultaneamente, incluidos
aquellos que tienen efectos similares sobre la progresion de la enfermedad. Los factores de crecimiento y las
citocinas abarcados por la presente invencion incluyen, sin limitacion, VEGF-A, VEGF-B VEGF-C, VEGF-D, P1GF,
PDGF, angiopoyetina-1, angiopoyetina-2, angiopoyetina-3, angiopoyetina-4, HGF, EGF, FGF, TNF-qa, interleucina-
1B, interleucina-6, interleucina-12, TGF-, RANKL, etcétera.

Polipéptidos de fusion candidatos para la union a factores de crecimiento y citocinas

Al poner en practica la presente invencién, se puede utilizar un método para preparar los polipéptidos de fusién que
implica los siguientes criterios para preparar selectivamente el polipéptido de fusion. Las regiones de unién de los
diferentes receptores para dos o mas factores de crecimiento con un efecto similar sobre la progresion de la
enfermedad, pueden estar ligadas para bloquear las acciones de los factores de crecimiento dobles, triples o
multiples simultaneamente. Los nuevos polipéptidos de fusién candidatos se pueden escrutar para determinar sus
afinidades de unién sincronicas y se pueden someter a prueba para determinar actividades de neutralizacion contra
factores de crecimiento y citocinas para la unién de cualquier combinacion de factores de crecimiento y citocinas.
Por ejemplo, VEGF-A y TNF-a; VEGF-A e interleucina-1B; VEGF-A y VEGF-C; VEGF-C y angiopoyetina; VEGF-C y
TNF-a; TNF-a y angiopoyetina; y VEGF-C y HGF. Se puede crear y utilizar cualquier combinacién de factores de
crecimiento de acuerdo con la presente invencion. Las combinaciones se pueden aplicar a la unién triple o multiple a
tres 0o mas factores de crecimiento y no estan confinadas a un doble bloqueo enumerado en la presente memoria.

Construcciones de acidos nucleicos

También se proporciona un vector de expresiéon que comprende una molécula de acido nucleico de la invencion
como se describe en la presente memoria, en donde la molécula de acido nucleico se une operativamente a una
secuencia de control de la expresién. También se proporciona un sistema de anfitrién-vector para la produccién de
un polipéptido de fusiéon que comprende el vector de expresién de la invenciéon que se ha introducido en una célula
anfitriona adecuada para la expresién del polipéptido de fusion. La célula anfitriona adecuada puede ser una célula
bacteriana tal como E. coli, una célula de levadura, tal como Pichia pastoris, una célula de insecto, tal como
Spodoptera frugiperda, o una célula de mamifero, tal como una célula COS o CHO.

La presente invencién también proporciona métodos para producir los polipéptidos de fusiéon de la invencién
8
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haciendo crecer células del sistema de anfitrién-vector descrito en la presente memoria, en condiciones que
permitan la produccion del polipéptido de fusiéon y la recuperacion del polipéptido de fusion asi producido. Los
polipéptidos de fusion utiles para poner en practica la presente invencion se pueden preparar por expresion en un
sistema de expresién procariético o eucariético.

El gen recombinante se puede expresar y el polipéptido se puede purificar utilizando cualquier niumero de métodos.
El gen se puede subclonar en un vector de expresion bacteriano, tal como, por ejemplo, pero no a modo de
limitacion, pZErO.

Los polipéptidos de fusidén se pueden purificar mediante cualquier técnica que permita la formacion posterior de una
proteina estable bioldgicamente activa. Por ejemplo, y no a modo de limitacion, los factores se pueden recuperar de
las células como proteinas solubles o como cuerpos de inclusién, a partir de los cuales se pueden extraer
cuantitativamente por medio de hidrocloruro de guanidinio 8 M y dialisis. Para purificar adicionalmente los factores,
se puede utilizar cualquier cantidad de métodos de purificacion, que incluyen, pero no se limitan a, cromatografia de
intercambio idnico convencional, cromatografia de afinidad, cromatografias de diferentes aztcares, cromatografia de
interaccion hidréfoba, cromatografia de fase inversa o filtracion en gel.

Cuando se utiliza en la presente memoria, el polipéptido de fusién incluye moléculas funcionalmente equivalentes en
las que los residuos de aminoacido se sustituyen por residuos dentro de la secuencia dando como resultado un
cambio silencioso o conservativo. Por ejemplo, se pueden sustituir uno o mas residuos de aminoacido dentro de la
secuencia por otro aminoacido de una polaridad similar que actia como un equivalente funcional, dando como
resultado una alteracion silenciosa o conservativa. Los sustitutos de un aminoacido dentro de la secuencia se
pueden seleccionar entre otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoacido. Por ejemplo, los
aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina. Los aminoacidos neutros polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparragina y
glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente (alcalinos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos
cargados negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. También se incluyen dentro del alcance
de la invencion proteinas o fragmentos o derivados de las mismas que muestran la misma o similar actividad
biolégica y derivados que se modifican diferencialmente durante o después de la traduccion, p.ej., por glicosilacion,
escision proteolitica, union a una molécula de anticuerpo u otro ligando celular, etc.

Las células que expresan los polipéptidos de fusion de la invencion se modifican genéticamente para producirlos
mediante, por ejemplo, técnicas de transfeccion, transduccion, electroporacion o microinyeccion.

Ademas, la presente invencién contempla el uso de los polipéptidos de fusién descritos en la presente memoria en
forma etiquetada.

Cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la técnica para la insercion de fragmentos de ADN en un
vector se puede utilizar para construir vectores de expresion que codifican los polipéptidos de fusion de la invencién
utilizando sefiales de control de la transcripcién/traduccién apropiadas y secuencias codificantes de proteinas. Estos
métodos pueden incluir técnicas de ADN recombinante vy técnicas sintéticas in vitro y recombinaciones in vivo
(recombinacion genética). La expresion de la secuencia de acido nucleico que codifica los polipéptidos de fusion de
la invencion se puede regular mediante una segunda secuencia de acido nucleico de modo que el polipéptido de
fusion se expresa en un anfitrién transformado con la molécula de ADN recombinante. Por ejemplo, la expresion de
los polipéptidos de fusidon descritos en la presente memoria se puede controlar mediante cualquier elemento
promotor/potenciador conocido en la técnica. Los promotores que se pueden utilizar para controlar la expresion del
polipéptido de fusion incluyen, pero no se limitan a, la repeticion terminal larga como describen Squinto et al., (1991,
Cell 65:1-20); la region del promotor temprano de SV40 (Bernoist y Chambon, 1981, Nature 290:304-310), el
promotor de CMV, la repeticion terminal 5' de M-MuLV del promotor contenido en la repeticion terminal larga 3' del
virus del sarcoma de Rous (Yamamoto, et al., 1980, Cell 22:787-797), el promotor de la timidina quinasa del herpes
(Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:144-1445), las secuencias reguladoras del gen de la
metalotioneina (Brinster et al., 1982, Nature 296:39-42); vectores de expresion procaridticos tales como el promotor
de B-lactamasa (Villa-Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:3727-3731), o el promotor tac
(DeBoer, et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:21-25), véanse también "Useful proteins from recombinant
bacteria" en Scientific American, 1980, 242:74-94; elementos promotores de levadura u otros hongos tales como el
promotor Gal 4, el promotor de ADH (alcohol deshidrogenasa), el promotor de PGK (fosfoglicerol quinasa), el
promotor de fosfatasa alcalina y las siguientes regiones de control transcripcional animal, que muestran
especificidad tisular y se han utilizado en animales transgénicos: region de control del gen de elastasa | que es
activa en células acinares pancreaticas (Swift et al., 1984, Cell 38:639-646; Ornitz et al., 1986, Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol. 50:399-409; MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); la region de control del gen de insulina
que es activa en células beta pancreaticas (Hanahan, 1985, Nature 315:115-122), la regién de control del gen de
inmunoglobulina que es activa en células linfoides (Grosschedl et al., 1984, Cell 38:647-658; Adames et al., 1985,
Nature 318:533-538; Alexander et al., 1987, Mol. Celda. Biol. 7:1436-1444), la region de control del virus del tumor
mamario de raton que es activa en células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos (Leder et al., 1986, Cell 45:

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 688 623 T3

485-495), la region de control del gen de la albumina que es activa en el higado (Pinkert et al., 1987, Genes y Devel.
1:268-276), la region de control del gen de alfa-fetoproteina que es activa en el higado (Krumlauf et al., 1985, Mol.
Celda. Biol. 5:1639-1648; Hammer et al., 1987, Science 235:53-58); la region de control del gen de alfa 1-antitripsina
que es activa en el higado (Kelsey et al., 1987, Genes and Devel. 1:161-171), la region de control del gen de la beta-
globina que es activa en las células mieloides (Mogram et al., 1985, Nature 315:338-340; Kollias et al., 1986, Cell
46:89-94); la region de control del gen de proteina alcalina de mielina que es activa en células oligodendrociticas en
el cerebro (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-712); la region de control del gen de la cadena 2 ligera de miosina
que es activa en el musculo esquelético (Shani, 1985, Nature 314:283-286), y la region de control del gen de la
hormona liberadora gonadotrépica que es activa en el hipotalamo (Mason et al., 1986, Science 234:1372-1378).

Asi, de acuerdo con la invencion, los vectores de expresion capaces de replicarse en un anfitriéon bacteriano o
eucariotico que comprende acidos nucleicos que codifican un polipéptido de fusién como se describe en la presente
memoria, y en particular DAAP modificada, se utilizan para transfectar el anfitrion y de este modo dirigir la expresion
de semejante acido nucleico para producir polipéptidos de fusidon que después se pueden recuperar en una forma
bioldgicamente activa. Segun se utiliza en la presente memoria, una forma biolégicamente activa incluye una forma
capaz de unirse al receptor relevante y causar una funcién diferenciada y/o influir en el fenotipo de la célula que
expresa el receptor. Tales formas biolégicamente activas bloquearian, por ejemplo, las fosforilaciones de los
receptores VEGFR1, VEGFR2, VEGRF3 y Tie2, o la inhibicién de la sintesis del ADN celular.

Los vectores de expresién que contienen los insertos de acido nucleico se pueden identificar, sin limitacién, por
medio de al menos tres enfoques generales: (a) hibridacion ADN-ADN, (b) presencia o ausencia de funciones de
genes "marcadores" y (c) expresion de secuencias insertadas. En el primer enfoque, la presencia de acidos
nucleicos foraneos insertados en un vector de expresion se puede detectar mediante hibridacion de ADN-ADN
utilizando sondas que comprenden secuencias que son homologas a secuencias de acido nucleico insertadas. En el
segundo enfoque, el sistema de vector/anfitrion recombinante se puede identificar y seleccionar de acuerdo con la
presencia o ausencia de ciertas funciones de genes "marcadores” (p.€j., actividad de timidina quinasa, resistencia a
antibioticos, fenotipo de transformacion, formacién de cuerpos de oclusién en baculovirus, etc.) causada por la
insercion de secuencias de acidos nucleicos foraneos en el vector. Por ejemplo, si se inserta una secuencia de acido
nucleico efl dentro de la secuencia del gen marcador del vector, los recombinantes que contienen el inserto se
pueden identificar por la ausencia de la funcion del gen marcador. En el tercer enfoque, los vectores de expresion
recombinantes se pueden identificar ensayando el producto del acido nucleico foraneo expresado por las
construcciones recombinantes. Tales ensayos se pueden basar, por ejemplo, en las propiedades fisicas o
funcionales del producto de acido nucleico de interés, por ejemplo, mediante la unién de un ligando a un receptor o
parte de la misma que puede estar etiquetada, por ejemplo, con un anticuerpo detectable o porciéon del mismo o la
unién a anticuerpos producidos contra la proteina de interés o una porcién de la misma.

El polipéptido de fusién, en particular DAAP modificado de la presente invencion, se puede expresar en las células
anfitrionas de forma transitoria, constitutiva o permanente.

La invencién de la presente memoria proporciona adicionalmente el desarrollo de un polipéptido de fusion como
agente terapéutico para el tratamiento de pacientes que padecen trastornos que implican células, tejidos u érganos
que expresan los receptores VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 o Tie2. Tales moléculas se pueden utilizar en un método
de tratamiento del cuerpo humano o animal, o en un método de diagndstico.

Las dosis eficaces Utiles para tratar estas u otras enfermedades o trastornos se pueden determinar utilizando
métodos conocidos por un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Fingl, et al., The Pharmacological Basis of
Therapeutics, Goodman y Gilman, eds. Macmillan Publishing Co, Nueva York, pag. 1-46 (1975). Las composiciones
farmacéuticas para su uso de acuerdo con la invencion incluyen los polipéptidos de fusién descritos anteriormente
en un portador liquido, sélido o semisdlido farmacolégicamente aceptable, unido a un portador o molécula de
direccionamiento (p.ej., anticuerpo, hormona, factor de crecimiento, etc.) y/o incorporado en liposomas,
microcapsulas y preparacion de liberacion controlada antes de la administracion in vivo. Por ejemplo, la composicion
farmacéutica puede comprender un polipéptido de fusién en una solucién acuosa, tal como agua estéril, solucion
salina, tampodn de fosfato o solucion de dextrosa. Alternativamente, los agentes activos pueden estar comprendidos
en una formulacién soélida (p.ej., cera) o semisolida (p.ej., gelatinosa) que se puede implantar en un paciente que
necesite semejante tratamiento. La via de administracion puede ser cualquier modo de administracion conocido en
la técnica, incluyendo, pero no limitado a, via intravenosa, intratecal, subcutanea, intrauterina, mediante inyeccion en
el tejido afectado, intraarterialmente, intranasalmente, oralmente, o mediante un dispositivo implantado.

La administracion puede dar como resultado la distribucion del agente activo de la invencién en todo el organismo o
en un area localizada. Por ejemplo, en algunas afecciones que implican regiones distantes del sistema nervioso,
puede ser deseable la administracion intravenosa o intratecal del agente. En algunas situaciones, se puede colocar
un implante que contenga el agente activo en el area lesionada o cerca de esta. Los implantes adecuados incluyen,
pero no se limitan a, espuma gelificada, cera, pulverizaciéon o implantes basados en microparticulas.

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los polipéptidos de fusion
10
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descritos en la presente memoria, en un vehiculo farmacolégicamente aceptable. Las composiciones se pueden
administrar sistémica o localmente. Se puede utilizar cualquier modo de administracién apropiado conocido en la
técnica, que incluye, pero no se limita a, inyeccioén intravenosa, intratecal, intraarterial, intranasal, oral, subcutanea,
intraperitoneal, o mediante inyeccion local o implante quirdrgico. También se proporcionan formulaciones de
liberacién sostenida.

Terapia génica

En una realizaciéon especifica, los acidos nucleicos que comprenden secuencias que codifican el polipéptido
quimérico se administran para prevenir la extravasacion vascular y para la vasculogénesis terapéutica, por medio de
terapia génica. La terapia génica se refiere a la terapia realizada mediante la administracion a un sujeto de un acido
nucleico expresado o expresable. En esta realizacion de la invencion, los acidos nucleicos producen su proteina
codificada que media un efecto terapéutico.

Cualquiera de los métodos para terapia génica disponibles en la técnica se puede utilizar de acuerdo con la presente
invencion. Los métodos ilustrativos se describen a continuacion.

Para revisiones generales de los métodos de terapia génica, véase Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 12:488-505
(1993)); Wu y Wu, Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596 (1993);
Mulligan, Science 260:926-932 (1993); y Morgan y Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993)); Mayo,
TIBTECH 11 (5):155-215 (1993). Los métodos comunmente conocidos en la técnica de la tecnologia del ADN
recombinante que se pueden utilizar son descritos por Ausubel et al., (eds.), Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, NY (1993); y Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY
(1990).

En un aspecto preferido, las secuencias de acido nucleico pueden codificar un polipéptido quimérico-Angl o Tie2, en
el que las secuencias de acido nucleico son parte de vectores de expresién que expresan los polipéptidos en un
anfitrion adecuado. En particular, tales secuencias de acido nucleico tienen promotores unidos operablemente a la
region codificante de polipéptido, siendo dicho promotor inducible o constitutivo y, opcionalmente, especifico del
tejido. En otra realizacion particular, se utilizan moléculas de acido nucleico en las que las secuencias codificantes
de polipéptidos y cualquier otra secuencia deseada estan flanqueadas por regiones que promueven la
recombinacién homdloga en un sitio deseado en el genoma, proporcionando de ese modo la expresion
intracromosoémica de los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo (Koller y Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:8932-8935 (1989); Zijlstra et al., Nature 342:435-438 (1989).

El suministro de los acidos nucleicos a un paciente puede ser directo, en cuyo caso el paciente se expone
directamente a los vectores que contienen acidos nucleicos o vectores que portan los acidos nucleicos, o indirecto,
en cuyo caso, las células se transforman primero con los acidos nucleicos in vitro, después se trasplantan al
paciente. Estos dos enfoques son conocidos, respectivamente, como terapia génica in vivo o ex vivo.

En una realizacion especifica, las secuencias de acido nucleico se administran directamente in vivo, donde se
expresan para producir el producto codificado. Esto se puede lograr mediante cualquiera de los numerosos métodos
conocidos en la técnica, p.ej., construyéndolos como parte de un vector de expresion de acido nucleico apropiado y
administrandolos de forma que se vuelvan intracelulares, p.ej., mediante infeccion utilizando vectores retrovirales
defectuosos o atenuados u otros vectores virales, o mediante inyeccion directa de ADN desnudo, o recubrimiento
con lipidos o receptores de superficie celular o agentes transfectantes, encapsulacion en liposomas, microparticulas
0 microcapsulas, o administrandolos en conexién con un péptido que se sabe que entra en el nicleo,
administrandolos en conexion con un ligando sujeto a endocitosis mediada por receptor (véase, p.ej., Wu y Wu, J.
Biol. Chem. 262:4429-4432 (1987)) (que se puede utilizar para localizar tipos de células que expresan
especificamente los receptores) etcétera. En otra realizacion, se pueden formar complejos de acido nucleico-ligando
en los que el ligando comprende un péptido viral fusogénico para desorganizar los endosomas, lo que permite que el
acido nucleico evite la degradacion lisosomal. En otra realizaciéon mas, el acido nucleico puede ser elegido como
diana in vivo para la captacion y expresion especificas de células, eligiendo como diana un receptor especifico.
Alternativamente, el acido nucleico se puede introducir intracelularmente e incorporar dentro del ADN de la célula
anfitriona para la expresion, mediante recombinacion homologa (Koller y Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:8932-8935 (1989); Zijlstra et al., Nature 342:435-438 (1989)).

En una realizacién especifica, se utilizan vectores virales que contienen secuencias de acido nucleico que codifican
el polipéptido. Las secuencias de acido nucleico que codifican el polipéptido que se va a utilizar en terapia génica se
clonan en uno o mas vectores, lo que facilita el suministro del gen a un paciente. Los vectores retrovirales, los
vectores adenovirales y los virus adenoasociados son ejemplos de vectores virales que se pueden utilizar. Los
vectores retrovirales contienen los componentes necesarios para el empaquetamiento correcto del genoma viral y la
integracion en el ADN de la célula anfitriona.
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Los adenovirus son vehiculos especialmente atractivos para suministrar genes al epitelio respiratorio porque
naturalmente infectan el epitelio respiratorio donde causan una enfermedad leve. Otras dianas para los sistemas de
suministro basados en adenovirus son el higado, el sistema nervioso central, las células endoteliales y el musculo.
Los adenovirus tienen la ventaja de ser capaces de infectar células que no estan en division. Ademas, también se ha
propuesto el uso de virus adenoasociados (AAV) para la terapia génica.

Otro enfoque para la terapia génica implica la transferencia de un gen a las células en el cultivo de tejidos mediante
métodos tales como la electroporacion, la lipofeccion, la transfeccion mediada por fosfato de calcio o la infeccién
viral. Habitualmente, el método de transferencia incluye la transferencia de un marcador seleccionable a las células.
A continuacion, las células se colocan bajo seleccion para aislar aquellas células que han absorbido y expresan el
gen transferido. Esas células se suministran después a un paciente.

En esta realizacion, el acido nucleico se introduce en una célula antes de la administracion in vivo de la célula
recombinante resultante. Semejante introduccion se puede llevar a cabo mediante cualquier método conocido en la
técnica, incluyendo pero no limitado a transfeccion, electroporacion, microinyeccion, infeccion con un vector viral o
de bacteridfago que contiene las secuencias de acidos nucleicos, fusion celular, transferencia génica mediada por
cromosomas, transferencia génica mediada por microcélulas, fusion de esferoplastos, etc. Se conocen numerosos
mecanismos en la técnica para la introduccion de genes foraneos en células y se pueden utilizar de acuerdo con la
presente invencion, con la condicion de que no se interrumpan las funciones fisiolégicas y de desarrollo necesarias
de las células receptoras. La técnica deberia proporcionar la transferencia estable del acido nucleico a la célula, de
modo que el acido nucleico sea expresable por la célula y preferiblemente heredable y expresable por su progenie
celular.

Las células en las que se puede introducir un acido nucleico para fines de terapia génica abarcan cualquier tipo de
célula disponible, deseado, e incluyen, pero no se limitan a, células epiteliales, células endoteliales, queratinocitos,
fibroblastos, células musculares, hepatocitos; células sanguineas tales como linfocitos T, linfocitos B, monocitos,
macrofagos, neutréfilos, eosinodfilos, megacariocitos, granulocitos; diversas células madre o progenitoras, en
particular células madre o progenitoras hematopoyeéticas, p.ej., como las obtenidas a partir de médula dsea, sangre
de corddn umbilical, sangre periférica, higado fetal, etcétera.

En una realizacion preferida, la célula utilizada para la terapia génica es autéloga para el paciente.

En una realizacion en la que se utilizan células recombinantes en terapia génica, las secuencias de acido nucleico
que codifican el polipéptido se introducen en las células de manera que sean expresables por las células o su
progenie, y las células recombinantes se administran a continuacion in vivo para que realicen su efecto terapéutico.
En una realizacion especifica, se utilizan células madre o progenitoras. Potencialmente se puede utilizar cualquier
célula madre y/o progenitora que se pueda aislar y mantener in vitro de acuerdo con esta realizacion de la presente
invencion.

En una realizacion especifica, el acido nucleico que se va a introducir para fines de terapia génica comprende un
promotor inducible unido operablemente a la regién codificante, de forma que la expresion del acido nucleico sea
controlable controlando la presencia o ausencia del inductor de transcripcién apropiado.

Composicion Terapéutica

En una realizacion, la presente invencion se refiere al tratamiento de diversas enfermedades que se caracterizan por
una extravasacion vascular o una falta de formacidon de vasos sanguineos. De esta manera, el compuesto
terapéutico de la invencion se puede administrar a pacientes humanos que sufren o son propensos a padecer la
enfermedad proporcionando compuestos que activan Tie2.

La formulacion de los compuestos terapéuticos es generalmente conocida en la técnica y se puede hacer referencia
convenientemente a Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., EE.UU. Por
ejemplo, se pueden administrar de aproximadamente 0,05 pug a aproximadamente 20 mg por kilogramo de peso
corporal por dia. El régimen de dosificacion se puede ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por
ejemplo, se pueden administrar varias dosis divididas diariamente o la dosis se puede reducir proporcionalmente
segun lo indicado por las exigencias de la situacion terapéutica. El compuesto activo se puede administrar de una
manera conveniente, por ejemplo por via oral o intravenosa (cuando es soluble en agua), intramuscular, subcutanea,
intranasal, intradérmica o en supositorio o se puede implantar (p.ej., utilizando moléculas de liberacién lenta por via
intraperitoneal o utilizando células p.ej., monocitos o células dendriticas sensibilizadas in vitro y transferirlas de
manera adoptiva al receptor). Dependiendo de la via de administracion, se puede requerir que el péptido sea
recubierto con un material para protegerlo de la accién de enzimas, acidos y otras condiciones naturales que pueden
inactivar dichos ingredientes.

Por ejemplo, el bajo caracter lipdfilo de los péptidos permitira que sean destruidos en el tracto gastrointestinal por
12
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enzimas capaces de escindir enlaces peptidicos y en el estdbmago por hidrdlisis acida. Para administrar péptidos por
medio de una administracidon que no sea parenteral, se recubriran, o se administraran, con un material para evitar su
inactivacion. Por ejemplo, los péptidos se pueden administrar en un coadyuvante, coadministrado con inhibidores de
enzimas o en liposomas. Los coadyuvantes contemplados en la presente memoria incluyen resorcinoles,
tensioactivos no i6nicos tales como polioxietilen oleil éter y n-hexadecil polietilen éter. Los inhibidores enzimaticos
incluyen inhibidor de la tripsina pancreatica, diisopropilfluorofosfato (DEP) y trasilol. Los liposomas incluyen
emulsiones de CGF de agua en aceite en agua, asi como liposomas convencionales.

Los compuestos activos también se pueden administrar por via parenteral o intraperitoneal. Las dispersiones
también se pueden preparar en polietilenglicoles liquidos de glicerol y mezclas de los mismos y en aceites. En
condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando son
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o
dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en
que exista facilidad de inyeccion. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe
conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador puede
ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales. La fluidez
apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de agentes
tensioactivos. La prevencion de la accion de los microorganismos puede ser provocada por diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, clorobutanol, fenol, acido sérbico, tiomersal y similares. En muchos
casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares o cloruro de sodio. La absorciéon prolongada
de las composiciones inyectables se puede conseguir mediante el uso en la composiciéon de agentes que retrasan la
absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con otros diversos ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de
esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes
activos estériles en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos
de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacion son el secado al vacio y la técnica de liofilizacién que produce un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucion previamente
esterilizada por filtracién del mismo.

Cuando los péptidos estan adecuadamente protegidos como se describié anteriormente, el compuesto activo se
puede administrar por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o con un portador comestible asimilable, o se
puede encerrar en una capsula de gelatina dura o blanda, o se puede comprimir en comprimidos, o se puede
incorporar directamente con los alimentos de la dieta. Para la administracion terapéutica oral, el compuesto activo se
puede incorporar con excipientes y utilizar en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Tales composiciones y preparaciones deben contener
al menos 1% en peso de compuesto activo. El porcentaje de las composiciones y preparaciones puede, por
supuesto, variar y puede estar convenientemente entre aproximadamente 5 y aproximadamente 80% del peso de la
unidad. La cantidad de compuesto activo en tales composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtendra una
dosificaciéon adecuada. Las composiciones o preparaciones preferidas de acuerdo con la presente invencion se
preparan de manera que una forma unitaria de dosificacion oral contenga entre aproximadamente 0,1 ug y 2000 mg
de compuesto activo.

Las comprimidos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener lo siguiente: un aglutinante tal como goma
tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato dicalcico; un agente
disgregante tal como almidén de maiz, almidon de patata, acido alginico y similares; un lubricante tal como estearato
de magnesio; y se puede afiadir un agente edulcorante tal como sacarosa, lactosa o sacarina o un agente
aromatizante tal como menta, aceite de gaulteria o aroma de cereza. Cuando la forma unitaria de dosificacion es una
capsula, puede contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un portador liquido. Pueden estar presentes
otros diversos materiales como recubrimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de
dosificacion. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras o capsulas pueden estar recubiertos con goma laca, azdcar o
ambos. Un jarabe o elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa como agente edulcorante, metil y
propilparabenos como conservantes, un colorante y aromatizante como aroma de cereza o naranja. Por supuesto,
cualquier material utilizado para preparar cualquier forma unitaria de dosificacion debe ser farmacéuticamente puro y
sustancialmente no téxico en las cantidades empleadas. Ademas, el compuesto activo se puede incorporar en
preparaciones y formulaciones de liberacion sostenida.
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Sistemas de suministro

Se conocen diversos sistemas de suministro y se pueden utilizar para administrar un compuesto de la invencion,
p.€j., encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces de expresar €l
compuesto, endocitosis mediada por receptor, construccién de un acido nucleico como parte de un vector retroviral u
otro vector, etc. Los métodos de introduccion incluyen, pero no se limitan a, las vias intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural y oral. Los compuestos o composiciones se pueden
administrar por cualquier ruta conveniente, por ejemplo mediante infusion o inyeccion en bolo, mediante absorcion a
través de revestimientos epiteliales o mucocutaneos (p.ej., mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y se pueden
administrar junto con otros agentes biolégicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local. Ademas,
puede ser deseable introducir los compuestos o composiciones farmacéuticas de la invencion en el sistema nervioso
central mediante cualquier ruta adecuada, que incluye la inyeccién intraventricular e intratecal; la inyeccion
intraventricular puede ser facilitada por un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un reservorio, tal como un
reservorio Ommaya. La administracion pulmonar también se puede emplear, p.ej., mediante el uso de un inhalador o
nebulizador, y la formulaciéon con un agente de aerosolizacion.

En una realizacion especifica, puede ser deseable administrar los compuestos o composiciones farmacéuticas de la
invencion localmente en el area que necesita tratamiento; esto se puede lograr, por ejemplo, y no a modo de
limitacién, mediante infusién local durante la cirugia, aplicacion topica, p.ej., junto con un vendaje para heridas
después de la cirugia, mediante inyeccién, por medio de un catéter, mediante un supositorio, o0 por medio de un
implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, que incluye membranas, tales como
membranas sialasticas o fibras. Preferiblemente, cuando se administra una proteina, que incluye un anticuerpo o un
péptido de la invencion, se debe tener cuidado de utilizar materiales a los que la proteina no se absorba. En otra
realizacion, el compuesto o composicion se puede suministrar en una vesicula, en particular un liposoma. En otra
realizaciéon mas, el compuesto o composiciéon se puede suministrar en un sistema de liberacién controlada. En una
realizaciéon, se puede utilizar una bomba. En otra realizaciéon, se pueden utilizar materiales poliméricos. En otra
realizaciéon mas, se puede colocar un sistema de liberaciéon controlada cerca de la diana terapéutica, requiriendo asi
solo una fraccion de la dosis sistémica.

Marcas

Las marcas enzimaticas adecuadas incluyen, por ejemplo, las del grupo oxidasa, que catalizan la produccion de
peroxido de hidrogeno por reaccion con el sustrato. La glucosa oxidasa es particularmente preferida ya que tiene
buena estabilidad y su sustrato (glucosa) se encuentra facilmente disponible. La actividad de una marca de oxidasa
se puede analizar midiendo la concentracion de perdxido de hidrégeno formado por la reaccién anticuerpo/sustrato
marcado con enzima. Ademas de las enzimas, otras marcas adecuadas incluyen radioisétopos, tales como yodo
(*®1, "), carbono (*C), azufre (**S), tritio (*H), indio (**?In), y tecnecio (**"Tc), y marcas fluorescentes, tales como
fluoresceina y rodamina, y biotina.

A continuacion se proporcionan marcas adecuadas adicionales para los anticuerpos especificos del complejo de
Angl quimérico, Tie2 o de Ang1/Tie2 quimérico de la presente invencién. Los ejemplos de las marcas enzimaticas
adecuadas incluyen malato deshidrogenasa, 6-5-esteroide isomerasa, levadura-alcohol deshidrogenasa, a-glicerol
fosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, peroxidasa, fosfatasa alcalina, asparraginasa, glucosa oxidasa, B-
galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolinesterasa.

Los ejemplos de marcas radioisotdpicas adecuadas incluyen 3H, 111In, 125I, 131I, 32P, 353, 14C, 51Cr, 57To, 5800, 59Fe,
75Se, 152Eu, QOY, 67Cu, 217Ci, 211At, me, 47SC, 1°9Pd, etc. "MIn es el isotopo preferido cuando se utiliza la formacién
de imagenes in vivo ya que evita el problema de la deshalogenacion de polipéptidos marcados con 125 o 13 por el
higado. Ademas, este radionucleétido tiene una energia de emision gamma mas favorable para las imagenes. Por
ejemplo, "n acoplado con anticuerpos monoclonales con 1-(P-isotiocianatobencil)-DPTA ha mostrado poca
absorcion en tejidos no tumorales, particularmente en el higado, y por lo tanto mejora la especificidad de la
localizacion del tumor.

Los ejemplos de marcas isotdpicas no radioactivas adecuadas incluyen ¥7Gd, %Mn, 162Dy, 52Try *Fe.

Los ejemplos de marcas fluorescentes adecuadas incluyen una marca 152Eu, una marca de fluoresceina, una marca
de isotiocianato, una marca de rodamina, una marca de ficoeritrina, una marca de ficocianina, una marca de
alooficocianina, una marca de o-ftaldehido y una marca de fluorescamina.

Los ejemplos de marcas de toxina adecuadas incluyen, toxina de Pseudomonas, toxina de difteria, ricina y toxina de
colera.

Los ejemplos de marcas quimioluminiscentes incluyen una marca luminal, una marca isoluminal, una marca de éster
de acridinio aromatico, una marca de imidazol, una marca de sal de acridinio, una marca de éster de oxalato, una
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marca de luciferina, una marca de luciferasa y una marca de aequorina.

Los ejemplos de agentes de contraste de resonancia magnética nuclear incluyen nudcleos de metales pesados tales
como Gd, Mn y hierro. El deuterio también puede ser utilizado. También existen otros agentes de contraste para
EPR, PET u otros mecanismos de formacién de imagenes, que son conocidos por los expertos en la técnica.

Las técnicas tipicas para unir las marcas descritas anteriormente a los polipéptidos son proporcionadas por Kennedy
et al. (1976) Clin. Chim. Acta 70:1-31y Schurs et al. (1977) Clin. Chim. Acta 81:1-40. Las técnicas de acoplamiento
incluyen el método del glutaraldehido, el método del peryodato, el método de la dimaleimida, el método del éster de
m-maleimidobencil-N-hidroxi-succinimida.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Protocolo experimental

Se clonaron construcciones génicas que codificaban cuatro proteinas de fusion ensambladas diferentes (DAAP ndm.
1, DAAP num. 2, DAAP num. 3 y DAAP nim. 4) (Figura 3A y 3B) que consisten en el dominio 1 de tipo Ig de Tie2
humana, el dominio 2 de tipo Ig de Tie2 humana, tres dominios de tipo EGF de Tie2 humana, el dominio de tipo Ig
de VEGFR1 humano y el dominio Fc de IgG humana en el vector pCMV-dhfr (Hwang SJ, et al., Protein Express
Purif. 2005; 39:175-183) (Figura 4).

Dado que solo DAAP nim. 1 mostraba una unién sincronica a VEGF-A y Ang2, se realizaron adicionalmente siete
formas modificadas (DAAP nuim. 11, DAAP num. 12, DAAP num. 13, DAAP num. 13, DAAP num. 14, DAAP num.
15, DAAP num. 16 y DAAP num. 17) de las construcciones del gen DAAP num. 1 que codificaban las proteinas de
fusion capaces de unirse a VEGF-A y Ang2. (Figura 5 y Figura 6).

Todas las proteinas recombinantes de DAAP se obtuvieron mediante expresién transitoria en células HEK293
(Coleccion de Cultivos Tipo Americana, Manassas, VA) utilizando la transfeccion liposomica con Effectene de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen, Inc., Hilden, Alemania). El sobrenadante se recogié de las
células transfectadas después de 48-96 horas. Las proteinas recombinantes se purificaron utilizando cromatografia
de afinidad con Proteina A - Sefarosa, con posterior eluciéon con acido y neutralizacion. Después de la purificacion, la
proteina se cuantificé utilizando el ensayo de Bradford y se confirmé con tincién con azul de Coomassie de un gel de
SDS-PAGE. Para el analisis de transferencia Western, se mezclaron cien nanogramos de cada muestra con tampén
de muestra, se desnaturalizaron con calor durante 10 min, se procesaron con SDS-PAGE al 10% y se transfirieron
por electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa. La membrana se bloqued con leche desnatada al 5% en
solucion tampén Tris (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5) que contenia Triton X-100 al 0,05% y se sometio a
transferencia Western con anticuerpo anti-Fc humano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP)
(Dilucién 1:10.000; Sigma-Aldrich A0170) para detectar las proteinas fusionadas con Fc. La sefal se visualizd
mediante deteccién quimioluminiscente de acuerdo con el protocolo del fabricante (Amersham Pharmacia Biotech)
utilizando un escaner de quimioluminiscencia (LAS-1000, Fuji Film, Tokio) (Figura 7).

La capacidad de unién de la proteina recombinante DAAP a VEGF-A o Ang2 se midid6 mediante el ensayo de
inmunoabsorcion con enzima ligada (ELISA) (Figura 8 y Figura 9). Doscientos nanogramos de VEGF-Ases
(producido a partir de células CHO) (en lo sucesivo VEGF-A) o Ang2 (producido a partir de células CHO) en 100 pl
de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) se dividieron en alicuotas en placas de 96 pocillos y se incubaron a
4°C durante la noche. Después de lavar la placa 3 veces con 400 pl de PBS cada vez, se realizé un bloqueo con la
solucion de bloqueo (albumina de suero bovino (BSA) al 1% en 100 ul de PBS) a 37°C durante 2 horas. Se
afadieron 100 nanogramos de cada proteina DAAP en 100 pl de solucion de bloqueo a la placa, y se incubaron a
37°C durante 2 horas. La misma cantidad de proteina recombinante de trampa de VEGF (Holash, J. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A 99: 11393-11398), Tie2-Fc o Fc se afiadi6 y se incubd de la misma manera que un control
positivo y negativo. Después de lavar la placa 3 veces con 400 ul de PBS cada vez, se afiadieron 50 ul de
anticuerpo anti-Fc humano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (dilucion 1:10.000, Sigma-
Aldrich A0170) a la placa, y se incubaron a 37°C durante 2 horas. Después de lavar la placa 3 veces con 400 pl de
PBS cada vez, se anadieron 50 pl de solucion de 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich T0440) a la
placa, y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50
pl de HCI 1 M y se analizaron los colores reactivos a una densidad éptica de 415 nm mediante un lector de ELISA
(BioRad M680).

Las células recombinantes de ovario de hamster chino (rCHO) que expresan la trampa de VEGF (CHO-VT1) se
establecieron siguiendo un método descrito anteriormente (Hwang SJ, et al., Protein Express Purif. 2005; 39:175-
183). Brevemente, las células CHO-VT1 se establecieron por transfeccion de un vector que contenia los genes de
dihidrofolato reductasa (dhfr) y la trampa de VEGF (Holash J. et al., PNAS 99:11393-11398, 2002) en células CHO
con deficiencia de dhfr (CRL-9096, Coleccién de Cultivos Tipo Americana, Manassas, Virginia, EE.UU.). Esto estuvo
seguido de amplificacion del gen mediado por dhfrimetotrexato (MTX). Las tres células rCHO estables que
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secretaban la trampa de VEGF se seleccionaron con concentraciones de MTX amplificadas en serie (0,02-1,0 pM,
Sigma-Aldrich). Entre ellas, se eligié una linea celular que expresaba la mayor cantidad de trampa de VEGF y se
denomino "CHO-VT1". Las células CHO-VT1 se cultivaron y se mantuvieron en medio de Dulbecco modificado de
Iscove con suplemento de suero bovino fetal dializado al 5% (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.) y MTX 1 uM
(Sigma-Aldrich). Para la produccion de proteina trampa de VEGF recombinante, las células CHO-VT1 se inocularon
a 2 x 10° células/ml en matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 100 ml de medio en un agitador orbital
(Vision, Bucheon, Corea) a 110 rpm en una incubadora con 5% de CO, humidificada a 37°C. Después de los dias
indicados, el medio de cultivo que contenia la proteina recombinante trampa de VEGF se purificd utilizando
cromatografia de afinidad con Proteina-A Sefarosa, elucidon con acido y posterior neutralizacion. Después de la
purificacion, la proteina se cuantificé utilizando el ensayo de Bradford y se confirmé con tincion con azul de
Coomassie de un gel de SDS-PAGE. El analisis mostré que se recogieron aproximadamente 10 mg/l de trampa de
VEGF.

Ejemplo 2

Los analisis ELISA indicaron que DAAP ndm. 1, DAAP num. 14, DAAP ndm. 16 y DAAP num. 17 eran susceptibles
de unién a VEGF-A y Ang2 (Figura 10). DAAP ndm. 2, DAAP num. 3, DAAP num. 4, DAAP ndm. 11 y Fc no fueron
susceptibles de unién a VEGF-A y Ang2 (Figura 10). DAAP num. 12 y trampa de VEGF fueron susceptibles de una
union preferente y selectiva a VEGF-A, mientras que DAAP num. 13 y Tie2-Fc fueron susceptibles de una union
preferente y selectiva a VEGF-A (Figura 10). Debido a que la susceptibilidad de unién de DAAP nim. 1 y DAAP
num. 14 a VEGF-A y/o la de Ang2 era comparable a la de la trampa de VEGF o Tie2-Fc, DAAP nim. 1 y DAAP ndm.
14 son probablemente los candidatos mas fuertes para un mayor desarrollo como proteinas terapéuticas.

Para examinar si la proteina recombinante de DAAP es capaz de unirse sincronicamente a VEGF y Ang2, se
preincubaron 100 ng de cada proteina recombinante de DAAP (DAAP num. 1, DAAP num. 12, DAAP num. 13,
DAAP num. 14, DAAP ndm. 15, DAAP ndim. 16 y DAAP num. 17) con cantidades en serie (0 ng, 10 ng, 100 ng,
1.000 ng) de Ang2 o VEGF-A en 100 pl de soluciéon de bloqueo a 37°C durante 2 horas antes de su adicién a las
placas recubiertas con VEGF-A o Ang2 para el ELISA como se describié anteriormente. La misma cantidad de
proteina recombinante trampa de VEGF, Tie2-Fc o Fc se preincubd con las cantidades en serie de Ang2 o VEGF-A
de la misma manera que un control positivo y negativo. La preincubacion de Ang2 o VEGF-A ocup? el sitio de unién
de las proteinas DAAP a Ang2 o VEGF-A. En la preincubacion de Ang2, DAAP nim. 1, DAAP nuim. 12, DAAP num.
14, DAAP num. 16, DAAP num. 17 y trampa de VEGF fueron susceptibles de uniéon a VEGF (Figura 11A). En
comparacion, en la preincubacién de VEGF, DAAP nim. 1, DAAP num. 13, DAAP nim. 14, DAAP num. 16, DAAP
nuam. 17 y Tie2-Fc fueron susceptibles de unién a Ang2 (Figura 11B). Por lo tanto, DAAP ndm. 1, DAAP ndm. 14,
DAAP num. 16 y DAAP num. 17 son susceptibles de unidon de manera sincronica de VEGF-A y Ang2 (Figura 12).

Para un analisis mas detallado de las susceptibilidades de unién de DAAP num. 1, DAAP num. 14, trampa de VEGF
y Tie2-Fc a VEGF-A y Ang2, se realizaron ensayos de union in vitro (Figura 13). Se incubaron quinientos
nanogramos de cada DAAP num. 1, DAAP num. 14, trampa de VEGF o Tie2-Fc con 100 ng de VEGF-A etiquetado
con FLAG, Ang2 etiquetado con FLAG, o tanto VEGF-A como Ang2 en 500 pl de solucién tampén Tris (Tris 50 mM
NaCl 100 mM, pH 7,5) que contenia Nonidet P-40 al 1,0% a 4°C durante 2 horas. A continuacion, se afiadieron 20 pl
de esferas de Proteina A agarosa (Oncogene) y se incubaron a 4°C durante otras 2 horas. Las muestras conjugadas
con Proteina-A se lavaron 3 veces con 1 ml de solucion tampon Tris que contenia Nonidet P-40 al 1,0%. Las
muestras se hicieron eluir con tampon de muestra y se desnaturalizaron por calor. Las muestras se separaron
mediante SDS-PAGE al 10% y se transfirieron por electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas se bloquearon con leche desnatada al 5% en solucién tampén Tris (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5)
que contenia Triton X-100 al 0,05% y se inmunotransfirieron mediante transferencia Western con anticuerpo anti-
FLAG M2 de ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Diluciéon 1:10.000; Sigma-Aldrich A8592)
para detectar VEGF-A etiquetado con FLAG y Ang2 etiquetado con FLAG unidos. La sefial se visualiz6 mediante
deteccion quimioluminiscente de acuerdo con el protocolo del fabricante (Amersham Pharmacia Biotech) utilizando
un escaner de quimioluminiscencia (LAS-1000, Fuji Film, Tokio). La union in vitro indicé que DAAP ndm. 1 y DAAP
num. 14 son susceptibles de unién sincronica a VEGF-A y Ang2 (Figura 12, Figuras 13A y 13B). La trampa de
VEGF era susceptible de union a VEGF-A pero no a Ang2 (Figura 13C) mientras que Tie2-Fc mostré union a Ang2
pero no a VEGF-A (Figura 13D).

Ejemplo 3

Basandose en los hallazgos anteriores, DAAP nim. 1 se investigd adicionalmente para determinar su uso como una
proteina terapéutica. Las células recombinantes de ovario de hamster chino (rCHO) que expresaban DAAP num. 1
(CHO-DAAP num. 1) se establecieron siguiendo un método descrito anteriormente (Hwang SJ, et al., Protein
Express Purif. 2005; 39:175-183). Brevemente, las células CHO-DAAP num. 1 se establecieron por transfeccion de
un vector que contenia la construccion del gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr) y DAAP nim. 1 a células CHO con
deficiencia de dhfr (CRL-9096, Coleccion de Cultivos Tipo Americana, Manassas, Virginia, EE.UU.). Esto estuvo
seguido de amplificacion del gen mediada por dhfrimetotrexato (MTX). Las células rCHO estables que secretaban
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DAAP num. 1 se seleccionaron con concentraciones amplificadas en serie de MTX (0,02-1,0 uM, Sigma-Aldrich).
Para la produccion de proteina recombinante DAAP num. 1, las células CHO-DAAP num. 1 se inocularon a 2 x 10°
células/ml en matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 100 ml de medio en un agitador orbital (Vision,
Bucheon, Corea) a 110 rpm en una incubadora con 5% de CO- humidificada a 37°C. Después de los dias indicados,
el medio de cultivo que contenia la proteina recombinante DAAP nim. 1 se purificd utilizando una cromatografia de
afinidad con Proteina-A sefarosa, elucién con acido y posterior neutralizacién. Después de la purificacion, se
examinaron el tamafio y el estado dimérico de DAAP num. 1 en condiciones reductoras y no reductoras mediante
SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie. (Figura 14). El analisis indica que DAAP num. 1 es una proteina
dimérica (~150 kDa) (Figura 14).

Ejemplo 4

Las susceptibilidades de unién de las proteinas Fc, DAAP num. 1, trampa de VEGF y Fc a VEGF-A y Ang2 se
midieron utilizando el método ELISA. Para la uniéon a VEGF-A, la placa de 96 pocillos se recubrié con 200 ng de
VEGF-A en 100 pl de PBS por cada pocillo durante la noche. Después de lavar la placa 3 veces con 400 ul de PBS
cada vez, la placa se bloqued con albumina de suero bovino al 1% en 100 pl de PBS a 37°C durante 2 horas.
Después de lavar 3 veces con PBS, se incubaron cantidades variables (0, 0,001, 0,003, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3 nM)
de la proteina DAAP num. 1, Fc, trampa de VEGF o Tie2-Fc en solucién de bloqueo a 37°C durante 2 horas.
Después de lavar 3 veces con PBS, se incubaron 50 pl de anticuerpo anti-Fc humano de cabra conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (dilucion 1:10.000, Sigma-Aldrich A0170) en solucion de bloqueo a 37°C
durante 2 h. Después de lavar 3 veces con PBS, se afiadieron 50 ul de solucion de TMB (Sigma-Aldrich T0440) a
cada pocillo, y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. La reaccion se detuvo mediante la adicion
de 50 pl de HCI 1 M y se analizaron los colores reactivos a una densidad éptica de 415 nm mediante un lector de
ELISA (BioRad M680). Para la unién a Ang2, la placa de 96 pocillos se recubrié con Ang2 de la misma manera
descrita anteriormente y también se midieron las susceptibilidades de unién de las proteinas Fc, DAAP num. 1,
trampa de VEGF y Fc a Ang2 de la misma manera descrita anteriormente.

Estos ensayos para las susceptibilidades de unién revelaron que la Kd de DAAP nim. 1 a VEGF-A era ~5 pM y la
Kd de la trampa de VEGF a VEGF-A era ~1 pM, mientras que la Kd de DAAP ndm. 1 a Ang2 era ~10 nM y la Kd de
Tie2-Fc a Ang2 era ~50 nM (Figura 15). La trampa de VEGF no presenté unién a Ang2, Tie2-Fc no presenté unién a
VEGF-A (Figura 15).

Ejemplo 5

Debido a que DAAP ndm. 1 alberga sitios de union tanto para VEGF-A como para Ang2, su actividad de unién a
VEGF-A o Ang2 puede verse afectada por su cambio conformacional cuando un sitio de DAAP nuim. 1 es ocupado
primero o ocupado previamente con Ang2 o VEGF-A.

Para probar si la ocupacion previa del sitio de union a VEGF-A de DAAP nim. 1 con VEGF-A influye en la
susceptibilidad de unién de Ang2, se incubd previamente la proteina DAAP ndm. 1 recombinante con una cantidad
creciente (0, 10, 30 100, 300, 1.000 ng/ul) de VEGF-A, después se realiz6 el ensayo ELISA de union a Ang2 antes
mencionado. Por el contrario, para probar si la ocupacion previa del sitio de union a Ang2 de DAAP nim. 1 con Ang2
influye en la susceptibilidad de union de VEGF-A, se incubo previamente la proteina recombinante DAAP ndm. 1 con
cantidades crecientes (0, 10, 30, 100, 300, 1000 ng/ul) de Ang2, después se realizd el ensayo ELISA de union a
VEGF mencionado anteriormente. Como control, se incubd previamente la proteina trampa de VEGF recombinante
con una cantidad creciente (0, 10, 30, 100, 300, 1000 ng/ul) de Ang2, después se realiz6 el ensayo ELISA de union
a VEGF antes mencionado. Como control, se incubd previamente la proteina Tie2-Fc recombinante con una
cantidad creciente (0, 10, 30 100, 300, 1000 ng/ul) de VEGF-A, después se realiz6 el ensayo ELISA de unién a Ang2
antes mencionado.

Curiosamente, la ocupacion previa de Ang2 a DAAP ndm. 1 mejoré la actividad de unién de DAAP nim. 1 a VEGF-
A. (Figura 16A). Ademas, la ocupacion previa de VEGF-A con DAAP nim. 1 mejoro6 la actividad de union de DAAP
nuam. 1 a Ang2. (Figura 16B). En comparacion, la ocupacion previa de VEGF-A con DAAP num. 1 inhibié la union
adicional de VEGF-A a DAAP ndm. 1, y la ocupacion previa de Ang2 con DAAP nim. 1 inhibio la unién adicional de
Ang2 a DAAP num. 1 (Figura 16). Tres experimentos repetidos mostraron hallazgos similares. Estos datos indican
que DAAP num. 1 es capaz de unirse simultaneamente tanto a VEGF-A como a Ang2.

Ejemplo 6

Para un andlisis mas detallado de la susceptibilidad de unién de DAAP nim. 1, se llevé a cabo la unién in vitro
mediante un ensayo de interaccién y precipitacion ("pull-down") en presencia de varios tipos de proteinas VEGF y
angiopoyetina (n = 3) (Figura 17). Cada 200 ng de proteinas etiquetadas con FLAG (VEGF-A165 humano, VEGF-
A164 de raton, VEGF-A189 humano, VEGF-A121 humano, VEGF-C humano, VEGF-E, Ang2 humana, Ang2 de
ratén, Ang1 humana, Ang4 humana, y Angptl4 de ratén) se incubaron con 500 ng de DAAP ndm. 1, trampa de VEGF
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y Tie2-Fc en 500 pl de solucién de tampén Tris (Tris 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5) que contenia Nonidet P-40 al
1,0% a 4°C durante 2 horas. A continuacion, se afiadieron 20 ul de esferas de Proteina-A agarosa (Oncogene) y se
incubaron a 4°C durante otras 2 h. Las muestras conjugadas con Proteina-A se lavaron 3 veces con 1 ml de solucion
de tampon Tris que contenia Nonidet P-40 al 1,0%. Las muestras se hicieron eluir con tampén de muestra y se
desnaturalizaron por calor. Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE al 10% y se transfirieron por
electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con leche desnatada al 5% en
solucion de tampén Tris que contenia Triton X-100 al 0,05% y se inmunotransfirieron mediante transferencia
Western con anticuerpo anti-FLAG M2 de ratéon conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (dilucion
1:10.000; Sigma-Aldrich A8592). La sefal se visualizd6 mediante deteccion quimioluminiscente de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Amersham Pharmacia Biotech) utilizando un escaner de quimioluminiscencia (LAS-1000,
Fuji Film, Tokio). Después de la extraccion, la membrana se volvié a sondear para DAAP, trampa de VEGF y Tie2-Fc
con anticuerpo anti-Fc humano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (dilucién 1:10.000,
Sigma-Aldrich A0170). DAAP num. 1 es susceptible de union a VEGF-A165 humano, VEGF-A164 de ratéon, VEGF-
A189 humano, VEGF-A121 humano, Ang2 humana, Ang2 de ratén, Ang4 humana, mientras que la trampa de VEGF
es susceptible de unién a VEGF-A165 humano, VEGF-A164 de raton, VEGF-A189 humano y VEGF-A121 humano y
Tie2-Fc es susceptible de unién a Ang2 humana, Ang2 de ratén y Ang4 humana (Figura 17).

Los valores tedricos del pl en proteinas DAAP recombinantes, dominio 2 de tipo Ilg de VEGFR1 que contiene la
proteina Fc [VEGFR1(2)-Fc], dominios 2 y 3 de tipo Ig de VEGFR1 que contiene la proteina Fc [VEGFR1(2-3)-Fc],
trampa de VEGF y Tie2-Fc se muestran en la Figura 18.

Ejemplo 7

En general, los valores mas altos de pl de las proteinas se correlacionan con una mayor uniéon a la matriz
extracelular (MEC). La mayor union a MEC de las proteinas también se correlaciona con propiedades
farmacocinéticas inferiores. Se incubaron placas de 96 pocillos recubiertas con MEC (Becton Dickinson Num. Cat.
354607) con tampon de bloqueo (BSA al 1% en PBS) a 37°C durante 2 horas, se lavaron 3 veces con 400 pl de PBS
cada vez. A continuacion, se afiadieron cantidades variables (0, 0,1, 0,3, 1,0, 3,3, 10, 33, 100 ng) de cada proteina
DAAP recombinante en tampdn de bloqueo a la placa, y se incubaron a 37°C durante 2 horas (Figura 19). Después
de lavar la placa 3 veces con 400 pl de PBS cada vez, se afiadieron 50 pl de anticuerpo anti-Fc humano de cabra
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (dilucién 1:10.000, Sigma-Aldrich A0170) a la placa, y se incubaron a
37°C durante 2 horas. Después de lavar la placa 3 veces con 400 ul de PBS cada vez, se anadieron 50 ul de
solucion de TMB (Sigma-Aldrich T0440) a la placa, y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.
La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 yl de HCI 1 M y se analizaron los colores reactivos a una densidad
optica de 415 nm mediante un lector de ELISA (BioRad M680) (Figura 19).

El ensayo de uniéon a MEC revel6 que DAAP num. 1, DAAP ndm. 14, DAAP num. 15 y Tie2-Fc presentaban una
union a MEC muy baja, DAAP num. 17 y la trampa de VEGF relativamente baja, DAAP ndm. 16 moderada y
VEGFR1 (2-3)-Fc muy alta, respectivamente (Figura 20). Por lo tanto, DAAP num. 1, DAAP num. 14, DAAP num. 15
y Tie2-Fc podrian tener propiedades farmacocinéticas relativamente altas.

El ensayo de unién a MEC se realizd adicionalmente con concentraciones mas altas de proteinas DAAP num. 1,
trampa de VEGF y Tie2-Fc. La placa de 96 pocillos recubierta con MEC (Becton Dickinson Num. Cat. 354607) se
incubd con 100 yl de tampdn de bloqueo (BSA al 2% en PBS) a 37°C durante 2 horas. La placa se lavé 3 veces con
400 pl de PBS cada vez. A continuacion, se afiadieron cantidades variables (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 nM) de cada una
de las proteinas recombinantes de DAAP num. 1, trampa de VEGF, Tie2-Fc en tampon de bloqueo a la placa, y se
incubaron a 37°C durante 2 horas. Después de lavar 3 veces con PBS, se afadieron a la placa 50 ul de anticuerpo
anti-Fc humano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (dilucion 1:10.000, Sigma-Aldrich
A0170) y se incubaron a 37°C durante 2 horas. Después de lavar 3 veces con PBS, se incubaron 50 ul de anticuerpo
anti-Fc humano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (dilucion 1:10.000, Sigma-Aldrich
A0170) en solucion de bloqueo a 37°C durante 2 h. Después de lavar 3 veces con PBS, se afiadieron 50 pl de
solucion de TMB (Sigma-Aldrich T0440) a cada pocillo, y la placa se incubd a temperatura ambiente durante 10 min.
La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 yl de HCI 1 M y se analizaron los colores reactivos a una densidad
optica de 415 nm mediante un lector de ELISA (BioRad M680). Este ensayo de unién a MEC (n = 4) revel6 que la
union a MEC de DAAP num. 1 era baja, de Tie2-Fc era muy baja y de la trampa de VEGF era relativamente alta,
respectivamente (Figura 21).

Ejemplo 8

Se realizé un analisis farmacocinético convencional (n = 3). Se inyectaron 100 ug de proteina recombinante de Fc,
DAAP num. 1, trampa de VEGF o Tie2-Fc por via subcutanea a ratones C57BL/6 macho de 8 semanas de edad
(~25 g de peso corporal), a continuacion se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola a 1, 2, 4, 8, 12, 24,
48, 96 y 144 horas (Figura 22). Los niveles en suero de las proteinas DAAP nim. 1 y trampa de VEGF se midieron
mediante el método de ELISA de unién a VEGF-A, y Tie2-Fc se midié6 mediante el método de ELISA de unién a
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Ang2. El nivel en suero de la proteina Fc se midi6 mediante el método ELISA Sandwich utilizando anticuerpo
monoclonal de raton contra IgG1 humana (clon ndm. 2C11, Abcam AB1927) como anticuerpo de captura y
anticuerpo anti-Fc humano de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (1:10.000 dilucion; Sigma-
Aldrich A0170) como anticuerpo de deteccion. La semivida (T1/2) de Fc, DAAP num. 1, trampa de VEGF y Tie2-Fc
fue -200 h, -48 h, -24 h y -12 h (Figura 23). Por lo tanto, la desaparicion de DAAP num. 1 en la sangre fue mas lenta
que la de la trampa de VEGF en la sangre después de la administracion subcutanea (Figura 23).

Ejemplo 9

Para examinar el efecto de DAAP num. 1 sobre el crecimiento del tumor, se implantaron por via subcutanea 1 x 10°
de células de carcinoma de pulmén de Lewis marcadas con proteina fluorescente verde (GFP-LLC) en la region
afeitada del flanco derecho de ratones C57BL/6 macho de 8 semanas de edad. Cinco dias después de la
implantacion, los ratones se dividieron en 5 grupos para el tratamiento: Grupo 1 (n = 4), PBS (100 pl), Grupo 2 (n =
4), Fc (25 mg/kg), Grupo 3 (n = 4), DAAP ndm. 1 (25 mg/kg); Grupo 4 (n = 4), trampa de VEGF (25 mg/kg); Grupo 5
(n = 4), Tie2-Fc (25 mg/kg). Estos agentes se administraron mediante inyeccidon subcutanea en dias alternos (Figura
24). El tamafio del tumor en crecimiento se midié cada 6 dias mediante calibres utilizando la férmula, ancho x largo x
profundidad x 0,5.

En comparacion con el tratamiento con PBS de control, DAAP num. 1 y la trampa de VEGF produjeron una marcada
inhibicién del crecimiento tumoral LLC, mientras que Fc y Tie2-Fc no produjeron inhibicion significativa del
crecimiento tumoral LLC (Figura 25). La inhibicién del crecimiento tumoral por DAAP ndm. 1 fue mas marcada que
la de la trampa de VEGF (Figura 25). Por lo tanto, la potencia de la inhibicion del crecimiento tumoral es DAAP ndm.
1 > trampa de VEGF > Tie2-Fc > Fc > PBS.

Ejemplo 10

Para examinar los cambios en los vasos sanguineos del tumor, en los dias indicados, los ratones a los que se
habian implantado células GFP-LLC se anestesiaron mediante inyeccion intramuscular de una combinacion de
anestésicos (80 mg/kg de ketamina y 12 mg/kg de xilazina), y los tumores se fijaron por perfusion vascular sistémica
de paraformaldehido al 1% en PBS, se extrajeron, se incluyeron con medio de congelacion tisular (Leica, Nussioch,
Alemania) y se crio-seccionaron a 10 ym de espesor. Después de bloquear con suero de burro al 5% en PBST
(Triton X-100 al 0,3% en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente, los tejidos seccionados se incubaron con
anticuerpo anti-PECAM-1 de ratén, clon de hamster 2H8, 1:1.000 (Chemicon International, Temecula, CA). Después
de varios lavados en PBST, las muestras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con anticuerpo anti-
IgG de hamster conjugado con Cy3, 1:1.000 (Jackson ImmunoResearch). Se visualizaron las sefiales fluorescentes,
y se obtuvieron imagenes digitales utilizando un microscopio invertido Zeiss, un microscopio Zeiss ApoTome o un
microscopio confocal Zeiss LSM 510 equipado con laseres de argon y helio-nedn (Carl Zeiss). Las mediciones de la
morfometria y las densidades de los vasos sanguineos en las secciones de tejido tumoral se realizaron con
inmunotincion PECAM-1 utilizando un andlisis fotografico en el soporte légico Imaged (http://rsb.info.nih.gov/ij) o
utilizando un microscopio Zeiss ApoTome acoplado a una camara monocromatica de dispositivo de carga acoplada
(CCD) y un soporte légico de analisis de imagenes (AxioVision, Zeiss).

A los 29 dias de la implantacion de las células GFP-LLC, se formaron densidades mas altas y vasos sanguineos
bien conectados en el tumor LLC tratado con PBS (Figura 26). Se observé el recorte de los vasos sanguineos del
tumor mediante el tratamiento con trampa de VEGF (Figura 26), mientras que se observo el recorte y el
estrechamiento de los vasos sanguineos del tumor mediante el tratamiento con DAAP ndim.1 (Figura 26).

Ejemplo 11

La angiogénesis ocular anormal que acompafia a la extravasacion vascular y el edema en la retina es una causa
principal de la retinopatia diabética y de la degeneracién macular relacionada con la edad. El modelo de ratén con
angiogénesis ocular anormal se puede preparar mediante la exposicién del ratdbn neonatal a una atmdsfera
hiperoxica, es decir, "retina del prematuro (ROP) o retinopatia inducida por oxigeno" (Figura 27). La retinopatia
inducida por oxigeno se introdujo en ratones C57/BL6 de tipo salvaje. Los ratones recién nacidos y su madre
lactante fueron expuestos a 75% de oxigeno (se utilizé el controlador de oxigeno de la camara PRO-OX 110) entre
el dia 7 después del nacimiento (P7) y P12 que produjo obliteracion de los vasos y cese del desarrollo vascular en
los lechos capilares de la retina central (Figura 27). El retorno de los animales a unas condiciones de aire de la sala
de normoxia en P12 produce una retina central isquémica e hipoxica, y da como resultado la neovascularizacion
prerretiniana (Figura 27). En cada grupo {control con PBS (n = 4), Fc (n = 4), Tie2-Fc (n = 4), trampa de VEGF (n =
4), DAAP (n = 4)}, los animales P12 recibieron una inyeccion subcutanea de cada proteina (25 mg/kg) cada dos dias
hasta P16 y se sacrificaron en P17 (Figura 27).

A continuacién, se realizaron los montajes completos de retina y la tincidn inmunohistoquimica para vasos
sanguineos de la siguiente manera. Los globos oculares se enuclearon de los ratones de inmediato y se fijaron en
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paraformaldehido al 4% (PFA) a 4°C durante 2 horas. Las retinas se aislaron en PBS, se bloquearon 1 hora a 25°C
con Triton X-100 en TBS al 0,3% (TBS-T) que contenia suero de burro (al 5% Jackson Immuno Research) y se
tiferon con anticuerpo PECAM-1, clon de hamster 2H8, Dilucion 1:1.000 (Chemicon International, Temecula, CA)
durante la noche a 4°C. Después de lavar seis veces en TBS-T, las muestras se incubaron con anticuerpo de anti-
IgG de hamster conjugado con Cy3 dilucién 1:1.000 durante 4 h a 25°C. Después de lavar otras seis veces en TBS-
T, las retinas se montaron completamente en portaobjetos de microscopio Superfrost/Plus (12-550-15, Fisher) con el
fotorreceptor hacia abajo e incrustado en el reactivo VECTASHIELD (Vector).

La vasculatura retiniana P17 tefida con PECAM-1 mostré un patrén de la retina de vasos sanguineos completos
para cada grupo (Figura 28A). En la region del disco optico de alto aumento, se detectd un mayor nimero de
vénulas retinianas en brote en los grupos tratados con PBS, Fc y Tie2-Fc, mientras que el nimero de vénulas
retinianas en brote se redujo marcadamente en los grupos con DAAP num. 1 y VEGF (Figura 28B). El niumero de
micromechones vasculares en los vasos retinianos, una caracteristica tipica de la retinopatia, se incrementé en gran
medida en los grupos tratados con PBS, Fc y Tie2-Fc, mientras que el nimero de micromechones vasculares en las
vénulas retinianas se redujo notablemente en los grupos tratados con DAAP num. 1 y trampa de VEGF (Figura
28C). La densidad de los vasos sanguineos y la tortuosidad del margen retiniano se incrementaron en gran medida
en los grupos tratados con PBS, Fc y Tie2-Fc, mientras que estos se redujeron notablemente en los grupos tratados
con DAAP num. 1 y trampa de VEGF (Figura 28D). El analisis de cuantificacion reveld que la formacion de
micromechones vasculares inducida por ROP en los vasos retinianos y el aumento de la densidad de los vasos
retinianos marginales se inhibieron potentemente mediante los tratamientos con DAAP nim. 1 y trampa de VEGF
(Figura 28E y 28F). De estos, la potencia de DAAP num. 1 fue mayor que la de la trampa de VEGF. Estos datos
indican que DAAP num. 1 es mas eficaz que la trampa de VEGF para el tratamiento de pacientes con retinopatia
diabética y degeneracion macular relacionada con la edad.

La angiogénesis inflamatoria es un sello distintivo y un factor contribuyente critico en la progresion de la artritis
reumatoide (Lainer-Carr y Brahn, 2007, Nature Clinical Practice Rheumatology 3:434-442). Por lo tanto, si se inhibe
la angiogénesis inflamatoria, se podria reducir la progresion y la destruccion articular de la AR. Para la induccion de
artritis inducida por colageno (CIA) como modelo de raton experimental de AR, se inmunizaron ratones DBA/1J
macho por via intradérmica en la base de la cola con colageno bovino de tipo Il emulsionado en un volumen igual de
coadyuvante completo de Freund (Figura 29A). Tres semanas después, los ratones recibieron un refuerzo de la
misma manera (Figura 29A). Los ratones con AIC se trataron mediante inyecciones subcutaneas de tampodn de
control (n = 5), Fc-proteina (25 mg/kg) (n = 5), trampa de VEGF (25 mg/kg) (n = 6) o DAAP num. 1 (25 mg/kg) (n = 6)
dos veces por semana durante 18 dias (Figura 29A). La gravedad de la enfermedad se puntud clinicamente para
cada pata con el siguiente sistema: grado O, sin hinchazén; grado 1, ligera hinchazéon y eritema; 2, edema
pronunciado; 3, rigidez de la articulacion (Figura 29B). El andlisis radiografico se realizé utilizando imagenes
mamograficas modificadas y las puntuaciones se determinaron en las articulaciones de la rodilla, el tobillo y el tarso
metatarsiano (Figura 30). A los 18 dias del inicio de los tratamientos, también se realizd un analisis histopatolégico y
se determinaron las puntuaciones (Figura 31). En general, la trampa de VEGF y DAAP ndm. 1 aliviaron las
puntuaciones clinicas y las anomalias radioldgicas e histologicas, mientras que el tampon de control y la proteina Fc
no produjeron ningun efecto atenuante en la gravedad de la enfermedad y la destruccion articular de la AR. Sin
embargo, notablemente, el efecto de DAAP nim. 1 es superior al efecto de la trampa de VEGF en la reduccién de la
puntuacion clinica y las progresiones de las anomalias radiograficas e histopatologicas de la AR. Por lo tanto, DAAP
num. 1 podria ser un agente terapéutico potencial para tratar a los pacientes con AR.

No se debe considerar que la presente invencién tenga un alcance limitado por las realizaciones especificas
descritas en la presente memoria. De hecho, varias modificaciones de la invencién, ademas de las descritas en la
presente memoria, seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y de las figuras
adjuntas. Se pretende que tales modificaciones entren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Los
siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion de la presente invencion, y no a modo de limitacion.
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GGR CTC CAG TGT ACE CAC CAC CRC CTG CAC TOG GTG OTT CTG GGA OFTC CAG TTC RAG TG
Pre Glu Val Thr Cys Wal Wal Val Asp Wal Ser His Glw Asp Pro Glu Val Lys Phe hen

a8l 185 DRI hFC ) 500

1510 1320 1530 Lo40 155D LERD
- - - + ® *

i

TEE TR GTG GAT GEC GTG GAG GTG CAT AAT GOC ARG RCR AAG COG CGE GRS GG CAG TAC
ROT ORTG CAC CTG OOG CAC CTC CRC GTA TTA OGG TTC TGT TTC GGC GOC CTC OTC GTC ATG
Teg Tyc Val Rsp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lyas The Lys Pra Arg Glu Glu 6ln Tyr

A0 08, DRI WFC 515 S0
1570 1580 1550 LD 1810 a2
- - - L] w

L3
ARG RGT RCG TRC OST GT6 GTC RGC GTC COTC ACC GTC TG CAC CAG GAD TGG OTG RAT GGC
THE TCE TGC ATG GOA CAC CAG TOG CAG GARG TGE ChAG GRC GTG GTC OT6 ACC GhC TTA COG
Asn 3er Thr Ty: Arg Yal ¥Yal Ser VYal Lew Thr Val Leuw His Gln Asp Trp Leu Asm Gly

521 525 DhAINIG BFC 535 40
1630 1240 1630 TEED 167Q LEED
- - - - " v

ARG GRE TRT RAG TGC ARG GTC TCOC AAC AAR GOOC CTC OCDR GOC CODT ATC GAG RAA RCC AT
TTG CTC ATS TTC AMDG TTC CAG RGE TTG TTT CGE GRG GGET CGGE GG TAG CTC TTT T6E TAG
Lya Glu Tye Lya Cya Lys Val Sar Aen Ly= Ala Leuw Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

= B3 DOMINIO hF G 292 .

1650 1700 171 1720 1730 1740

= - . - *
TCC MR GOC ARR GGG CAR COC OGR GRA CCR CRG GTG TRAC AGE 16 COC CCA TOO OG5 GAG
RGG TTT &5 TIT $0C GTC GGE EC0T OTT GGT GTC CAC ATS TGS GAC GGG GGT AGG GOC CTC
Ser Lys hla Lys Gly Glo Pro Arg Glu Pro Gin Wal Tyr Thy Lew Pro Pro Ser hig Glu
LBl 265 Dok RFS 575 a0
1750 1750 170 )] 17580 TR0
- - LJ L * L

GhE ATEG ACE ARG ARG GRG GTC AGC COTG ACC TGO CTG GTC AR GHD TTC TAT COC RGE GAD
CTC TAC TGS TTC TTG GTC CAG TCG GAC TGG ACG GRC CRG TTT OOG RRG AThH GGG TOG CTG
Glu Het Thr Lys Rsn Glo Yal Ser Len Thr Oys Leu Val Eys Gly Phe Tyr Fro Sar Asp

581 Y DiabdIMID hFS 555 a00

1810 1820 1830 LA4D 1850 LEED
- - - - * -
ATC GLC GTG GRG TGG GRG AGC ARAT GGG CAG CCG GG ARC ARC TAC AVG ACC ACG OCT CCC

ThE CGE CAC OTC ROC OTC TCG TTR CCC GTC GGO CTC TTG TTG ATG TTC TGH TGO GRA GGG
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Rhan GLy GLn Peo Glu Ren Rsn Tyr Lys The The Poo Pro

£01 &5, DORIMID hFC 615 G20
1870 182D 1690 1960 1514 Lazn
* o L3 E L L]

GTE CTE GhE TOC GRS GGC TCC TTC TEC COTC TARC RGC ARG CTC ADC GTG GAC RAG RGC AGG
CAC GRC CTG AGG CTG CCG AGG ARG ARG GAG ATG TOG TTC GAG TGS CAC CTG TTC TOG TOC
Wal Lew fsp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Lew Tyr Ser Lys Lew Thr Val Asp Lys Sar Arg

521 B2% DO WFS 635 G40
14930 1340 190 Laed 1974 bRl
- - - * * "

TEE CRE Chi GG RRC GTC TPC TCA TGC TOC GTG ATG CAT GAG GCT CTG CAC ARC CAC TAC
ACC GTC GTC OO0 TTG CAG AAG RGT ACG AGG CRC TAC GTR CTC OGR GRC GTG TTG GTG ATG
Tep Gln Gln Gly Asn Wal FPhe Seg Cws Ser Val Mer His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

fal G545 DapAIkIC RFC a5% A&l
1990 00 2010
L L L]
ACG CRG ARG AGC CTC TCC CTG TCT COG GGT AAR TGR {SEQ I MO:1)

TEC GTC TTC TOG GAG AGG GAC KGR GGC CCA TTT ACT
Thr Gln Lys Ser Léuw Ser Leu Ser Pro Gly Lys *#* (SEQ ID HO:Z)

G5l DRI BFG 610672

23



DAAP nim. 2

ATG
ThE
Hat

GAC
CTG
Rap

i

-
TCT TTR
AGA RAT
Sar Law

o
=i
Ala

ES 2 688 623 T3

20 aa in
- - *

TTH GTT TS TGT GGA GTE AGC TT6
AAT CRA GRG ACKR CCT CAG TOG AAD
Ly Val Lew Cys Gly Val Ser Len

I

Leu
13

CTT

L

Lo

TCT
MGA
Ser

GiGA
ccT
G1y

ACT
TGR
The

14

ChC
Wal
20

GRA
ZTT
Glu

21_22 23

ARG
TTG
Aan

il

GET
CoA
Gly

ATA
TAT
Ile

T
-
GCT TCC

CGA RAGL
Ala Ser

CTR
GAT
Leu

—SECUENCIL SEFIAL hTIE2

B a0 (L]
-

- -
CCh GCT RET TTA ACT ATG ACT GTG
GGT CGA TGR AAT TGA TAC TGR CAC
Pro Ala Thr Leu Thr et Thr Yal

130
-
TCT TIC

AGA ARG
Ser Fhe

ARR
TTT
Lys

as

MG
TTC
Lys

GARC

RAG
e
Lys

110
-
FER

ooT
Gly

GRT
TR
Azp

HAC
TG
113

120
-

val
an

DamdIMIC 2 15 WTIEZ
140 150 LD
GTA TTG ATT AAA GRA GRA GAT GCA

CAT RAC TRA TTT CTT CTT {TA CGT
Wal Leo Ile Lys Glu Gluw Asp Ala

TCE

Sar
&l

TTC
LAG
Fhe

130
-
ATC ERT

TAG GTR
Ile His

TR
RGT
Ser

E5

TG
AT
¥al

ATT
THA
Ile

170
-
TRC

ATG
Tyr

ARA
TI7
Lys

AART
TR

Asn

L&D
-

CCR
Gly
&0

DahdirdIc 2 1353 hTIEZ
z00 2140 230
- - L3

COC CGG CAT GAR GTA CCT GAT ATT

GGG GCC GTA CTT CAT GGR CThR TAR
Pro frg His Glu ¥al Fro asp Ile

DORIRIC 2 155 WTIEZ

CRT
ETH
Hisn

8l

&CT
st}
hRla

2n0
L
CARG CCC

GTC GGG
GLn Pro

CRG
GTC
Gln

A5

GAT
CTR
Aan

CTA
GAT
Leu

T3

GARL
CTT
Giu

2z0
-
GTA

CAT
val

CAC
GTG
His

CTG
GAC
Leou

240
-
CoT
feely

FEa
a0

Zed 270 2E0
i L3

GCT GGA GTG TAC TCG GOC AGE TAT
CGR COT CAC ATG AGD OG5 TOC ATA
Ala Gly Val Tyr Ser Ala ARrg Tyr

ACC

Thr
111

TCG
AGE
Ser

ain
-
GCC TTC

CEG RAG
Ala Fha

RCC

T™hr
105

BGG

Arg

3o 330 340
- - -
CIG ATA &TC CGE AGR TET GRA GOC

GAC TAT CAG GCTC TCT ACA OTT GG
Leu Ile Wal Arg Arg Cys Glu Rla

DoabdIrdI 2 1G5 hTIE2 Ard

DORAIRIC 2 15 hTIEZ e

ATA
TAT
Ile

GGT
CCA
Glw

-

GG
ceT
Gy

9%

AGh
TCT
ALYy

2350
L
GiER

0T
&ly

=0
L3
ceT

Fra

ARC
TTG

AS0

TTC
ARG
Ehe

BTG
ThC
Mot
121

TAL
ATG
TYT

g
-
AGT GAR

TCa CTT
Eer Glu

AT
ThiS
Il
125

o0

Pro

0o 350 400
- - L3
GAAR RTT RTR CAC BTG ACT GRA GEA

CTT TRA TAT GTG TAC TGA OTT COCT
Glu Ila Ila Hia Het The Glu Gly

Dol 2 165 hESF R

ALGG
TCO
Arg
135

BAS
ore
Giu

daLo
o
CTS

Lau

GTC
ARG
Val

CTC
GAG
Leu

GTA
CAT
Wal

ATT
ThA
Ile

i

14l

TG
ThG
Ila
1El

CGE
GG
Rrg

430
w
GTT ROG

CRA TGO
Yal Thr

TCA
RGT
Ser
135

oCT
GER
Pro

190 3 460
- - -
AARC RTC RCT GTT ACT TTA ARA ARG

TTG ThE TGh CAA TEA RAT TTT TTO
AEn Ile Thr Wal Thr Leu Lys Lys

DahAIMI 2 155 W EGF R

(=414
EA
Fro

480
-
GAT GEh

CTh CCT
Asp Gly

RRA
TTT
L:ll'ﬂ
1G5

ket
GO
Arg

e

Fhe
155

CCR
GGET
Pro

470
-

GRN
Lar1a

GAC
CTG
Asp

acT
TGAR
The

]
Ll

TTC
RRG
Ehe
104

L]
L3

GG

e

Glu
124

430
-

cie
GEG
Era
190

CEi]
*
TIG
ARC

Law
160

500 11 ]
- - -
ATH RTC TGE GAC AGT RGR ARG GGC

TAT ThRG RDC OFG TCAR TCT TTC CCG
Iia Ila TEp Asp Ser Aeg Lys Gly

DahAIMI 2 165 W EGF R

ACG

Thre
181

TAC
ARTG
Tyr

540
-
ARA GRR

TIT CTT
Lys Glu

ATA
TAT
Ile
185

GEG
CoC
Gly

TTC
BAG
Phe
175

ATC
ThE
ile

530
"
ATA
TAT
Ile

TCh
AGT
Ser

RART
TTR
[21-121

L
"
GOR
fesiy
Rla
180

460 a71a 80
- " -
CTT CTG ADC TGY GAA GOA ACA GTC

GhA GRC THG ACA CTT CGT TGT CAG
Leu Law Thr Oys Glo Ala Thr Yal

DoahAIMdID 2 165 WY EG F R

RCR
TGET
The
a1

RAC
TTG
RBn

416
-
TAT CTC

ATR GRG
Twe Lay

RCR
TET
Ths
203

CAT
GTA
Hia

AAT
TTh
han
195

GG
CcCo
Gly

S0
-
CAT

GTA
Hie

TTG

Leu

ThT
TR
Tyr

B20 630 &40
- - *
CGA CRA CTC GAG GAC RAR ACT CAC

GOT GTT GG CTC CT& TTT TGA GTG
Arg Gla Lew Glu Asp Lys Thr Hie

70
-

L11] G50 Ton
- " ¥

RCAR
TGT
Thr

208 208 210 DOMIMIG hFC

TE:
ACG
Cya

24

50
w
CCR

SGT
Fra

il
L

CCE
GGO
Fro

TGC
fTalrd
Cys

L]
r
CCR

]
220

220
L)



ES 2 688 623 T3

GCA CCT GAA CTC CTG GGG GGA CCG TCA GTC TTC CTC TTC CCC CCA AARA CCC AAG GAC ACC
CGT GGA CTT GAG GAC CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG RAG GGG GGT TTT GGG TTC CTG TGG
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr

221 225 DOMINIO hFC 235 240
730 740 750 760 770 780

* * " * * *

CTC ATG ATC TCC CGG ACC CCT GAG GTC ACA TGC GTG GTG GTG GAC GTG AGC CAC GAA GAC
GAG TAC TAG AGG GCC TGG GGA CTC CAG TGT ACG CAC CAC CAC CTG CAC TCG GTG CTT CTG
Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp

241 245 DOMINIO hFC 255 260
790 800 810 820 830 840
* * * * * *

CCT GAG GTC AAG TTC AAC TGG TAC GTG GAC GGC GTG GAG GTG CAT AAT GCC AAG ACA AAG
GGA CTC CAG TTC AAG TTG ACC ATG CAC CTG CCG CAC CTC CAC GTA TTA CGG TTC TGT TTC
Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys

261 265 DOMINIO hFC 275 280
850 860 870 880 890 900
* * * * *

CCG CGG GAG GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC CGT GTG GTC AGC GTC CTC ACC GTC CTG CAC
GGC GCC CTC CTC GTC ATG TTG TCG TGC ATG GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC GTG
Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His

281 285 DOMINIO hFC 295 300

910 920 930 940 850 960

* * n* * - *
CAG GAC TGG CTG AAT GGC AAG GAG TAC AAG TGC AAG GTC TCC AAC AAA GCC CTC CCA GCC
GTC CTG ACC GAC TTA CCG TTC CTC ATG TTC ACG TTC CAG AGG TTG TTIT CGG GAG GGT CGG
Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala

301 305 DOMINIO hFC 315 320
970 980 990 1000 1010 1020
* * * * * *

CCC ATC GAG ARA ACC ATC TCC AAA GCC AAA GGG CAG CCC CGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC
GGG TAG CTC TTT TGG TAG AGG TTT CGG TTT CCC GTC GGG GCT CTT GGT GTC CAC ATG TGG
Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
4
321 325 DOMINIO hEC 335 340

1030 1040 1050 1060 1070 1080
* * * * * *

CTG CCC CCA TCC CGG GAG GAG ATG ACC AAG AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CTG GTC AAA
GAC GGG GGT AGG GCC CTC CTC TAC TGG TTC TTG GTC CAG TCG GAC TGG ACG GAC CAG TTT
Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
341 345 DOMINIO hFC 355 360

1090 1100 1110 1120 1130 1140
* * w * * *

GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GTG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC
CCG AAG ATA GGG TCG CTG TAG CGG CAC CTC ACC CTC TCG TTA CCC GTC GGC CTC TTG TTG
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

361 365 DOMINIO hFC 375 380
1150 1160 1170 1180 1190 1200
* * * * * *

TAC AAG ACC ACG CCT CCC GTG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TTC CTC TAC AGC ARG CTC
ATG TTC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CTG AGG CTG CCG AGG AAG RAG GAG ATG TCG TTC GAG
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu

381 385 DOMINIO hFC 395 400

1210 1220 1230 1240 1250 1260
* * * * * *

ACC GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GTC TTC TCA TGC TCC GTG ATG CAT GAG
TGG CAC CTG TTC TCG TCC ACC GTC GTC CCC TTG CAG AAG AGT ACG AGG CAC TAC GTA CTC
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

401 405 DOMINIO hFC 415 420
1270 1280 1290 1300 1310
* * » *

GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC CTC TCC CTG TCT CCG GGT ARA TGA (SEQ ID NO:3)
CGA GAC GTG TTG GTG ATG TGC GTC TTC TCG GAG AGG GAC AGA GGC CCA TTT ACT
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys *** (SEQ ID NO:4)

421 425 DOMINIO hFC 435 438

25



DAAP niim. 3

ATG
TAC
Met

GTC
CAG
val

10

AGC
TCG
Ser

TAC
ATG
Tyr

TGG
ACC
Trp

GAC
CTG
Asp

20
*

ES 2 688 623 T3

30
*

10
*

ACC GGG GTC CTG CTG TGC GCG CTG CTC
TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG
Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu

SECUENCIA SENAL hVEGFR1

ACA
TGT
Thr
21

ATA
TAT
Ile

41

GGA
CCT
Gly

CAC
GTG
His

TCT
AGA
Ser

70

AGT
TCA
Ser

130
*
ATG ACT

TAC TGA
Met Thr

TCA
AGT
Ser
25

GAA
CTT
Glu

45

GGT
CCA
Gly

26

GGA
cCcT
Gly

15

AGC
TCG
Ser

50

TGT
ACA
Cys

CTG
GAC
Leu

CTT
GAA
Leu

60

CTC
GAG
Leu

20

80
*

GGT

CCA

Gly
27

140
*
AGG

TCC
Arg

AGA
TCT
Arg

90
-

CCT TTC GTA GAG ATG TAC AGT
GGA AAG CAT CTC TAC ATG TCA
Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

100
*

150
*
GAG CTC GTC ATT CCC TGC

CTC GAG CAG TAA GGG ACG
Glu Leu Val Ile Pro Cys

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

ACT
TGA
Thr

61

GTT
CAA
val

190
*
ACT TTA

TGA AAT
Thr Leu

AAR
TTT
Lys

65

AAG
TTC
Lys

200

TTT

Phe

160
*
CGG

GCC
Arg

GTT
CAA
val

55

GAA
CTT
Glu

ACG
TGC
Thr

110
*
ATC

TAG
Ile

170
*
TCA

AGT
Ser

ccc
GGG
Pro

CcCT
GGA
Pro

GAA
CTT
Glu

AAC
TTG
Asn

120

ATT

TAA

Ile
40

180
*
ATC
TAG

Ile
60

210
*

CCA CTT GAC ACT TTG ATC
GGT GAA CTG TGA AAC TAG
Pro Leu Asp Thr Leu Ile

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

TGG
ACC
Trp

81

GAC
CTG
Asp

250
*
AGT AGA

TCA TCT
Ser Arg

ARG
TTC
Lys

85

GGC
CCG
Gly

260
*
TTC

ARG
Phe

220
*
cCr

GGA
Pro

GAT
CTA
Asp

75

GGA
cCT
Gly

230
*

TTT
Lys

CGC
GCG
Arg

ATA
TAT
Ile

240
*
ATC
TAG

Ile
80

270

*
ATC ATA TCA AAT GCA ACG
TAG TAT AGT TTA CGT TGC
Ile Ile Ser Asn Ala Thr

DOMINIO 2 1G hVEGFR1

ACC
TGG
Thr
101

TGT
ACA
Cys

310
*
GAA GCA

CTT CGT
Glu Ala

ACA
TGT
Thr
105

GTC
CAG
val

320
*
AAT

TTA
Asn

280
*
TAC

ATG
Tyr

TTT
Lys
95

GAA
CTT
Glu

290
*
ATA

TAT
Ile

GGG
ccc
Gly

CTT
GAA
Leu

330
*
GGG CAT TTG TAT AAG ACA

CCC GTA AAC ATA TTC TGT
Gly His Leu Tyr Lys Thr

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

GCT
CGA
Ala
121

TCC
AGG
Ser

370
*
TTC CTA

AAG GAT
Phe Leu

CCA
GGT
Pro
125

GCT
CGA
Ala

380
*
ACT

TGA
Thr

340
*
AAC

TTG
Asn

TAT
ATA
Tyr
115

CTC
GAG
Leu

350
*
ACA

TGT
Thr

CAT
GTA
His

cGa
GCT
Arg

300
*
CTG
GAC
Leu
100

360
*
CAA
GTT

Gln
120

390
*
TTA ACT ATG ACT GTG

AAT TGA TAC TGA CAC
Leu Thr Met Thr Val

TCT
AGA
Ser
141

TTC
AAG
Phe

430
*
AAA AAG

TTT TTC
Lys Lys

GTA
CAT
val
145

TTG
AAC
Leu

440
*
ATT

TAA
Ile

DOMINIO 2 IG hTIE2
450
ARA GRA GAA GAT GCA

TTT CTT CTT CTA CGT
Lys Glu Glu Asp Ala

ATC
TAG
Ile
161

CAT
GTA
His

490
*
TCA GTG

AGT CAC
Ser Val

cce

Pro
165

CGG
GCC
Arg

500
*
CAT

GTA
His

DOMINIO 2 IG hTIE2
510
*

GAA GTA CCT GAT ATT

CTT CAT GGA CTA TAA
Glu Val Pro Asp Ile

CAG
GTC
Gln
181

cce
GGG
Pro

550
*
CAG GAT

GTC CTA
Gln Asp

GCT
CGA
Ala
185

GGA
CcCT
Gly

560
*
GTG

CAC
val

DOMINIO 2 IG hTIE2
570
TAC TCG GCC AGG TAT

ATG AGC CGG TCC ATA
Tyr Ser Ala Arg Tyr

DOMINIO 2 IG hTIE2

GCC
CGG
Ala
201

TTC
BAG
Phe

610
*
ACC AGG

TGG TCC
Thr Arg

670
*

CTG
GAC
Leu

205___ DOMINIO 2 IG hTIE2

ATA
TAT
Ile

620
*
GTC

CAG
val

680
*

630

*
CGG AGA TGT GAA GCC
GCC TCT ACA CTT CGG

Arg Arg Cvs Glu Ala
212

690
*

GAC
CTG
Asp

400
*
ARG

TTC
Lys

GGA
CCT
Gly
135

GAT
CTA
Asp

410
*
AAC

TTG
Asn

GTG
CAC
val

AAC
TTG
Asn

420

ATA
TAT
Ile
140

GTG
CAC
val

460
*
ATT

TAA
Ile

TAC
ATG
Tyr
155

TTT
Lys

470

AAT
TTA
Asn

GGT
cca
Gly

TCC
AGG
Ser

480

TTC
ARG
Phe
160

CTA
GAT
Leu

520
*
GAA

CTT
Glu

GTA
CAT
vVal
175

CAC
GTG
His

530
"
CTG

GAC
Leu

CcCT
GGA
Pro

CAT
GTA
His

540
*
GCT
CGA

Ala
180

ATA
TAT
Ile

580
*
GGA

cCT
Gly

GGA
CCT
Gly
195

AAC
TTG
Asn

590
*
CTC

GAG
Leu

TTC
AAG
Phe

ACC
TGG
Thr

600
*
TCG
AGC

Ser
200

CAG
GTC
Gln
213

640
*
ARG

TTC
Lys

TGG
ACC
Trp
215

GGA
ccT
Gly

650

CCT
GGA
Pro

GAA
CTT
Glu

TGC
ACG
Cys

660
*
AAC
TTG

Asn
220

700
*

26

710
"

720
*



CAT
GTA
His
221

CTC
GAG
Leu

TGT ACT
ACA TGA
Cys Thr

GCT
CGA
Ala
225

TGT
ACA
Cys

ES 2 688 623 T3

ATG AAC AAT GGT GTC TGC CAT

TAC TTG TTA CCA CAG ACG GTA

Met Asn Asn Gly Val Cys His
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1

TGC
ACG
Cys
241

AGA
TCT
Arg
261

CCT
GGA
Pro

ACT
TGA
Thr

730
*
CCT GGG

GGA CCC
Pro Gly

TTT
ARA
Phe

hTIE2

790

ATG
TAC
Met
EGF

GAA
CTT
Glu

GAT
CTA
Asp
235

ACT
TGA
Thr

GGA
CCT
Gly

GAA
CTT
Glu

TGC
ACG
Cys

ATT
TAA
Ile
240

740 750
e DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 .
CCT TCC TGC

Gly Arg Thr
LIKE DOMAIN 1

ACA CTC TTC CGA
Cys Glu Lys Ala
242 243

760
*
TGT

ACA
Cys

GAA
CTT
Glu
245

CTG
GAC
Leu

770
*
CAC

GTG
His

ACG
TGC
Thr

TTT

Phe

780
*
GGC
elele]

Gly
260

800 810

* *
7T az DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 an cac cea Tac
ACA TTT CTT TCC ACG TCA CCT GTT CTC CCT ACG
Glu Arg Cys Ser Gly Gln Glu Gly Cys

Cys Lys

265

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

CcCT
GGA
Pro
281

GAC
CTG
Asp

850
*
CCC TAT

GGG ATA
Pro Tyr

GGG
ccc
Gly
285

TGT
ACA
Cys

820
*
ARG

TTC
Lys

TCT
AGA
Ser
275

TAT
ATA
Tyr

830
*
GTG

CAC
Val

TTC
AAG
Phe

TGT
ACA
Cys

840
*
CTC
GAG

Leu
280

860 870

*
tcc DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 3
AGG ACA CGG TGT CCG ACC TTC
Ser Cys Ala Thr Gly Trp Lys
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

TGC
ACG
Cys
301

CAC
GTG
His

910
*
CCT GGT

GGA CCA
Pro Gly

TTT

Phe

TAC
ATG
Tyr

880
*
GGT

CCA
Gly

CTG
GAC
Leu
295

CAG
GTC
Gln

890
*
TGC

ACG
Cys

AAT
TTA
Asn

GAA
CTT
Glu
299

920 930

GEG DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 ;
CCC GGT CTA ACA TTC GAA TCC
Gly Pro Asp Cys Lys Leu Arg

940
*
TGC

ACG
Cys

AGC
TCG
Ser

TGC
ACG
Cys

950
*
AAC

TTG
Asn

AAT
TTA
Asn

305

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

ATG
TAC
Met
321

CcCG
GGC
Pro
341

TGT
ACA
Cys

TGC
ACG
Cys

970
*
GAT CGC

CTA GCG
Asp Arg

hTIE2

1030

TTC
AAG
Phe

CAA
GTT
Gln
EGF

980

990

315

GGG
cce
Gly

900
*
GCa
CGT

Ala
300

960
*
GAG
CTC

Glu
320

1000

* *
GGa DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 5 Gac
CCT ACA GAG ACG AGA GAG CTC CTG
Gly Cys Leu Cys Ser Leu Glu Asp
LIKE DOMAIN 3__ 331 332

1040

1050

cca (;c DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 ;; CCG TCA
GGT CGT GGA CTT GAG

Pro Ala

Pro Glu
345

Leu

GAC
Leu

CCC CCT GGC AGT
Gly Gly Pro Ser
hFC DOMAIN

TTC
Lys
361

GAC
CTG
Asp

1090
*

ACC CTC
TGG GAG
Thr Leu

ATG
TAC
Met
365

ATC
TAG
Ile

1100
*

TCC
AGG
Ser

CGG
GCC
Arg

1060
*

GTC TTC
CAG ARG
Val Phe

1010
*

ACT CAC
TGA GTG
Thr His
DOMAIN

ACA
TGT
Thr

TTT
Lys
hFC

1070

DOMINIO hFC  ¢ca
GAG AAG GGG GGT
Leu Phe Pro Pro
355

TGC
ACG
Cys

AAA
TTT
Lys

1020
*

cca
GGT
Pro
340

1080
*

ccc
GGG
Pro
360

1110
acDOMINIO hFC -
TGG GGA CTC CAG

Thr Pro Glu Val
hFC DOMAIN

CAC
GTG
His
381

GAA
CTT
Glu

1150
*

GAC CCT
CTG GGA
Asp Pro

GAG
CTC
Glu
385

GTC
CAG
val

1160
*

AAG
TTC
Lys

TTC
AAG
Phe

1120
*

ACA TGC
TGT ACG
Thr Cys

1130
*

GTG
CAC
val
375

GTG
CAC
Val

GTG GAC
CAC CTG
Val Asp

GTG
Cac
Val

1140
*

AGC
TCG
Ser
380

1170

a DOMINIO hFC ¢

TTG ACC ATG CAC

Asn Trp Tyr Val
hFC DOMAIN

TTC
Lys
401

ACA
TGT
Thr

1210
*

ARG CCG
TTC GGC
Lys Pro

CGG
Gee
Arg
405

GAG
CTC
Glu

1220
*

GAG
CTC
Glu

CAG
GTC
Gln

1180
*

GAC GGC
CTG CCG
Asp Gly

1190
*

GTG
CAC
val
385

GAG
CTC
Glu

GTG CAT
CAC GTA
Val His

AAT
TTA
Asn

1200
*

GCC
CGG
Ala
400

DOMINIO hFC
*

TAC AAC AGC ACG

ATG TTG TCG TGC

Tyr Asn Ser Thr
hFC DOMAIN

1240
*

TAC CGT
ATG GCA
Tyr Arg

1250
*

GTG
CAC
val
415

GTC
CAG
val

AGC GTC
TCG CAG
Ser Vval

CTC
GAG
Leu

1260
*

ACC
TGG
Thr
420

GTC
CAG
val
421

CTG
GAC
Leu

1270
*

CAC CAG
GTG GTC
His Gln

TGG
ACC
Trp

GAC
CTG
Asp
425

1280
*

CTG
GAC
Leu

AAT
TTA
Asn

1290

¢ DOMINIO hFC ¢

CCG TTC CTC ATG

Gly Lys Glu Tyr
hFC DOMAIN

CcTC
GAG
Leu
441

cca
GGT
Pro

1330
*

GCC ccC
CGG GGG
Ala Pro

ATC
TAG
Ile
445

GAG
CTC
Glu

1340

AAA
TTT
Lys

ACC
TGG
Thr

1300
”

AAG TGC
TTC ACG
Lys Cys

1310
*

BAG
TTC
Lys
435

GTC
CAG
val

TCC AAC
AGG TTG
Ser Asn

AAR
TTT
Lys

1320
*

GCC
CGG
Ala
440

1350

a DOMINIO hFC ¢

TAG AGG TTT CGG

Ile Ser Lys Ala
hFC DOMAIN

1360
*

AAR GGG
TTT CCC
Lys Gly

1370

CAG
GTC
Gln
455

cce
GGG
Pro

CGA GAA
GCT CTT
Arg Glu

cca
GGT
Pro

1380
*

CAG
GTC
Gln
460

DOMINIO hFC

27



GTG
CAC
val
461

TAC
ATG
Tyr

1390
*

ACC CTG
TGG GAC
Thr Leu

ccec
GGG
Pro
465

CcCA
GGT
Pro

1400
*

TCC
AGG
Ser

CGG
GCC
Arg

ES 2 688 623 T3

1410
*

GAG GAG ATG ACC

CTC CTC TAC TGG

Glu Glu Met Thr
hFC DOMAIN

CTG
GAC
Leu
481

GTC
CAG
val

1450
*

ARA GGC
TTT CCG
Lys Gly

TTC
AAG
Phe
485

TAT
ATA
Tyr

1460
*

ccc
GGG
Pro

AGC
TCG
Ser

1420
*

ARG AAC
TTC TTG
Lys Asn

CAG
GTC
Gln
475

GTC
CAG
Val

1430
*

AGC CTG
TCG GAC
Ser Leu

ACC
TGG
Thr

1440
*
TGC
ACG
Cys
480

DOMINJO hFC

GAC ATC GCC GTG

CTG TAG CGG CAC

Asp Ile Ala Val
hFC DOMAIN

GAG
CTC
Glu
501

AAC
TTG
Asn

1510
*

AAC TAC
TTG ATG
Asn Tyr

RAG
TTC
Lys
505

ACC
TGG
Thr

1520
*

ACG
TGC
Thr

CCT
GGA
Pro

1480
*

GAG TGG
CTC ACC
Glu Trp

GAG
CTC
Glu
485

AGC
TCG
Ser

1490
*

AAT GGG
TTA CCC
Asn Gly

CAG
GTC
Gln

1500
*

CCG
GGC
Pro
500

DOMII\yO hFC

CCC GTG CTG GAC

GGG CAC GAC CTG

Pro Val Leu Asp
hFC DOMAIN

AGC
TCG
Ser
521

AAG
TTC
Lys

1570
*

CTC ACC
GAG TGG
Leu Thr

GTG
CAC
Val
525

GAC
CTG
Asp

1580
*

ARG
TTC
Lys

AGC
TCG
Ser

1540
*

TCC GAC
AGG CTG
Ser Asp

GGC
CcCG
Gly
515

TCC
AGG
Ser

1550
*

TTC TTC
ARG AAG
Phe Phe

CTC
GAG
Leu

1560
*

TAC
ATG
Tyr
520

DOMINIO hFC

AGG TGG CAG CAG

TCC ACC GTC GTC

Arg Trp Gln Gln
hFC DOMAIN

ATG
TAC
Met
541

CAT
GTA
His

1630
*

GAG GCT
CTC CGA
Glu Ala

CTG
GAC
Leu
545

CAC
GTG
His

1640
*

AAC
TTG
Asn

CAC
GTG
His

1600
*

GGG AAC
CCC TTG
Gly Asn

GTC
CAG
vVal
535

TTC
AAG
Phe

1610
*

TCA TGC
AGT ACG
Ser Cys

TCC
AGG
Ser

1620
*

GTG
CAC
vVal
540

DOMINIO hFC

TAC ACG CAG AAG

ATG TGC GTC TTC

Tyr Thr Gln Lys
hFC DOMAIN

1683
*

TGA
ACT
*okok

561

(SEQ ID

(SEQ ID

NO:5)

NO:6)

1660
*

AGC CTC
TCG GAG
Ser Leu

TCC
AGG
Ser
555

CTG
GAC
Leu

1670
*

TCT CCG
AGA GGC
Ser Pro

GGT
Ccca
Gly

1680
*

TTT
Lys
560

DOMINIO hFC

28



DAAP num. 4

ATG
TAC
Met

GTC
CAG
Val

10
»

AGC TAC
TCG ATG
Ser Tyr

TGG
ACC
Trp

GAC
CTG
Asp

20
*

ES 2 688 623 T3

30
*

40
*

ACC GGG GTC CTG CTG TGC GCG CTG
TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC
Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu
hVEGFR1 SIGNAL SEQUENCE

ACA
TGT
Thr
21

ATA
TAT
Ile

41

GGA
cCT
Gly

Cac
GTG
His

70
*

TCT AGT
AGA TCA
Ser Ser

130
*
ATG ACT

TAC TGA
Met Thr

TCA
AGT
Ser

25 .

GAA
CTT
Glu

45

GGT
cca
Gly
26

GGA
CCT
Gly

CTC AGC

GAG
Leu
15

TCG
Ser

50

TGT
ACA
Cys

CTG
GAC
Leu

CTT
GAA
Leu

60

CTC
GAG
Leu

20

¢ SECUENCIA SENAL hVEGFR1 44

GGT
cca

*
AGA CCT TTC GTA GAG ATG TAC
TCT GGA AAG CAT CTC TAC ATG

AGT
TCA

GAA
CTT
Glu

110

ATC
TAG
Ile

ccc
GGG
Pro

Gly
27

140
*

AGG

TCC
Arg

Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

15¢ DOMINIO 2 IG hVEGFR1
»* *

GAG CTC GTC ATT CCC TGC

CTC GAG CAG TAA GGG ACG

Glu Leu Val Ile Pro Cys
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

ACT
TGA
Thr

51

GTT
CAR
val

190
*
ACT TTA

TGA AAT
Thr Leu

ARA
TTT
Lys

65

AAG
TTC
Lys

200
*
TTT

ARA
Phe

CGG
GCC
Arg

GTT
CAA
Val

55

ACG

Thr

170
*
TCA

AGT
Ser

CCT
GGA
Pro

GRA
CTT
Glu

AAC
TTG
Asn

120
*
ATT
TAA

Ile
40

180
*
ATC
TAG

Ile
60

DOMINIO 2 IG hVEGFR1
*

CCA CTT GAC ACT TTG
GGT GAA CTG TGA AAC
Pro Leu Asp Thr Leu

hVEGFR1 IG DOMAIN

TGG
ACC
Trp

81

GAC
CTG
Asp

250
*
AGT AGA

TCA TCT
Ser Arg

ARG
TTC
Lys

85

GGC
CCG
Gly

260
*
TTC

ARG
Phe

DOMINIO 2 IG hVEGFR1
*

ATC ATA TCA AAT GCA
TAG TAT AGT TTA CGT

ATC
TAG
Ile
2

220
*

CCT
GGA
Pro

GAT
CTA
Asp

75

GGA
ccT
Gly

230
*

TTT
Lys

CGC
GCG
Arg

ATA

Ile

240
*
ATC
TAG

Ile
80

ACG
TGC

Ile Ile Ser Asn Ala Thr
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

ACC
TGG
Thr
101

TGT
ACA
Cys

310
*
GAA GCA

CTT CGT
Glu Ala

ACA
TGT
Thr
105

GTC
CAG
val

320
*
AAT

TTA
Asn

280
*
TAC

ATG
Tyr

TTT
Lys
95

GAA
CTT
Glu

290
*
ATA

TAT
Ile

GGG
ccc
Gly

CTT
GAA
Leu

DOMINIO 2 IG hVEGFR1
w*

GGG CAT TTG TAT AAG ACA

CCC GTA AAC ATA TTC TGT

Gly His Leu Tyr Lys Thr
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

GCT
CGA
Ala
121

TCC
AGG
Ser

370
*
TTC CTA

AAG GAT
Phe Leu

CCa
GGT
Pro
125

GCT
CGA
Ala

380
*
ACT

TGA
Thr

340
*
AAC

TTG
Asn

TAT
ATA
Tyr
115

CTC
GAG
Leu

350
*
ACA

TGT
Thr

CAT
GTA
His

CGa
GCT
Arg

300
*
CTG
GAC
Leu
100

360
*
CAA
GTT

Gln
120

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

*

TTA ACT ATG
AAT TGA TAC
Leu Thr Met
hTIE2 IG

TCT
AGA
Ser
141

TTC
AAG
Phe

430
*
AAA AAG

TTT TTC
Lys Lys

GTA
CAT
Val
145

TTG
AAC
Leu

440
*
ATT

TAA
Ile

ACT GTG GAC
TGA CAC CTG
Thr Val Asp
DOMAIN 2

400
*
AAG

TTC
Lys

GGA
CCT
Gly
135

GAT
CTA
Asp

410
*
AAC

TTG
Asn

GTG
CAC
Val

AAC
TTG
Asn

420
*
ATA
TAT

Ile
140

DOMINIO‘Z IG hTIE2

AAA GARA GAA GAT GCA GTG

TTT CTT CTT CTA CGT CAC

Lys Glu Glu Asp Ala Val
hTIE2 IG DOMAIN 2

ATC
TAG
Ile
161

CAT
GTA
His

490
*
TCA GTG

AGT CAC
Ser Val

ccc
GGG
Pro
165

CGG
GCC
Arg

500
*

CAT
GTA
His

460
*
ATT

TAA
Ile

TAC
ATG
Tyr
155

TTT
Lys

470
*
AAT

TTA
Asn

GGT
CCA
Gly

TCC

Ser

480
*
TTC

Phe
160

DOMINIO 2 IG hTIE2

GAA GTA CCT GAT ATT CTA

CTT CAT GGA CTA TAA GAT

Glu val Pro Asp Ile Leu
hTIE2 IG DOMAIN 2

CAG
GTC
Gln
181

ccec
GGG
Pro

550
*
CAG GAT

GTC CTA
Gln Asp

GCT
CGA
Ala
185

GGA
cCT
Gly

560

GIG
CAC
val

520

GAA
CTT
Glu

GTA
CAT
val
175

CAaC
GTG
His

530
*
CTG

GAC
Leu

cCcT
GGA
Pro

CAT
GTA
His

540
*
GCT
CcGa

Ala
180

DOMINIO 2 IG hTIE2

TAC TCG GCC AGG TAT ATA

ATG AGC CGG TCC ATA TAT

Tyr Ser Ala Arg Tyr Ile
hTIE2 IG DOMAIN 2

GCC
CGG
Ala
201

TTC
ARG
Phe

610
*
ACC AGG

TGG TCC
Thr Arg

670
*

CTG
GAC
Leu

ATA
TAT

620
*
GTC
CAG

Ile Val

580
*
GGA

CCT
Gly

GGA
CCT
Gly
195

AAC
TTG
Asn

590

CTC
GAG
Leu

TTC
ARG
Phe

ACC
TGG
Thr

600
*
TCG
AGC

Ser
200

DOMINIO 2 IG hTIE2
630
*
CGG AGA TGT GAA GCC CTC

GCC TCT ACA CTT CGG GAG
Arg Arg Cys Glu Ala Leu

205 hTIE2 IG DOMAIN 2 212 213
DOMINIO 2 IG hTIE2

640
*
GAG

CTC
Glu

700
*

GAC
CTG

AAA
TTT

650
*

ACT

TGA

CAC
GTG

Asp Lys Thr His
hFC DOMAIN

DOMINIO hFC
*

29

ACA
TGT
Thr

660
*
TGC
ACG
Cys
220

720
*



CCA
GGT
Pro
221

cce
GGC
Pro

TGC CCA
ACG GGT
Cys Pro

GCA
CGT
Ala
225

CCT
GGA
Pro

GAA
CTT
Glu

CTC
GAG
Leu

ES 2 688 623 T3

CTG GGG GGA CCG

GAC CCC CCT GGC

Leu Gly Gly Pro
hFC DOMAIN

cce
GGG
Pro
241

ARG
TTC
Lys

730
*

GAC ACC
CTG TGG
Asp Thr

CTC
GAG
Leu
245

ATG
TAC
Met

740
*
ATC

TAG
Ile

TCC
AGG
Ser

TCA
AGT
Ser

GTC
CAG
Val

TTC
AAG
Phe
235

CTC
GAG
Leu

TTC
AAG
Phe

cce
GGG
Pro

CCA
GGT
Pro

AAA
TTT
Lys
240

750
cDOMINIO hFC 16
GCC TGG GGA CTC

Arg Thr Pro Glu
hFC DOMAIN

AGC
TCG
Ser
261

CaC
GTG
His

790
*
GAA GAC

CTT CTG
Glu Asp

ccT
GGA
Pro
265

GAG
CTC
Glu

800
*
GTC

CAG
Val

ARG
TTC
Lys

GTC
CAG
Val

760
*
ACA

TGT
Thr

TGC
ACG
Cys
255

GTG
CAaC
val

770
*
GTG

Cac
Val

GTG
CAC
val

GAC
CTG
Asp

780
*
GTG
CAC

Val
260

810
+ DOMINIO hFC ¢
AAG TTG ACC ATG

Phe Asn Trp Tyr
hFC DOMAIN

GCC
CGG
Ala
281

ARG
TTC
Lys

850
*

ACA AAG
TGT TTC
Thr Lys

slele]
GGC
Pro
285

CGG
GCC
Arg

860

GAG
CTC
Glu

GAG
CcTC
Glu

GTG
Cac
Val

820
*
GAC

CTG
Asp

GGC
CCG
Gly
275

GTG
CAC
Val

830
*
GAG

CTC
Glu

GTG
CAC
Val

CAT
GTA
His

840
*
AAT
TTA

Asn
280

870

¢i DOMINIO hFC 3¢

GTC ATG TTG TCG

Gln Tyr Asn Ser
hFC DOMAIN

ACC
TGG
Thr
301

GTC
CAG
val

910
*

CTG CAC
GAC GTG
Leu His

CAG
GTC
Gln
305

GAC
CTG
Asp

920
*
TGG

ACC
Trp

CTG
GAC
Leu

ACG
TGC
Thr

880
*
TAC

ATG
Tyr

CGT
GCA
Arg
295

GTG
CAC
Val

890
*
GTC

CAG
Val

AGC
TCG
Ser

GTC
CAG
Val

900
*
CTC
GAG

Leu
300

930

az DOMINIO hFC g

TTA CCG TTC CTC

Asn Gly Lys Glu
hFC DOMAIN

GCC
CGG
Ala
321

CTC
GAG
Leu

970
*
CCA GCC

GGT CGG
Pro Ala

ccc
GGG
Pro
325

ATC
TAG
Ile

980
*
GAG

CTC
Glu

AAA
TTT
Lys

TAC
ATG
Tyr

940
*
ARG

TTC
Lys

TGC
ACG
Cys
315

AAG
TTC
Lys

950
*
GTC

CAG
Val

TCC
AGG
Ser

AAC
TTG
Asn

960
*
TTT

Lys
320

990

a DOMINIO hFC aa

TGG TAG AGG TTT

Thr Ile Ser Lys
hFC DOMAIN

CAG
GTC
Gln
341

GTG
CAC
val

1030
*

TAC ACC
ATG TGG
Tyr Thr

CTG
GAC
Leu
345

ccec
GGG
Pro

1040
*

Ccca
GGT
Pro

TCC
AGG
Ser

1000
*

GCC
CGG
Ala

ARA
TTT
Lys

GGG
cce
Gly
335

CAG
GTC
Gln

1010
*

cce
GGG
Pro

CGA
GCT
Arg

GAA
CTT
Glu

1020
*

cca
GGT
Pro
340

1050
< DOMINIO hFC 1
GCC CTC CTC TAC

Arg Glu Glu Met
hFC DOMAIN

TGC
ACG
Cys
361

CTG
GAC
Leu

1090
*

GTC AAA
CAG TTT
Val Lys

GGC
cce
Gly
365

TTC

Phe

1100
*

TAT
ATA
Tyr

Cccc
GGG
Pro

ACC
TGG
Thr

1060
*

ARG
TTC
Lys

AAC
TTG
Asn
355

CAG
GTC
Gln

1070
*

GTC
CAG
val

AGC
TCG
Ser

CTG
GAC
Leu

1080
*

ACC
TGG
Thr
360

1110

 DOMINIO hFC -

TCG CTG TAG CGG

Ser Asp Ile Ala
hFC DOMAIN

ccG
GGC
Pro
381

GAG
CTC
Glu

1150
*

AAC AAC
TTG TTG
Asn Asn

TAC
ATG
Tyr
385

AAG
TTC
Lys

1160
*

ACC
TGG
Thr

ACG
TGC
Thr

GTG
Cac
val

1120
*

GAG
CTC
Glu

TGG
ACC
Trp
375

GAG
CTC
Glu

1130
*

AGC
TCG
Ser

AAT
TTA
Asn

GGG
cce
Gly

1140
*

CAG
GTC
Gln
380

1170

¢ DOMINIO hFC ¢

GGA GGG CAC GAC

Pro Pro Val Leu
hFC DOMAIN

TAC
ATG
Tyr
401

AGC
TCG
Ser

1210
*

AAG CTC
TTC GAG
Lys Leu

ACC
TGG
Thr
405

GTG
CAC
val

1220
*

GAC
CTG
Asp

AAG
TTC
Lys

GAC
CTG
Asp

1180
*

TCC
AGG
Ser

GAC
CTG
Asp
395

GGC
cce
Gly

1190

*
TCC
AGG
Ser

TTC
ARG
Phe

TTC
RAG
Phe

1200
*

CTC
GAG
Leu
400

DOMINIO hFC

*
AGC AGG TGG CAG
TCG TCC ACC GTC
Ser Arg Trp Gln
hFC DOMAIN

GTG
CAC
val
421

ATG
TAC
Met

1270
*

CAT GAG
GTA CTC
His Glu

GCT
CGA
Ala
425

CTG
GAC
Leu

1280
*

CAC
GTG
His

ARC
TTG
Asn

CAG
GTC
Gln

1240
*

GGG
ccc
Gly

AAC
TTG
Asn
415

GTC
CAG
val

1250
*

TTC
AAG
Phe

TCA
AGT
Ser

TGC
ACG
Cys

1260
*
TCC
AGG

Ser
420

1290

c. DOMINIO hFC ag

GTG ATG TGC GTC

His Tyr Thr Gln
hFC DOMAIN

TTT
Lys

441 _

1326
"

TGA
ACT

*

442

(SEQ ID

(SEQ ID

NO:7)

NO:8)

RAG
TTC
Lys

1300
*

AGC
TCG
Ser

CTC
GAG
Leu
435

TCC
AGG
Ser

1310
*

CTG
GAC
Leu

TCT
AGA
Ser

[o{ele)
GGC
Pro

1320
*
GGT
CCa

Gly
440

DOMINIO hFC

30



ES 2 688 623 T3

DAAP#11
DAPP num. 11 2 30 40 50 60

w * * * * *
ATG GAC TCT TTA GCC AGC TTA GTT CTC TGT GGA GTC AGC TTG CTC CTT TCT GGA ACT GTG
TAC CTG AGA AAT CGG TCG AAT CAA GAG ACA CCT CAG TCG AAC GAG GAA AGA CCT TGA CAC
Met Asp Ser Leu Ala Ser Leu Val Leu Cys Gly Val Ser Leu Leu Leu Ser Gly Thr Val
1 S hTIE2 SIGNAL SEQUENCE 15 20

70 80 20 100 110 120
* * * *

Y *
GAA GGT GCC ATG GAC TTG ATC _S_E.CL.J.ENQI_A..SE_NAL b:l'_l_EZ__l. CTT GTA TCT GAT GCT GARA ACA
CIT CCA CGG TAC CTG AAC TAG AAC TAG TTA AGG GAT GGA GAA CAT AGA CTA CGA CTT TGT
Glu Gly Ala Met Asp Leu Ile Leu Ile Asn Ser Leu Pro Leu Val Ser Asp Ala Glu Thr
2122 23 25 hTIE2 IG DOMAIN 1 35 40

130 140 150 160 170 180
* * * *

: *
TCT CTC ACC TGC ATT Gcc TCT G66c DOMINIO 11GhTIE2 ¢aG ccc ATC ACC ATA GGA AGG GAC
AGA GAG TGG ACG TAA CGG AGA CCC ACC GCG GGG GTA CTC GGG TAG TGG TAT CCT TCC CTG
Ser Leu Thr Cys Ile Ala Ser Gly Trp Arg Pro His Glu Pro Ile Thr Ile Gly Arg Asp
41 45 hTIE2 IG DOMAIN 1 55 60

A :
TTT GAA GCC TTA ATG AAC CAG cAc DOMINIO 1IGhTIE2 gan GTT ACT CAA GAT GTG ACC AGA
ARA CTT CGG AAT TAC TTG GTC GTG GTC CTA GGC GAC CTT CAA TGA GTT CTA CAC TGG TCT
Phe Glu Ala Leu Met Asn Gln His Gln Asp Pro Leu Glu Val Thr Gln Asp Val Thr Arg
61 65 'hTIE2 IG DOMAIN 1 75 80

190 200 210 220 230 240
* * * *

250 260 270 280 290 300
* " * * *

6aa 166 GeT ana AaA GTT GrT TG DOMINIO 1IGhTIE? ¢or agr aac artc aaT cer cer TaT
CTT ACC CGA TTT TTT CAA CAA ACC TTC TCT CTT TTC CGA TCA TTC TAG TTA CCA CGA ATA
Glu Trp Ala Lys Lys Val Val Trp Lys Arg Glu Lys Ala Ser Lys Ile Asn Gly Ala Tyr
81 85 hTIE2 IG DOMAIN 1 95 100

310 320 330 340 350 360
* " * * *

TTC TGT GAA GGG CGA GTT CGA GGA DQMIN|O1 IG,thEZ ATA CGA ACC ATG AAG ATG CGT CAA
AAG ACA CTT CCC GCT CAA GCT CCT CTC CGT TAG TCC TAT GCT TGG TAC TTC TAC GCA GTT
Phe Cys Glu Gly Arg Val Arg Gly Glu Ala Ile Arg Ile Arg Thr Met Lys Met Arg Gln
101 105 hTIE2 IG DOMAIN 1 115 120

370 380 390 400 410 420

* * N * * *

can GeT TcC TTC CcTA ccA GeT ACT DOMINIO 111G hTIE2 516 6ac AAG GGA GAT AAC GTG AAC
GTT CGA AGG AAG GAT GGT CGA TGA AAT TGA TAC TGA CAC CTG TTC CCT CTA TTG CAC TTG

Gln Ala Ser Phe Leu Pro Ala Thr Leu Thr Met Thr Val Asp Lys Gly Asp Asn Val Asn
121 122 125 hTIE2 IG DOMAIN 2 135 140

430 440 450 460 470 480
* * * * *

ATA TCT TTC AAR AAG GTA TTG ATT DOMINIO 2IGhTIE2 6ca GTG ATT TAC ARA AAT GGT TCC
TAT AGA RAG TTT TTC CAT BAC TAA TTT CTT CTT CTA CGT CAC TAA ATG TTT TTA CCA AGG
Ile Ser Phe Lys Lys Val Leu Ile Lys Glu Glu Asp Ala Val Ile Tyr Lys Asn Gly Ser
141 145 hTIE2 IG DOMAIN 2 155 160

490 500 510 520 530 540
* * * * *

TTC ATC CAT TCA GTG CCC CGG CAT DQM"}”O 2,'9 h-l:,lE,Z ATT CTA GAAR GTA CAC CTG CCT CAT
BAG TAG GTA AGT CAC GGG GCC GTA CTT CAT GGA CTA TAA GAT CTT CAT GTG GAC GGA GTA
Phe Ile His Ser Val Pro Arg His Glu Val Pro Asp Ile Leu Glu Val His Leu Pro His
161 165 hTIE2 IG DOMAIN 2 175 180

550 560 570 580 590 600
* * * *

*
GCT CAG CCC CAG GAT GCT GGA GTG QQM"E”.O_ 2_|(_37h-_|-_|_E_2 TAT ATA GGA GGA AAC CTC TTC ACC
CGA GTC GGG GTC CTA CGA CCT CAC ATG AGC CGG TCC ATA TAT CCT CCT TTG GAG AAG TGG
Ala Gln Pro Gln Asp Ala Gly Val Tyr Ser Ala Arg Tyr Ile Gly Gly Asn Leu Phe Thr
181 185 hTIE2 IG DOMAIN 2 195 200

610 620 DOMINIO 2 IG hTIE2 640 650 660
* * * * w

*
TCG GCC TTC ACC AGG CTG ATA GTC CGG AGA TGT GAA GCC GGT AGA CCT TTC GTA GAG ATG
AGC CGG AAG TGG TCC GAC TAT CAG GCC TCT ACA CTT CGG CCA TCT GGA AAG CAT CTC TAC
Ser Ala Phe Thr Arg Leu Ile Val Arg Arg Cys Glu Ala Gly Arg Pro Phe Val Glu Met
201 205 hTIE2 IG DOMAIN 2 213 214_215 220

670 680 690 700 710 720
* ; N * * *
DOMINIO 2 IG hTIE2
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TAC
ATG
Tyr
221

AGT
TCA
Ser

GAA ATC
CTT TAG
Glu Ile

ccc
GGG
Pro
225

GAA
CTT
Glu

ATT

Ile

ES 2 688 623 T3

ATA CAC ATG ACT GAA GGA
TAT GTG TAC TGA CTT CCT
Ile His Met Thr Glu Gly
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CGG
GCC
Arg
241

GTT
CAA
val

730
*
ACG TCA

TGC AGT
Thr Ser

cCT
GGA
Pro
245

AAC
TTG
Asn

740
*
ATC

TAG
Ile

AGG
TCC
Arg

GTC
CAG
val

GAG
CTC
Glu
215

CTC
GAG
Leu

ATT
TAA
Ile

cce
GGG
Pro

TGC
ACG
Cys
240

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

ACT GTT ACT TTA AAA AAG
TGA CAA TGA AAT TTT TTC
Thr Val Thr Leu Lys Lys
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CcCcT
GGA
Pro
261

GAT
CTA
Asp

790
*
GGA AAA

CCT TTT
Gly Lys

CGC
GCG
Arg
265

ATA
TAT
Ile

800

ATC
TAG
Ile

760
*
TTT

AAA
Phe

770 780
* *
GAC
CTG
Asp

ACT
TGA
Thr

TTG
AAC
Leu

ATC
TAG
Ile
260

cca
GGT
Pro
255

CTT
GAA
Leu

DOMINIO 2 IG hVEGFR1
*

TGG GAC AGT AGA AAG GGC
ACC CTG TCA TCT TTC CCG
Trp Asp Ser Arg Lys Gly
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

TAC
ATG
Tyr
281

TTT
Lys

850
*
GAR ATA

CTT TAT
Glu Ile

GGG
cce
Gly
285

CTT
GAA
Leu

860
*
CTG

GAC
Leu

820
*
TTC

ARG
Phe

830 840
* *
ATC
TAG
Ile
275

ATA
TAT
Ile

TCA
AGT
Ser

AAT
TTA
Asn

GCA
CGT
Ala

ACG
TGC
Thr
280

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

ACC TGT GAA GCA ACA GTC
TGG ACA CTT CGT TGT CAG
Thr Cys Glu Ala Thr Val
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

AAC
TTG
Asn
301

TAT
ATA
Tyr

910
*
CTC ACA

GAG TGT
Leu Thr

CAT
GTA
His
305

CGA
GCT
Arg

920
*
CAA
GTT

Gln
307

CcCT
GGA
Pro
321

GAR
CTT
Glu

970
*
CTC CTG

GAG GAC
Leu Leu

GGG
cce
Gly
325

GGA
CCT
Gly

980
*
CCG

GGC
Pro

880
*
AAT

TTA
Asn

890 900
* *
GGG
ccec
Gly
295

CAT
GTA
His

TTG
ARC
Leu

TAT
ATA
Tyr

ARG
TTC
Lys

ACA
TGT
Thr
300

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

CTC
GAG
Leu
308

GAG
CTC
Glu

GAC AAA ACT
CTG TTT TGA
Asp Lys Thr
310

CAC
GTG
His

940
"
ACA
TGT

Thr
hFC

990
*
TCA

AGT
Ser

GTC TTC CTC TTC

CAG AAG GAG AAG

Val Phe Leu Phe
hFC DOMAIN

cce
GGG
Pro

ATG
TAC
Met
341

ATC
TAG
Ile

1030
*

TCC CGG
AGG GCC
Ser Arg

ACC
TGG
Thr
345

CCT
GGA
Pro

1040
*

GAG
CTC
Glu

DOMINIO hFC

cca
GGT
Pro

950 360
* *
TGC CCA
ACG GGT
Cys Pro
DOMAIN

CcCG
GGC
Pro

TGC
ACG
Cys

cca
GGT
Pro

GCA
CGT
Ala
320
1010 1020
* *
AAR
TTT
Lys
335

Cccc
GGG
Pro

AAG
TTC
Lys

GAC
CTG
Asp

ACC
TGG
Thr

CTC
GAG
Leu
340

DOMINIO hFC
*

ACA TGC GTG GTG

TGT ACG CAC CAC

Thr Cys Val val
hFC DOMAIN

GTC
CAG
Val

GTG
CAC
Val

GAG
CTC
Glu
361

GTC
CAG
val

1090
*

RAAG TTC
TTC AAG
Lys Phe

AAC
TTG
Asn
365

TGG
ACC
Trp

1100
*

TAC
ATG
Tyr

1060
*

GAC
CTG
Asp

1070 1080
* *
GTG
cac
val
355

AGC
TCG
Ser

CAC GAA
GTG CTT
His Glu

GAC
CTG
Asp

cCT
GGA
Pro
360

DOMINIO hFC
*

GAC GGC GTG GAG

CTG CCG CAC CTC

Asp Gly Val Glu
hFC DOMAIN

GTG
CAC
val

GTG
CaC
val

CGG
GCC
Arg
381

GAG
CTC
Glu

1150
*

GAG CAG
CTC GTC
Glu Gln

TAC
ATG
Tyr
385

AAC
TTG
Asn

1160
*

AGC
TCG
Ser

1120
*

CAT
GTA
His

1130 1140
* *

AAT
TTA
Asn
375

GCC
CGG
Ala

AAG ACA
TTC TGT
Lys Thr

AAG
TTC
Lys

ccG
GGC
Pro
380

DOMINIO hFC

TAC CGT GTG GTC

ATG GCA CAC CAG

Tyr Arg Val val
hFC DOMAIN

ACG
TGC
Thr

AGC
TCG
Ser

GAC
CTG
Asp
401

TGG
ACC
Trp

1210
*

CTG AAT
GAC TTA
Leu Asn

GGC
CcCG
Gly
405

AAG
TTC
Lys

1220
*

GAG
CTC
Glu

1180

*
GTC
CAG
Val

1190 1200
* *

CTC
GAG
Leu
395

ACC
TGG
Thr

GTC CTG
CAG GAC
Val Leu

CAC
GTG
His

CAG
GTC
Gln
400

DOMINIO hFC
1230
*

TAC
ATG
Tyr

AAG TGC AAG GTC

TTC ACG TTC CAG

Lys Cys Lys Val
hFC DOMAIN

TCC
AGG
Ser

ATC
TAG
Ile
421

GAG
CTC
Glu

1270
*

AR ACC
TTT TGG
Lys Thr

ATC
TAG
Ile
425

TCC
AGG
Ser

1280
*

AAA
TTT
Lys

1240
*

AAC
TTG
Asn

1250 1260
* *

GCC CTC CCA
GAG GGT
Leu Pro

GCC
CGG
Ala

cce
GGG
Pro
420

TTT
Lys
415

Ala

DOMINIO hFC
*

ARA GGG CAG CCC

TTT CCC GTC GGG

Lys Gly Gln Pro
hFC DOMAIN

GCC
CGG
Ala

CGA
GCT
Arg

ccec
GGG
Pro
441

cca
GGT
Pro

1330
*

TCC CGG
AGG GCC
Ser Arg

GAG
CTC
Glu
445

GAG
CTC
Glu

1340
*

ATG
TAC
Met

1300
*

GAA
CTT
Glu

1310 1320
* w

cca
GGT
Pro
435

CAG
GTC
Gln

GTG TAC
CAC ATG
Val Tyr

ACC
TGG
Thr

CTG
GAC
Leu
440

DOMINIO hFC

AAG AAC CAG GTC

TTC TTG GTC CAG

Lys Asn Gln Val
hFC DOMAIN

ACC
TGG
Thr

AGC
TCG
Ser

1360
*

CTG
GAC
Leu

1370 1380
* *

ACC
TGG
Thr
455

TGC
ACG
Cys

CTG GTC
GAC CAG
Leu Val

GGC
CcCG
Gly
460

TTT
Lys

DOMINIO hFC
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ES 2 688 623 T3

1390 1400 1410 1420 1430 1440
* * w * - *
TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GTG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC TAC
AAG ATA GGG TCG CTG TAG CGG CAC CTC ACC CTC TCG TTA CCC GTC GGC CTC TTG TTG ATG
Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
461 465 hFC DOMAIN 475 480
1450 1460 DOMINIO hFC 1480 1490 1500
* * * * * w
ARG ACC ACG CCT CCC GTG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TTC CTC TAC AGC AAG CTC ACC
TTC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CTG AGG CTG CCG AGG ARG ARG GAG ATG TCG TTC GAG TGG
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
481 485 hFC DOMAIN 495 500
1510 1520 DOMINIO hFC 1540 1550 1560
* w * * o *
GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GTC TTC TCA TGC TCC GTG ATG CAT GAG GCT
CAC CTG TTC TCG TCC ACC GTC GTC CCC TTG CAG AAG AGT ACG AGG CAC TAC GTA CTC CGA
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
501 505 hFC DOMAIN 515 520
1570 1580 DOMINIO hFC 1600 1610
* * * * *
CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC CTC TCC CTG TCT CCG GGT AAA TGA (SEQ ID NO:9)
GAC GTG TTG GTG ATG TGC GTC TTC TCG GAG AGG GAC AGA GGC CCA TTT ACT
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys *** (SEQ ID NO:10)
521 525 hFC DOMAIN 535 537
DOMINIO hFC

33



DAAP num. 12

ATG
TAC
Met

GAC
CTG
Asp

10
*

TCT TTA
AGA AAT
Ser Leu

GCC
CGG
Ala

AGC
TCG
Ser

20

ES 2 688 623 T3

30 40

* * *
TTA GIT CTC TGT GGA GTC AGC TTG
AAT CAA GAG ACA CCT CAG TCG AAC

Le

u Val Leu Cys Gly Val Ser Leu
hTIE2 SIGNAL SEQUENCE

GRA
CTT
Glu

GGT
cca
Gly

21_ 22

TTG
Asn
41

ATA
TAT
Ile

70

GCT TCC
CGA AGG
Ala Ser
23

TTC

AAG

Phe
25

CTA
GAT
Leu

8o SECUENCIA SENAL hTIE2 100
* *

CTC
GAG
Leu
15

CTT
GRA
Leu

50

TCT
AGA
Ser

GGA
CcCT
Gly

ACT
TGA
Thr

60

GTG
CAC
val
20

*

CCA GCT ACT TTA ACT ATG ACT GTG
GGT CGA TGA AAT TGA TAC TGA CAC
Pro Ala Thr Leu Thr Met Thr Val

hTIE2 IG DOMAIN 2

130
*
TCT TTC

AGA AAG
Ser Phe

AAR
TTT
Lys

45

ARG
TTC
Lys

14
*

GAC

CTG

Asp
35

AAG
TTC
Lys

110
*
GGA

CCT
Gly

GAT
CTA
Asp

AAC
TTG
Asn

120
*
GTG
CAC

val
40

0 DOMINIO‘Z IG hTIE2 160

GTA TTG ATT AAA GAA GAA GAT GCA

CA’
va

T AAC TAA TTT CTT CTT CTA CGT
1 Leu Ile Lys Glu Glu Asp Ala
hTIE2 IG DOMAIN 2

TCC
AGG
Ser

61

TTC

Phe

190
*
ATC CAT

TAG GTA
Ile His

TCA
AGT
Ser

65

GTG
CAC
Val

GTG
Cac
val

55

ATT

Ile

170
*
TAC

ATG
Tyr

TTT
Lys

AAT
TTA
Asn

180
*
GGT
CCA

Gly
60

200 DOMINIO 2 IG hTIE2 220
> * *
CCC CGG CAT GAA GTA CCT GAT ATT

GG
Pr

G GCC GTA CTT CAT GGA CTA TAA
o Arg His Glu Val Pro Asp Ile
hTIE2 IG DOMAIN 2

CAT
GTA
His

81

GCT
CGA
Ala

250
*
CAG CCC

GTC GGG
Gln Pro

CAG
GTC
Gln

85

GAT
CTA
Asp

CTA
GAT
Leu

75

GAA
CTT
Glu

230
*
GTA

CAT
val

CAC
GTG
His

CTG
GAC
Leu

240
*
cCT
GGA

Pro
80

260 DOMINIO 2 IG hTIE2 280
* * *

GCT GGA GTG TAC TCG GCC AGG TAT
CGA CCT CAC ATG AGC CGG TCC ATA
Ala Gly Val Tyr Ser Ala Arg Tyr

hTIE2 IG DOMAIN 2

ACC
TGG
Thr
101

TCG
AGC
Ser

310
*
GCC TTC

CGG AAG
Ala Phe

ACC
TGG
Thr
105

AGG
TCC
Arg

ATA
TAT
Ile

95

GGA
CcCT
Gly

290
*
GGA

CCT
Gly

AAC
TTG
Asn

CTC
GAG
Leu

320 DOMINIO 2 IG hTIE2 340
* * *

CT
GA
Le

G ATA GTC CGG AGA TGT GAA GCC
C TAT CAG GCC TCT ACA CTT CGG
u Ile Val Arg Arg Cys Glu Ala
hTIE2 IG DOMAIN 2 114

TGC
ACG
Cys
121

AAC
TTG
Asn

370
*
CAT CTC

GTA GAG
His Leu

TGT
ACA
Cys
125

ACT
TGA
Thr

CAG
GTC
Gln
115

ARG
TTC
Lys

350
*
TGG

ACC
Trp

GGA
CCT
Gly

CCT
GGA
Pro

300
*
TTC
ARG

Phe
100

360
*
GAA
CTT

Glu
120

380 DOMINIO 2 IG hTIE2 400
* * *

GCT TGT ATG AAC AAT GGT GTC TGC
CGA ACA TAC TTG TTA CCA CAG ACG
Ala Cys Met Asn Asn Gly Val Cys

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1

TGC
ACG
Cys
141

ATT
TAA
Ile

430
*
TGC CCT

ACG GGA
Cys Pro

CcCT
GGA
Pro
145

GGG
ccc
Gly

44
*

TT

CAT
GTA
His
135

GAA
CTT
Glu

410
*
GAT

CTA
Asp

ACT
TGA
Thr

GGA
CCT
Gly

420
*
GAA
CTT

Glu
140

¢DOMINIO 1 TIFp EGF hTIE2 160
T ATG GGA AGG ACG TGT GAG AAG

AAA TAC CCT TCC TGC ACA CTC TTC

Ph

e Met Gly Arg Thr Cys Glu Lys
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1_ 154

TTT

Phe
161

GGC
CCG
Gly

490
*
AGA ACT

TCT TGA
Arg Thr

TGT
ACA
Cys
165

TTT
Lys

s0¢ DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 520
* * *

GAA AGG TGC AGT GGA CAA GAG GGA

CT
Gl

T TCC ACG TCA CCT GTT CTC CCT
u Arg Cys Ser Gly Gln Glu Gly
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

TGT
ACA
Cys
181

CTC
GAG
Leu

550
*
CCT GAC

GGA CTG
Pro Asp

ccc
GGG
Pro
185

TAT
ATA
Tyr

GCT
CGA
Ala
155

TGC
ACG
Cys
175

TGT
ACA
Cys

ARG
TTC
Lys

470
*
GAA

CTT
Glu

530
*
TCT

AGA
Ser

CTG
GAC
Leu

TAT
ATA
Tyr

CAC
GTG
His

GTG
CAC
val

480
*
ACG
TGC

Thr
160

540
*
TTC
ARG

Phe
180

56(DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 580

GG
CcC
Gl

G TGT TCC TGT GCC ACA GGC TGG
C ACA AGG ACA CGG TGT CCG ACC
y Cys Ser Cys Ala Thr Gly Trp
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

GAA
CTT
Glu
201

GGG

GCA
CGT
Ala
202

610
*
TGC CAC

ACG GTG
Cys His

CCT
GGA
Pro
205

GGT
CCA
Gly

AAG
TTC
Lys

GGT
CCa
Gly

195

590
*
CTG

GAC
Leu

CAG
GTC
Gln

TGC
ACG
Cys

600
*
AAT
TTA

Asn
200

62¢ DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 640

TTT TAC GGG CCA GAT TGT AAG CTT
AAA ATG CCC GGT CTA ACA TTC GAA
Phe Tyr Gly Pro Asp Cys Lys Leu

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG

670
*

ATG TGT

GAT

CcGC

AGG
TCC
Arg
215

TGC
ACG
Cys

650
*
AGC

TCG
Ser

TGC
ACG
Cys

AAC
TTG
Asn

660
*
AAT
TTA

Asn
220

6¢ DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 700

TTC CAA GGA TGT CTC TGC TCT CCA

GGA

34

TGG

710
-

CAG

GGG

CTC

720
*

CAG



ccc
Gly
221

CTC
Glu

TAC ACA
Met Cys

cTa
Asp
225

GCG
Arg

AAG
Phe

ES 2 688 623 T3

GTT CCT ACA GAG ACG AGA GGT CCT ACC GTC CCC
Gln Gly Cys Leu Cys Ser Pro Gly Trp Gln Gly

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3 235

TGT
ACA
Cys
241

GAG
CTC
Glu

730
*
AGA GARA

TCT CTT
Arg Glu

GGC
CccG
Gly
245

ATA
TAT
Ile

740

GAG
Leu

GTC
Gln
240

750 760 770

* w *
cc DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 r¢ gTa Gac aTG Tac AGT

GGC
Pro

TCC TAC CCA TCT GGA AAG CAT CTC TAC ATG TCA
Arg Met Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser
249 250 hVEGFR1 IG DOMAIN 2

cce
GGG
Pro
261

GAA
CTT
Glu

790
*
ATT ATA

TAA TAT
Ile Ile

CAC
GTG
His
265

ATG
TAC
Met

800
*

ACT
TGA
Thr

810 820 830

*
GAA GGA AGG GAG ¢ DOMINIO 2 IGhVEGFR1 ; grr
CTT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA
Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val
hVEGFR1 IG DOMAIN 2 275

CcCT
GGA
Pro
281

AAC
TTG
Asn

850
*
ATC ACT

TAG TGA
Ile Thr

GTT
CAA
Val
285

ACT
TGA
Thr

860
*
TTA

AAT
Leu

GAA
CTT
Glu

ACG
TGC
Thr

780
*
ATC
TAG

Ile
260

840
*
TCA
AGT

Ser
280

870 880 890
*

*
2 DOMINIO 2 IGhVEGFR1  acT TTG ATC CCT GAT
TTT TTC AARA GGT GAR CTG TGA AAC TAG GGA CTA
Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp
hVEGFR1 IG DOMAIN 2 295

CGC
GCG
Arg
301

ATA
TAT
Ile

910
*
ATC TGG

TAG ACC
Ile Trp

GAC
CTG
Asp
305

AGT
TCA
Ser

920
*
AGA

TCT
Arg

GGA
CCT
Gly

900
*
TTT

Lys
300

930 940 950
*

*
1 DOMINIO 2 IGhVEGFR1 s aAT GCcA ACG TAC AAA
TTC CCG AAG TAG TAT AGT TTA CGT TGC ATG TTT
Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys
hVEGFR1 IG DOMAIN 2 315

GGG
ccec
Gly
321

CTT
GAA
Leu

970
*
CTG ACC

GAC TGG
Leu Thr

TGT
ACA
Cys
325

GAA
CTT
Glu

980
*
GCA

CGT
Ala

GAA
CTT
Glu

960
*
ATA
TAT

Ile
320

990 1000 1010
*

*
: DOMINIO 2 IGhVEGFR1 5 taT aac aca aac TAT
TGT CAG TTA CCC GTA AAC ATA TTC TGT TTG ATA
Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr
hVEGFR1 IG DOMAIN 2 335

CAT
GTA
His

CGA
GCT
Arg

1030
*

CAA CTC
GTT GAG
Gln Leu

GAG
CTC
Glu

341 343 344_345

GGG
ccc
Gly
361

GGA
CcCT
Gly

1090
*

CCG TCA
GGC AGT
Pro Ser

GTC
CAG
val
365

GAC
CTG
Asp

TTC
ARG
Phe

1040
*

AAR
TTT
Lys

1100
*

CTC
GAG
Leu

CTC
GAG
Leu

1020

ACA
TGT
Thr
340

1050 1060 1070
* *
AD.OMINlOZIG hVEGFR']‘,; TGC CCA GCA CCT GAA

TGA GTG TGT ACG GGT GGC ACG GGT CGT GGA CTT
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
hFC DOMAIN 355

CTC
GAG
Leu

1080
*

CTG
GAC
Leu
360

1110 1120 1130
* *

trc c« DOMINIOWFC ¢ ang cac acc crc are atc

ARG GGG GGT TTT GGG TTC CTG TGG GAG TAC TAG

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile
hEFC DOMAIN 375

ACC
TGG
Thr
381

CcCT
GGA
Pro

1150
*

GAG GTC
CTC CAaG
Glu val

ACA
TGT
Thr
385

TGC
ACG
Cys

1160

GTG
CAC
val

TCC
AGG
Ser

1140
*
CGG
GCC
Arg
380

1170 1180 1190
* *

et 6 DOMINIOhFC ¢ cac eaa cac ceT GaG Gre

CAC CAC CTG CAC TCG GIG CTT CTG GGA CTC CAG

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val
hFC DOMAIN 395

AAC
TTG
Asn
401

TGG
ACC
Trp

1210
*

TAC GTG
ATG CAC
Tyr Val

GAC
CTG
Asp
405

GGC
CCG
Gly

1220
*

GTG
CAC
val

AAG
TTC
Lys

1200
*
TTC

Phe
400

1230 1240 1250
* *

cac cDOMINIONWFC cc ang aca aac cco cee cac

CTC CAC GTA TTA CGG TTC TGT TTC GGC GCC CTC

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
hFC DOMAIN 415

TAC
ATG
Tyr
421

AAC
TTG
Asn

1270
*

AGC ACG
TCG TGC
Ser Thr

TAC
ATG
Tyr
425

CGT
GCA
Arg

1280
*

GTG
CAC
Val

GAG
CTC
Glu

1260

CAG
GTC
Gln
420

1290 1300 1310
* *

GTC ALDO_MIE\“Q_hVFQVC GTC CTG CAC CAG GAC TGG

CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC GTG GTC CTG ACC

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
hFC DOMAIN 435

GGC
CCG
Gly
441

ARG
TTC
Lys

1330
*

GAG TAC
CTC ATG
Glu Tyr

BAG
TTC
Lys
445

TGC
ACG
Cys

1340
*

ARG
TTC
Lys

CTG
GAC
Leu

1320
*
AAT
TTA

Asn
440

1350 1360 1370
* *

erc 1DOMINIOhFC ¢c cre cea eee cece aTC GaG

CAG AGG TTG TTT CGG GAG GGT CGG GGG TAG CTC

Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
hFC DOMAIN 455

1390
*

1400

TTT
Lys

1380
*

ACC
TGG
Thr
460

1410 1420 1430
DOMINIO hFC *

35

1440
*



ATC
TAG
Ile
461

TCC
AGG
Ser

ARA GCC
TTT CGG
Lys Ala

TTT
Lys
465

GGG
cce
Gly

CAG
GTC
Gln

cce
GGG
Pro

ES 2 688 623 T3

CGA GAA CCA CAG

GCT CTT GGT GTC

Arg Glu Pro Gln
hFC DOMAIN

GAG
CTC
Glu
481

GAG
CTC
Glu

1450
*

ATG ACC
TAC TGG
Met Thr

AAG
TTC
Lys
485

AAC
TTG
Asn

1460
*

CAG
GTC
Gln

GTC
CAG
val

GTG TAC
CAC ATG
Val Tyr

ACC
TGG
Thr
475

CTG
GAC
Leu

CCc cca
GGG GGT
Pro Pro

TCC CGG
AGG GCC
Ser Arg

480

DOMINIO hFC
*

AGC CTG ACC TGC

TCG GAC TGG ACG

Ser Leu Thr Cys
hFC DOMAIN

GAC
CTG
Asp
501

ATC
TAG
Ile

1510
*

GCC GTG
CGG CAC
Ala Val

GAG
CTC
Glu
505

TGG
ACC
Trp

1520
*

GAG
CTC
Glu

AGC
TCG
Ser

1480
*

CTG GTC
GAC CAG
Leu Val

TTT
Lys
495

GGC
CCG
Gly

1490
*

TTC TAT
AAG ATA
Phe Tyr

1500

*
CCC AGC
GGG TCG

Pro Ser
500

DOMINIO hFC
*

AAT GGG CAG CCG

TTA CCC GTC GGC

Asn Gly Gln Pro
hFC DOMAIN

Cccc
GGG
Pro
521

GTG
CAC
Val

1570
*

CTG GAC
GAC CTG
Leu Asp

TCC
AGG
Ser
525

GAC
CTG
Asp

1580
*

GGC
CCG
Gly

TCC
AGG
Ser

1540
*

GAG AARC
CTC TTG
Glu Asn

AAC
TTG
Asn
515

TAC
ATG
Tyr

1550
*

AAG ACC
TTC TGG
Lys Thr

1560

ACG CCT
TGC GGA
Thr Pro

520

DOMINIO hFC

TTC TTC CTC TAC

AAG AAG GAG ATG

Phe Phe Leu Tyr
hFC DOMAIN

AGG
TCC
Arg
541

TGG
ACC
Trp

1630
*

CAG CAG
GTC GTC
Gln Gln

GGG
ccc
Gly
545

AAC
TTG
Asn

1640
*

GTC
CAG
Val

TTC
ARG
Phe

1600
*

AGC AAG
TCG TTC
Ser Lys

cTC
GAG
Leu
535

ACC
TGG
Thr

1610
*

GTG GAC
CAC CTG
Val Asp

1620
*

AAG AGC
TTC TCG
Lys Ser

540

DOMINIO hFC

TCA TGC TCC GTG

AGT ACG AGG CAC

Ser Cys Ser Val
hFC DOMAIN

TAC
ATG
Tyr
561

ACG
TGC
Thr

1690
*

CAG AAG
GTC TTC
Gln Lys

AGC
TCG
Ser

CTC
GAG

1700
*

1660
*

ATG CAT
TAC GTA
Met His

GAG
CTC
Glu
555

GCT
CGA
Ala

1670
*

CTG CAC
GAC GTG
Leu His

1680
*

AAC CAC
TTG GTG
Asn His

560

DOMINIO hFC

TCC CTG TCT CCG GGT AAA

AGG

GAC

AGA GGC CCA TTT

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
565 hFC DOMAIN

DOMINIO hFC

TGA (SEQ ID

ACT

*** (SEQ ID

573

NO:11)

NO:12)

36



DAAP nim. 13

ATG
TAC
Met

GAC
CTG
Asp

10
*

TCT TTA
AGA AAT
Ser Leu

GCC
CGG
Ala

AGC
TCG
Ser

20

TTA
AAT
Leu

GARA
CTT
Glu

GGT
cCca
Gly

21_22

TCT
AGA
Ser

41

CTC
GAG
Leu

70
*

GCC ATG
CGG TAC
Ala Met
23

GAC
CTG
Asp

25

TTG
AAC
Leu

80

ATC
TAG
Ile

ES 2 688 623 T3

30
*

40
*

GTT CTC TGT GGA GTC AGC TTG
CAA GAG ACA CCT CAG TCG ARAC
Val Leu Cys Gly Val. Ser Leu

SECUENCIA SENAL hTIE2

90
*

TTG ATC AAT TCC CTA
AAC TAG TTA AGG GAT
Leu Ile Asn Ser Leu

130
*
ACC TGC

TGG ACG
Thr Cys

ATT
TAA
Ile

45

GCC
CGG
Ala

140
*
TCT

AGA
Ser

DOMINIO 11G hTIE2
150
*

GGG TGG CGC CCC CAT

CCC ACC GCG GGG GTA
Gly Trp Arg Pro His

TTT

Phe
61

GAA
CTT
Glu

190
*
GCC TTA

CGG AAT
Ala Leu

ATG
TAC
Met

65

AAC
TTG
Asn

200
*
CAG

GTC
Gln

DOMINIO 11G hTIE2
210
*

CAC CAG GAT CCG CTG

GTG GTC CTA GGC GAC
His Gln Asp Pro Leu

DOMINIO 111G hTIE2

GAA
CTT
Glu

81

TGG
ACC
Trp

250
*
GCT AAA

CGA TTT
Ala Lys

TTT
Lys
85

GTT

val

260
*
GTT

vVal

270

*
TGG AAG AGA GAA AAG
ACC TTC TCT CTT TTC
Trp Lys Arg Glu Lys
DOMINIO 111G hTIE2

TTC

Phe
101

TGT
ACA
Cys

310
*
GAA GGG

CTT CCC
Glu Gly

CGA
GCT
Arg
105

GTT

val

320
*
CGA

GCT
Arg

330
*
GGA GAG GCA ATC AGG

CCT CTC CGT TAG TCC
Gly Glu Ala Ile Arg

DOMINIO 111G hTIE2

CAA
GTT
Gln
121

ATA
TAT
Ile
141

GCT
CGA
Ala
122

370
*
TCC TTC

AGG AAG
Ser Phe

CTa
GAT
Leu
125

CCA
GGT
Pro

380
*
GCT

CGA
Ala

390
*
ACT TTA ACT ATG ACT

TGA AAT TGA TAC TGA
Thr Leu Thr Met Thr

DOMINIO 2 IG hTIE2

TCT
AGA
Ser

430
*
TTC AAA

AAG TTT
Phe Lys

ARG
TTC
Lys
145

GTA
CAT
val

440
*
TTG

ARC
Leu

450
*
ATT AAA GAA GAA GAT

TAA TTT CTT CTT CTA
Ile Lys Glu Glu Asp

DOMINIO 2 IG hTIE2

TTC
AAG
Phe
161

ATC
TAG
Ile

490
*
CAT TCA

GTA AGT
His Ser

GTG
CAC
Val
165

Cccc
GGG
Pro

500
*
CGG

GCC
Arg

510
*
CAT GAA GTA CCT GAT

GTA CTT CAT GGA CTA
His Glu Val Pro Asp

GCT
CGA
Ala
181

CAG
GTC
Gln

550
*
CCC CcaG

GGG GTC
Pro Gln

GAT
CTA
Asp
185

GCT
CGA
Ala

560
*
GGA

CCT
Gly

DOMINIO 2 IG hTIE2
570
GTG TAC TCG GCC AGG

CAC ATG AGC CGG TCC
Val Tyr Ser Ala Arg

DOMINIO 2 IG hTIE2

TCG
AGC
Ser
201

GCC
CGG
Ala

610
*
TTC ACC

AAG TGG
Phe Thr

AGG
TCC
Arg
205

CTG
GAC
Leu

620
*
ATA

TAT
Ile

670
*

680
*

630
*
GTC CGG AGA TGT GAA

CAG GCC TCT ACA CTT
Val Arg Arg Cys Glu

690
*

CTC
GAG
Leu
15

CTT
GAA
Leu

50

TCT
AGA
Ser

GGA
CCT
Gly

ACT
TGA
Thr

60

GTG
CAaC
Val
20

ccT
GGA
Pro

100
*
CTT

GAA
Leu

GTA

CAT

val
35

TCT
AGA
Ser

110
*
GAT

cTa
Asp

GCT
CGA
Ala

GAR
CTT
Glu

120

ACA

TGT

Thr
40

GAG
CTC
Glu

160
*
cce

GGG
Pro

ATC
TAG
Ile

55

ACC
TGG
Thr

170
*
ATA

TAT
Ile

GGA
CCT
Gly

AGG
TCC
Arg

180
*
GAC
CTG

Asp
60

GAA
CTT
Glu

220
*
GTT

Ccaa
Val

ACT
TGA
Thr

75

CAA
GTT
Gln

230
*
GAT

CTA
Asp

GTG
CAC
Val

ACC
TGG
Thr

240
*
AGA
TCT

Arg
80

GCT
CGA
Ala

280
*
AGT

TCA
Ser

AAG
TTC
Lys

95

ATC
TAG
Ile

290
*
AAT

TTA
Asn

GGT
CCA
Gly

GCT
CcGA
Ala

ATA
TAT
Ile

340
*
CGA

GCT
Arg

ACC
TGG
Thr
115

ATG
TAC
Met

350
*
ARG

TTC
Lys

ATG
TAC
Met

CGT
GCA
Arg

300
*
TAT
ATA
Tyr
100

360
*
CAA
GTT

Gln
120

GTG
CAC
val

400
*
GAC

CTG
Asp

AAG
TTC
Lys
135

GGA
CCT
Gly

410
*
GAT

CTA
Asp

AAC
TTG
Asn

GTG
CAC
Val

420
*
AAC
TTG

Asn
140

GCA
CGT
Ala

460
*
GTG

CAC
val

ATT
TAA
Ile
155

TAC
ATG
Tyr

470
*

TTT
Lys

AAT
TTA
Asn

GGT
cca
Gly

480
*
TCC
AGG

Ser
160

ATT
TAA
Ile

520
*
CTA

GAT
Leu

GAA
CTT
Glu
175

GTA
CAT
val

530
*
CAC

GTG
His

CTG
GAC
Leu

CCT
GGA
Pro

540
*
CAT
GTA
His
180

TAT
ATA
Tyr

580
*
ATA

TAT
Ile

GGA
CCT
Gly
195

GGA
CCT
Gly

590
*
AAC

TTG
Asn

CTC
GAG
Leu

TTC

Phe

600
*
ACC
TGG

Thr
200

GCC
CGG
Ala

DOMINIO 2 IG hTIE2 —213

640
«
CAG
GTC

Gln
214

700
"

AAG
TTC
Lys

215

37

TGG
ACC
TIrp

650

GGA
CCT
Gly

710
*

CCT
GGA
Pro

GAA
CTT
Glu

660
"
TGC
ACG
Cys
220

720
"



TTG
Asn
221

CAT
GTA
His

CTC TGT
GAG ACA
Leu Cys

ACT
TGA
Thr
225

ES 2 688 623 T3

GCT TGT ATG AAC AAT GGT GTC TGC

CGA ACA TAC TTG TTA CCA CAG ACG

Ala Cys Met Asn Asn Gly val Cys
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1

ATT
TAA
Ile
241

GGC
[ofeled
Gly
261

TGC
ACG
Cys

AGA
TCT
Arg

730
*
CCT CCT

GGA GGA
Pro Pro

790
*

ACT TGT
TGA ACA
Thr Cys

GGG
ccc
Gly

CAT
GTA
His

GAA
CTT
Glu
235

GAT
CTA
Asp

ACT
TGA
Thr

GGA
CCT
Gly

GAA
CTT
Glu

TGC
ACG
Cys
240

740 750
*
7 an DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2

e e <

AAA TAC CCT TCC TGC ACA CTC TTC
Phe Met Gly Arg Thr Cys Glu Lys

245 hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1 253

ARRA
TTT
Lys
265

800 810

ca DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 5 gga
CTT TCC ACG TCA CCT GTT CTC CCT
Glu Arg Cys Ser Gly Gln Glu Gly

760

*
i GCT

CGA
Ala
254

TGT
ACA
Cys
255

820
*
TGC
ACG
Cys

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

CTC
GAG
Leu
281

CCT
GGA
Pro

850
*
GAC CCC

CTG GGG
Asp Pro

TAT
ATA
Tyr
285

GGG
Cccc
Gly

AAG
TTC
Lys
275

GAA
CTT
Glu

TCT
AGA
Ser

770
*
CTG

GAC
Leu

830
*
TAT

ATA
Tyr

CaC
GTG
His

GTG
CAC
val

ACG
TGC
Thr

TTC
ARG
Phe

780
*
TTT

Phe
260

840
*
TGT
ACA

Cys
280

860 870 880

* *
tgr DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2  anc
ACA AGG ACA CGG TGT CCG ACC TTC
Cys Ser Cys Ala Thr Gly Trp Lys

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

GCA
CGT
Ala
301

TGC
ACG
Cys

910
*
CAC CCT

GIG GGA
His Pro

GGT
CCA
Gly
305

TTT
AAA
Phe

GGT
CCa
Gly
295

CTG
GAC
Leu

890
*
CAG TGC

GTC ACG
Gln Cys

AAT
TTA
Asn

900
*
GAA
CTT

Glu
300

920 930 940
o DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 , 2.

ATG CCC GGT CTA ACA TTC GAA TCC
Tyr Gly Pro Asp Cys Lys Leu Arg
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CTC
Glu
321

ATG
TAC
Met

970
*
TGT GAT

ACA CTA
Cys Asp

CGC
GCG
Arg
325

TTC
AAG
Phe

TGC
ACG
Cys
315

AGC
TCG
Ser

950
*
TGC AAC

ACG TTG
Cys Asn

AAT
TTA
Asn

960
*
GGG
cce
Gly
320

980 990 1000

* *
caz DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 | gea
GTT CCT ACA GAG ACG AGA GGT CCT
Gln Gly Cys Leu Cys Ser Pro Gly

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CcTC
Glu
341

AGA
TCT
Arg

1030
*

GAA GGC
CTT CCG
Glu Gly

ATA
TAT
Ile
345

ccG
GGC
Pro

TGG
ACC
Trp
335

CAG
GTC
Gln

1010
*

GGG CTC
CCC GAG
Gly Leu

CAG
GTC
Gln

1020
*

TGT
ACA
Cys
340

1040 1050 1060

* *
ac( DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 | o
TCC TAC AGA CGT TAG ATA TAT AAA
Arg Met Ser Ala Ile Tyr Ile Phe

348 349

CCT
GGA
Pro
361

TTC
AAG
Phe

1090
*

GTA GAG
CAT CTC
Val Glu

ATG
TAC
Met
365

TAC
ATG
Tyr

1100 1110 1120
*

ATT
TAA
Ile

AGT
TCA
Ser

hVEGFR1 IG DOMAIN 2

AGT GAA ATC cc; caa DOMINIO 2 IG hVEGFR1

TCA CTT TAG GGG CTT TAA TAT GTG
Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CTC
GAG
Leu
381

GTC
CAG
val

1150
*

ATT CCC
TAA GGG
Ile Pro

TGC
ACG
Cys
385

CGG
GCC
Arg

TAC
Met
375

TGA
Thr

1070
*

GAT ACA
CTA TGT
Asp Thr

1130
*

AA GGA
CTT CCT
Glu Gly

GGT
CCa
Gly

AGG
TCC
Arg

1080
*

AGA
TCT
Arg
360

1140
*

GAG
CTC
Glu
380

1160 1170 . 1180
»* *
err a DOMINIO2IGhVEGFRT _: grp
CAA TGC AGT GGA TTG TAG TGA CAA

Val Thr Ser Pro Asn Ile Thr Val
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CTT
GAA
Leu
401

GAC
CTG
Asp

1210
*

ACT TTG
TGA AAC
Thr Leu

ATC
TAG
Ile
405

CCT
GGA
Pro

ACT
TGA
Thr
395

TTA
AAT
Leu

1190
*

ARAA AAG
TTT TTC
Lys Lys

TTT

Phe

1200
*

cca
GGT
Pro
400

1220 DOMINIO 2 IG hVEGFRT 1,4
* * *
GAT GGA AAA CGC ATA ATC TGG GAC
CTA CCT TTT GCG TAT TAG ACC CTG
Asp Gly Lys Arg Ile Ile Trp Asp
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

ATA
TAT
Ile
421

TCA
AGT
Ser

1270
*

AAT GCA
TTA CGT
Asn Ala

ACG
TGC
Thr
425

TAC
ATG
Tyr

AGT
TCA
Ser
415

AGA
TCT
Arg

1250
*

RAAG GGC
TTC CCG
Lys Gly

TTC
ARG
Phe

1260
*

ATC
TAG
Ile
420

1280 1290 1300
* A

*
aaa ¢ DOMINIO 2 IG hVEGFR1 : TeT
TTT CTT TAT CCC GAA GAC TGG ACA
Lys Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys

hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CAT
GTA
His
441

TTG
ARC
Leu

1330
*

TAT AAG
ATA TTC
Tyr Lys

ACA
TGT
Thr
445

AAC
TTG
Asn

GAA
CTT
Glu
435

GCA
CGT
Ala

1310
»*

ACA GTC
TGT CAG
Thr Val

AAT
TTA
Asn

1320
*

GGG
cce
Gly
440

1340 1350 1360

" *
rat ¢ DOMINIO 2 IGhVEGFR1 : gag
ATA GAG TGT GTA GCT GTT GAG CTC
Tyr Leu Thr His Arg Gln Leu Glu

450 452 453

GAC
CTG

AAA
TTT

1370
»

ACT CAC
TGA GTG

Asp Lys Thr His
hFC DOMAIN

DOMINIO hFC

38

ACA
TGT
Thr

1380
"
TGC
ACG
Cys
460



cca
GGT
Pro
461

ccG
GGC
Pro

1390
*

TGC CCA
ACG GGT
Cys Pro

GCA
CGT
Ala
465

CCT
GGA
Pro

1400
*

GAA
CTT
Glu

CTC
GAG
Leu

ES 2 688 623 T3

1410
*

CTG GGG GGA CCG

GAC CCC CCT GGC

Leu Gly Gly Pro
hFC DOMAIN

ccc
GGG
Pro
481

AAG
TTC
Lys

1450
*

GAC ACC
CTG TGG
Asp Thr

CTC
GAG
Leu
485

ATG
TAC
Met

1460
*

ATC
TAG
Ile

TCC
AGG
Ser

1420
*

TCA GTC
AGT CAG
Ser Val

TTC

Phe
475

CTC
GAG
Leu

1430
*

TTC CCC
AAG GGG
Phe Pro

CCa
GGT
Pro

1440
*
ARR
TTT
Lys
480

1470

c DOMINIO hFC 6

GCC TGG GGA CTC

Arg Thr Pro Glu
hFC DOMAIN

AGC
TCG
Ser
501

CAC
GTG
His

1510
*

GAA GAC
CIT CTG
Glu Asp

CCT
GGA
Pro
505

GAG
cTC
Glu

1520
*

GTC
CAG
val

ARG
TTC
Lys

1480
*

GTC ACA
CAG TGT
Val Thr

TGC
ACG
Cys
495

GTG
CAC
Val

1490
*

GTG GTG
CAC CAC
val val

GAC
CTG
Asp

1500
*

GTG
CAC
val
500

1530

71 DOMINIO hFC -

ARG TTG ACC ATG

Phe Asn Trp Tyr
hFC DOMAIN

GCC
CGG
Ala
521

AAG
TTC
Lys

1570
*

ACA ARG
TGT TTC
Thr Lys

ccG
GGC
Pro
525

CGG
GCC
Arg

1580
*

GAG
cTC
Glu

GAG
CTC
Glu

1540
*

GTG GAC
CAC CTG
Val Asp

GGC
cCG
Gly
515

GTG
CAC
val

1550
*

GAG GTG
CTC CAC
Glu val

CAT
GTA
His

1560
*

AAT
TTA
Asn
520

1590

cz DOMINIO hFC

GTC ATG TTG TCG

Gln Tyr Asn Ser
hFC DOMAIN

ACC
TGG
Thr
541

GTC
CAG
Val

1630
*

CTG CAC
GAC GTG
Leu His

CAG
GTC
Gln
545

GAC
CTG
Asp

1640
*

TGG
ACC
Trp

CTG
GAC
Leu

1600
*

ACG TAC
TGC ATG
Thr Tyr

CGT
GCA
Arg
535

GTG
CAC
val

1610
*

GTC AGC
CAG TCG
vVal Ser

GTC
CAG
Val

1620
*

CTC
GAG
Leu
540

1650

a DOMINIO hFC

TTA CCG TTC CTC

Asn Gly Lys Glu
hFC DOMAIN

GCC
CGG
Ala
561

CTC
GAG
Leu

1690
*

CCA GCC
GGT CGG
Pro Ala

ccc
GGG
Pro
565

ATC

Ile

1700
*

GAG
CTC
Glu

TTT
Lys

1660
*

TAC AAG
ATG TTC
Tyr Lys

TGC
ACG
Cys
555

ARG
TTC
Lys

1670
*

GTC TCC
CAG AGG
Val Ser

AAC
TTG
Asn

1680

TTT
Lys
560

1710

;DOMINIO hFC an

TGG TAG AGG TTT

Thr Ile Ser Lys
hFC DOMAIN

CAG
GTC
Gln
581

GTG
CAC
Val

1750
*

TAC ACC
ATG TGG
Tyr Thr

CTG
GAC
Leu
585

cce
GGG
Pro

1760
*

cca
GGT
Pro

TCC
AGG
Ser

1720
*

GCC ARA
CGG TTT
Ala Lys

GGG
ccce
Gly
575

CAG
GTC
Gln

1730
*

CCC CGA
GGG GCT
Pro Arg

GRA
CTT
Glu

1740
*
CCa
GGT

Pro
580

1770

c DOMINIO hFC ¢

GCC CTC CTC TAC

Arg Glu Glu Met
hFC DOMAIN

TGC
ACG
Cys
601

CTG
GAC
Leu

1810
*

GTC AAA
CAG TTT
Val Lys

GGC
CCG
Gly
605

TTC
ARG
Phe

1820
*

TAT
ATA
Tyr

cce
GGG
Pro

1780
*

ACC AAG
TGG TTC
Thr Lys

AAC
TTG
Asn
595

CAG
GTC
Gln

1790
*

GTC AGC
CAG TCG
Val Ser

CTG
GAC
Leu

1800
*

ACC
TGG
Thr
600

DOMINIO hFC

*
AGC GAC ATC GCC
TCG CTG TAG CGG
Ser Asp Ile Ala
hFC DOMAIN

cCcG
GGC
Pro
621

GAG
CTC
Glu

1870
*

AAC AAC
TTG TTG
Asn Asn

TAC
ATG
Tyr
625

AAG
TTC
Lys

1880
*

ACC
TGG
Thr

ACG
TGC
Thr

1840
*

GTG GAG
CAC CTC
Val Glu

TGG
ACC
Trp
615

GAG
CTC
Glu

1850
*

AGC AAT
TCG TTA
Ser Asn

GGG
ccce
Gly

1860
*

CAG
GTC
Gln
620

1890

«DOMINIO hFC ¢

GGA GGG CAC GAC

Pro Pro Val Leu
hFC DOMAIN

TAC
ATG
Tyr
641

AGC
TCG
Ser

1930
*

AAG CTC
TTC GAG
Lys Leu

ACC
TGG
Thx
645

GTG
CAC
val

1940
*

GAC
CTG
Asp

ARG
TTC
Lys

1900
*

GAC TCC
CTG AGG
Asp Ser

GAC
CTG
Asp
635

GGC
CcCG
Gly

1910
*

TCC TTC
AGG AAG
Ser Phe

TTC
ARG
Phe

1920
*
CTC
GAG

Leu
640

13850

a DOMINIO hFC ¢

TCG TCC ACC GTC

Ser Arg Trp Gln
hFC DOMAIN

GTG
CAC
val
661

ATG
TAC
Met

1990
*

CAT GAG
GTA CTC
His Glu

GCT
CGA
Ala
665

CTG
GAC
Leu

2000
*

CAC
GTG
His

AAC
TTG
Asn

1960
*

CAG GGG
GTC cCC
Gln Gly

AAC
TTG
Asn
655

GTC
CAG
Val

1970
*

TTC TCA
AAG AGT
Phe Ser

TGC
ACG
Cys

1980
*

TCC
AGG
Ser
660

2010

c DOMINIO hFC g

GTG ATG TGC GTC

His Tyr Thr Gln
hFC DOMAIN

TTT
Lys

681_

2046
*

TGA

ACT

¥k

682

(SEQ ID

NO:13)

(SEQ ID NO:14)

2020
*

AAG AGC
TTC TCG
Lys Ser

CTC
GAG
Leu
675

TCC
AGG
Ser

2030
*

CTG TCT
GAC AGA
Leu Ser

efele)
GGC
Pro

2040
*

GGT
cca
Gly
680

DOMINIO hFC

39



ES 2 688 623 T3

DAAP#14
DAP num. 14 20 30 40 50 60

* * * * * *
ATG GAC TCT TTA GCC AGC TTA GTT CTC TGT GGA GTC AGC TTG CTC CTT TCT GGA ACT GTG
TAC CTG AGA AAT CGG TCG AAT CAAR GAG ACA CCT CAG TCG AAC GAG GAA AGA CCT TGA CAC
Met Asp Ser Leu Ala Ser Leu Val Leu Cys Gly Val Ser Leu Leu Leu Ser Gly Thr Val

1 S hTIE2 SIGNAL SEQUENCE__ * 15 20
70 80 90 100 110 120
. o SECUENCIA SENALhTIE2 , * Y ~

GAA GGT GCC ATG GAC TTG ATC I’ iiv siel wwvw wa; ool CTT GTA TCT GAT GCT GAA ACA

CTT CCA CGG TAC CTG AAC TAG AAC TAG TTA AGG GAT GGA GAA CAT AGA CTA CGA CTT TGT
Glu Gly Ala Met Asp Leu Ile Leu Ile Asn Ser Leu Pro Leu Val Ser Asp Ala Glu Thr
21__22 23 25 hTIE2 IG DOMAIN 1 35 40

130 140 150 160 170 180
* * * *

- *
TCT CcTC ACC TGC ATT Gec TCT GG¢ DOMINIO 11G hTIE2 Gag ccc ATC ACC ATA GGA AGG GAC
AGA GAG TGG ACG TAA CGG AGA CCC ACC GCG GGG GTA CTC GGG TAG TGG TAT CCT TCC CTG
Ser Leu Thr Cys Ile Ala Ser Gly Trp Arg Pro His Glu Pro Ile Thr Ile Gly Arg Asp
41 45 hTIE2 IG DOMAIN 1 55 60

1%0 200 210 - 220 230 240
* * * *

w*
TTT GAA GCC TTA ATG AAC CAG cAC DOMINIO 1IGhTIE2 5aan GTT ACT cAA GAT GTG ACC AGA
ABA CTT CGG AAT TAC TTG GTC GTG GTC CTA GGC GAC CTT CAA TGA GTT CTA CAC TGG TCT
Phe Glu Ala Leu Met Asn Gln His Gln Asp Pro Leu Glu Val Thr Gln Asp Val Thr Arg
61 65 hTIE2 IG DOMAIN 1 75 80

250 260 270 280 290 300
* " * * *

GAA TGG GCT ARA AAA GTT GTT TGc DOMINIO1IGhTIEZ gor agr anc arc aaT eer Ger TAT
CTT ACC CGA TTT TTT CAA CAA ACC TTC TCT CTT TTC CGA TCA TTC TAG TTA CCA CGA ATA
Glu Trp Ala Lys Lys Val Val Trp Lys Arg Glu Lys Ala Ser Lys Ile Asn Gly Ala Tyr
81 85 hTIE2 IG DOMAIN 1 95 100

310 320 330 340 350 360
* * * *

TTC TGT GAA GGG CGA GTT CGA GGa DOMINIO 1IGhTIE2 aTa cGa ACC ATG AAG ATG CGT CAA
AAG ACA CTT CCC GCT CAA GCT CCT CTC CGT TAG TCC TAT GCT TGG TAC TTC TAC GCA GTT
Phe Cys Glu Gly Arg Val Arg Gly Glu Ala Ile Arg Ile Arg Thr Met Lys Met Arg Gln
101 105 hTIE2 IG DOMAIN 1 115 120

370 380 390 400 410 420
* * * * *

CAA GCT TCC TTC CTA ccA GcT Act DOMINIO 11GhTIE2 ¢T¢ GAC AAG GGA GAT AAC GTG AAC
GTT CGA AGG AAG GAT GGT CGA TGA AAT TGA TAC TGA CAC CTG TTC CCT CTA TTG CAC TTG
Gln Ala Ser Phe Leu Pro Ala Thr Leu Thr Met Thr Val Asp Lys Gly Asp Asn Val Asn
121 122 125 hTIE2 IG DOMAIN 2 135 140

430 440 450 460 470 480
* * * * *

ATA TCT TTC AAA AAG GTA TTG ATI DQM'N'QZ.IG.hT.lEg GCA GTG ATT TAC AAA AAT GGT TCC
TAT AGA AAG TTT TTC CAT AAC TAA TTT CTT CTT CTA CGT CAC TAA ATG TTT TTA CCA AGG
Ile Ser Phe Lys Lys Val Leu Ile Lys Glu Glu Asp Ala Val Ile Tyr Lys Asn Gly Ser
141 145 hTIE2 IG DOMAIN 2 155 160

*
17c ATC CAT TCA 6TG ccc cGe ca1DOMINIO 2IGhTIE2 arr cra gaa 6TA CAC CTG cCT car
BAG TAG GTA AGT CAC GGG GCC GTA CTT CAT GGA CTA TAA GAT CTT CAT GTG GAC GGA GTA
Phe Ile His Ser Val Pro Arg His Glu Val Pro Asp Ile Leu Glu Val His Leu Pro His
161 165 hTIE2 IG DOMAIN 2 175 180

490 500 510 520 530 540
* * * *

550 560 570 580 590 600
* * * * *

GCT CAG CCC CAG GAT GCT GGA GT(DOMINIO 2 IGhTIE2 TAT ATA GGA GGA AAC CTC TTC ACC
CGA GTC GGG GTC CTA CGA CCT CAC ATG AGC CGG TCC ATA TAT CCT CCT TTG GAG BAAG TGG
Ala Gln Pro Gln Asp Ala Gly Val Tyr Ser Ala Arg Tyr Ile Gly Gly Asn Leu Phe Thr
181 185 hTIE2 IG DOMAIN 2 195 200

610 620 DOMINl_O.Z IG hTIE2 640 650 660
* * > * * *
TCG GCC TTC ACC AGG CTG ATA GTC CGG AGA TGT GAA GCC CAG AAG TGG GGA CCT GAA TGC
AGC CGG AAG TGG TCC GAC TAT CAG GCC TCT ACA CTT CGG GTC TTC ACC CCT GGA CTT ACG
Ser Ala Phe Thr Arg Leu Ile Val Arg Arg Cys Glu Ala Gln Lys Trp Gly Pro Glu Cys

201 205 hTIE2 IG DOMAIN 2 213 214_215 220
670 680 690 700 710 720
* * * * *

DOMINIO 2 IG hTIE2

40



AARC
TTG
Asn
221

CAT
GTA
His

CTC TGT
GAG ACA
Leu Cys

ACT

Thr
225

ES 2 688 623 T3

GCT TGT ATG AAC AAT GGT GTC TGC CAT
TGA CGA ACA TAC TTG TTA CCA CAG ACG

Ala

Cys Met Asn Asn Gly Val Cys
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1

ATT
TAA
Ile
241

GGC
cce
Gly
261

TGC
ACG
Cys

AGA
TCT
Arg

730
*
CCT CCT

GGA GGA
Pro Pro

790
*
ACT TGT

TGA ACA
Thr Cys

GGG
ccc
Gly

ARA
Phe

GTA
His

GAA
CTT
Glu
235

GAT
CTA
Asp

ACT
TGA
Thr

GGA
ccr
Gly

GAA
CTT
Glu

TGC
ACG
Cys
240

740 750

TAC CCT TCC TGC ACA CTC TTC
Met Gly Arg Thr Cys Glu Lys

245 hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1 253

ARAA
TTT
Lys
265

CTT
Glu

800 810

TCC ACG TCA CCT GTT CTC CCT
Arg Cys Ser Gly Gln Glu Gly
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

CTC
GAG
Leu
281

CcCT
GGA
Pro

850
*
GAC CCC

CTG GGG
Asp Pro

TAT
ATA
Tyr
285

GGG
ccc
Gly

760
*
GCT
CGA
Ala

TGT
ACA
Cys

254_255

820
*
TGC
ACG
Cys

AAG
TTC
Lys
275

GAA
CTT
Glu

TCT
AGA
Ser

770
*
CTG

GAC
Leu

830
*
TAT

ATA
Tyr

CAC
GTG
His

GTG
CAC
val

ACG
TGC
Thr

TTC
AAG
Phe

780
*
TTT

Phe
260

840
*
TGT
ACA

Cys
280

860 870
gy DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 ¢
ACA AGG ACA CGG TGT CCG ACC

Cys Ser Cys Ala Thr Gly Trp
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

GCA
CGT
Ala
301

TGC
ACG
Cys

910
*
CAC CCT

GTG GGA
His Pro

GGT
cca
Gly
305

TTT
ARAA
Phe

880
*

AAG
TTC
Lys

GGT
cca
Gly
295

CTG
GAC
Leu

890
*
CAG

GTC
Gln

TGC
ACG
Cys

AAT
TTA
Asn

900

GAA
CTT
Glu
300

920 930

rac DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2
ATG CCC GGT CTA ACA TTC GAA
Tyr Gly Pro Asp Cys Lys Leu

940
*

AGG
TCC
Arg

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CTC
Glu
321

ATG
TAC
Met

970
*
TGT GAT

ACA CTA
Cys Asp

CGC
GCG
Arg
325

TTC
ARG
Phe

980

TGC
ACG
Cys
315

AGC
TCG
Ser

950
*

TGC
ACG
Cys

AAC
TTG
Asn

AAT
TTA
Asn

960

GGG
ccc
Gly
320

990 1000

can DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 » oga

GTT
Gln

CCT ACA GAG ACG AGA GGT CCT
Gly Cys Leu Cys Ser Pro Gly

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CTC
Glu
341

AGA
TCT
Arg

1030
*

GAA GGC
CTT CCG
Glu Gly

ATA
TAT
Ile
345

[o{e]e]
GGC
Pro

1040

TGG
ACC
Trp
335

CAG
GTC
Gln

1010
*

GGG CTC
CCC GAG
Gly Leu

CAG
GTC
Gln

1020

TGT
ACA
Cys
340

1050 1060

* *
ace DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2  ¢op

TCC
Arg

TAC AAA TAA TCA CTA TGT CCA

AGA
TCT

[o{ekiy
GGA

Met Phe Ile Ser Asp Thr Gly Arg Pro

348 349

TAC
ATG
Tyr
361

AGT
TCA
Ser

1090
*

GAA ATC
CTT TAG
Glu Ile

ccc
GGG
Pro
365

GAA
CTT
Glu

1100
*

ATT
TAA
Ile

1110 1120

hVEGFR1 IG DOMAIN 2

ATA CAC ATE act DOMINIO 2 IG hVEGFR1
TAT GTG TAC TGA CTT CCT TCC CTC GAG

Ile His Met Thr Glu Gly Arg
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CGG
Gee
Arg
381

GTT
CAA
val

1150
*

ACG TCA
TGC AGT
Thr Ser

CCT
GGA
Pro
385

AAC
TTG
Asn

1160
*

ATC
TAG
Ile

Glu
375

Leu

1070
*

TTC GTA
AAG CAT
Phe val

1130
*

GTC ATT
CAG TAA
val Ile

GAG
CTC
Glu

cce
GGG
Pro

1080
*

ATG
TAC
Met
360

1140
*

TGC
ACG
Cys
380

1170 1180

*
ac DOMINIO 2 IG hVEGFR1 ; 71T
TGA CAA TGA AAT TTT TTC AAA
Thr vVal Thr Leu Lys Lys Phe

hVEGFR1 IG DOMAIN 2

cCT
GGA
Pro
401

GAT
CTA
Asp

1210
*

GGA AAA
CCT TTT
Gly Lys

CGC
GCG
Arg
405

ATA
TAT
Ile

1220
*

ATC
TAG
Ile

cca
GGT
Pro
395

CTT
GAA
Leu

1190
*

GAC ACT
CTG TGA
Asp Thr

TTG
AAC
Leu

1200
*

ATC
TAG
Ile
400

DOMINIO 21G hVEGFRT 1,6

TGG GAC AGT AGA BAG GGC TTC

ACC CTG TCA TCT TTC CCG AAG

Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

TAC
ATG
Tyr
421

TTT
Lys

1270
*

GAA ATA
CTT TAT
Glu Ile

GGG
cce
Gly
425

CTT
GAA
Leu

1280
*

CTG
GAC
Leu

ATC
TAG
Ile
415

ATA
TAT
Ile

1250
*

TCA AAT
AGT TTA
Ser Asn

GCA
CGT
Ala

1260
*

ACG
TGC
Thr
420

1290 1300
acDOMINIO 2 IG hVEGFR1 . aar
TGG ACA CTT CGT TGT CAG TTA

Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

AARC
TTG
Asn
441

TAT
ATA
Tyr

1330
*

CTC ACA
GAG TGT
Leu Thr

CAT
GTA
His
445

CGA
GCT
Arg

1340
*

CAA
GTT
Gln
447

GGG
ccc
Gly
435

CAT
GTA
His

1310
*

TTG TAT
AAC ATA
Leu Tyr

ARG
TTC
Lys

1320
*

ACA
TGT
Thr
440

1350 1360

*
¢ DOMINIO 2 IG hVEGFR1 =~ aca
GAG CTC CTG TTT TGA GTG TGT
Leu Glu Asp Lys Thr His Thr

TGC
ACG
Cys

448 hFC DOMAIN

DOMINIO hFC

41

cca
GGT
Pro

1370
*

CCG TGC
GGC ACG
Pro Cys

cca
GGT
Pro

1380
*

GCA
CGT
Ala
460



CCT
GGA
Pro
461

GAA
CTT
Glu

1390
*

CTC CTG
GAG GAC
Leu Leu

GGG
cce
Gly
465

GGA
ccr
Gly

1400
*

CcCG
GGC
Pro

TCA
AGT
Ser

ES 2 688 623 T3

1410
*

GTC TTC CTC TTC

CAG AAG GAG AAG

Val Phe Leu Phe
hFC DOMAIN

ATG
TAC
Met
481

ATC
TAG
Ile

1450
*

TCC CGG
AGG GCC
Ser Arg

ACC
TGG
Thr
485

CCT
GGA
Pro

1460
*

GAG
CTC
Glu

GTC
CAG
val

1420
*

CCC cca
GGG GGT
Pro Pro

ARA
TTT
Lys
475

cce
GGG
Pro

1430
*

AAG GAC
TTC CTG
Lys Asp

ACC
TGG
Thr

1440
*

CTC
GAG
Leu
480

1470
DOMINIOBFC 5pg
TGT ACG CAC CAC

Thr Cys Val Val
hFC DOMAIN

GAG
CTC
Glu
501

GTC
CAG
val

1510
*

AAG TTC
TTC AAG
Lys Phe

AAC
TTG
Asn
505

TGG
ACC
Trp

1520
*

TAC
ATG
Tyr

GTG
CAC
val

1480
*

GTG GAC
CAC CTG
val Asp

GTG
CAC
Val
495

AGC
TCG
Ser

1490
*

CAC GAA
GTG CTT
His Glu

GAC
CTG
Asp

1500
*

CcCT
GGA
Pro
500

1530

2 DOMINIO hFC 5

CTG CCG CAC CTC

Asp Gly Val Glu
hFC DOMAIN

CGG
GCC
Arg
521

GAG
CTC
Glu

1570
*

GAG CAG
CTC GTC
Glu Gln

TAC
ATG
Tyr
525

AAC
TTG
Asn

1580
*

AGC
TCG
Ser

ACG
TGC
Thr

1540
*

GTG CAT
CAC GTA
Val His

AAT
TTA
Asn
515

GCC
CGG
Ala

1550
*

AAG ACA
TTC TGT
Lys Thr

ARG
TTC
Lys

1560
*
CCG
GGC

Pro
520

1590

7 DOMINIO hFC ¢

ATG GCA CAC CAG

Tyr Arg Val Val
hFC DOMAIN

GAC
cTG
Asp
541

TGG
ACC
Trp

1630
*

CTG AAT
GAC TTA
Leu Asn

GGC
CCG
Gly
545

AAG
TTC
Lys

1640
*

GAG
CTC
Glu

TAC
ATG
Tyr

1600
*

AGC GTC
TCG CAG
Ser Val

CTC
GAG
Leu
535

ACC
TGG
Thr

1610
*

GTC CTG
CAG GAC
val Leu

CAC
GTG
His

1620
*

CAG
GTC
Gln
540

1650

a1 DOMINIO hFC ¢

TTC ACG TTC CAG

Lys Cys Lys Val
hFC DOMAIN

ATC
TAG
Ile
561

GAG
cTC
Glu

1690
*

ARA ACC
TTT TGG
Lys Thr

ATC
TAG
Ile
565

TCC
AGG
Ser

1700
*

AAA
TTT
Lys

GCC
CGG
Ala

1660
*

TCC AAC
AGG TTG
Ser Asn

TTT
Lys
555

GCC
CGG
Ala

1670
*

CTC CCA
GAG GGT
Leu Pro

GCC
CGG
Ala

1680
*
cce
GGG

Pro
560

1710

z DOMINIO hFC ~¢

TTT CCC GTC GGG

Lys Gly Gln Pro
hFC DOMAIN

ccc
GGG
Pro
581

cca
GGT
Pro

1750
*

TCC CGG
AGG GCC
Ser Arg

GAG
CTC
Glu
585

GAG
CTC
Glu

1760
*

ATG
TAC
Met

ACC
TGG
Thr

1720
*

CGA GRA
GCT CTT
Arg Glu

CCA
GGT
Pro
575

CAG
GTC
Gln

1730
*

GTG TAC
CAC ATG
val Tyr

ACC
TGG
Thr

1740
*
CTG
GAC

Leu
580

1770

£z DOMINIO hFC ¢

TTC TTG GIC CAG

Lys Asn Gln Val
hFC DOMAIN

TTC
AAG
Phe
601

TAT
ATA
Tyr

1810
*

CCC AGC
GGG TCG
Pro Ser

GAC
CTG
Asp
605

ATC
TAG
Ile

1820
*

GCC
CGG
Ala

GTG
CAC
val

1780
*

AGC CTG
TCG GAC
Ser Leu

ACC
TGG
Thr
595

TGC
ACG
Cys

1790
*

CTG GTC
GAC CAG
Leu Val

TTT
Lys

1800
*

GGC
CCG
Gly
600

DOMINIO hFC
*

GAG TGG GAG AGC

CTC ACC CTC TCG

Glu Trp Glu Ser
hFC DOMAIN

TTC
Lys
621

ACC
TGG
Thr

1870
*

ACG CCT
TGC GGA
Thr Pro

ccc
GGG
Pro
625

GTG
CAC
Val

1880
*

CTG
GAC
Leu

GAC
CTG
ASp

1840
*

AAT GGG
TTA CCC
Asn Gly

CAG
GTC
Gln
615

CCG
GGC
Pro

1850
*

GAG AAC
CTC TTG
Glu Asn

AAC
TTG
Asn

1860
*
TAC
ATG
Tyr
620

1890

¥c DOMINIO hFC

AGG CTG CCG AGG

Ser Asp Gly Ser
hFC DOMAIN

GTG
CAC
val
641

GAC
CTG
Asp

1930
*

AAG AGC
TTC TCG
Lys Ser

AGG
TCC
Arg
645

TGG
ACC
Trp

1940
*

CAG
GTC
Gln

CAG
GTC
Gln

13800
*

TTC TTC
AAG AAG
Phe Phe

CTC
GAG
Leu
635

TAC
ATG
Tyr

1910
*

AGC AAG
TCG TTC
Ser Lys

CTC
GAG
Leu

1920
*

ACC
TGG
Thr
640

1950

¢ DOMINIO hFC ¢

CCC TTG CAG RAG

Gly Asn Val Phe
hFC DOMAIN

CTG
GAC
Leu
661

CAC
GTG
His

1990
*

AAC CAC
TTG GTG
Asn His

TAC
ATG
Tyr
665

ACG
TGC
Thr

2000
*

CAG
GTC
Gln

AAG
TTC
Lys

1960
*

TCA TGC
AGT ACG
Ser Cys

TCC
AGG
Ser
655

GTG
CAC
val

1970
*

ATG CAT
TAC GTA
Met His

GAG
CTC
Glu

1980
*

GCT
CGA
Ala
660

2010

aDOMINIO hFC ¢

TCG GAG AGG GAC

Ser Leu Ser Leu
hFC DOMAIN

2020
*

TCT CCG
AGA GGC
Ser Pro

GGT
cca
Gly
675

TTT
Lys

2030
*

TGA (SEQ ID

ACT

*** (SEQ ID

677

DOMINIO hFC

42

NO:15)

NO:16)



DAAP nim. 15

ATG
TAC
Met
1

GAC
CTG
Asp

10
*

TCT TTA
AGA AAT
Ser Leu

GCC
CGG
Ala

AGC
TCG
Ser

20
*
TTA

AAT
Leu

ES 2 688 623 T3

30 40
* *

GTT CTC TGT GGA GTC AGC TTG
CAA GAG ACA CCT CAG TCG AARC
Val Leu Cys Gly Val Ser Leu
hTIE2 SIGNAL SEQUENCE

GAA

GGT

70
*

GCC ATG

CTT CCA CGG TAC

Glu

Gly

21__22

TCT
AGA
Ser

41

CTC
GAG
Leu

Ala Met
23

GAC

CTG

Asp
25

TTG
AAC
Leu

CTC
GAG
Leu
15

CTT
GAA
Leu

50

TCT
AGA
Ser

GGA
CCT
Gly

ACT

Thr

60

GTG
CAC
Val
20

8o SECUENCIA SENAL hTIE2 100
* * w*

ATC
TAG
Ile

TTG ATC AAT TCC CTA CCT CTT

AAC TAG TTA AGG GAT GGA GAA

Leu Ile Asn Ser Leu Pro Leu
hTIE2 IG DOMAIN 1

130
*
ACC TGC

TGG ACG
Thr Cys

ATT
TAA
Ile

45

GCC
CGG
Ala

140
*
TCT

AGA
Ser

GTA

CAT

Val
35

TCT
AGA
Ser

110
*
GAT

CTA
Asp

GCT
CGa
Ala

GAA
CTT
Glu

120
*
ACA
TGT

Thr
40

DOMINIO 11G hTIE2 160

~
GGG TGG CGC CCC CAT GAG CCC
CCC ACC GCG GGG GTA CTC GGG
Gly Trp Arg Pro His Glu Pro
hTIE2 IG DOMAIN 1

TTT

Phe
61

GAA
CTT
Glu

190
*
GCC TTA

CGG AAT
Ala Leu

ATG
TAC
Met

65

AAC
TTG
Asn

200
*
CAG

GTC
Gln

ATC
TAG
Ile

55

ACC
TGG
Thr

170
*
ATA

TAT
Ile

GGA
CCT
Gly

AGG
TCC
Arg

180
*
GAC
CTG

Asp
60

DOMINIO 11G hTIE2 220
* *

CAC CAG GAT CCG CTG GAA GTT

GTG GTC CTA GGC GAC CTT CAA

His Gln Asp Pro Leu Glu Val
hTIE2 IG DOMAIN 1

GAA
CTT
Glu

81

TGG
ACC
Trp

250
*
GCT AAA

CGA TTT
Ala Lys

TTT
Lys
85

GTT

val

260
*
GTT

CAA
Val

ACT
TGA
Thr

75

CAA
GTT
Gln

230
*
GAT

CTA
Asp

GTG
CAC
Val

ACC
TGG
Thr

240
*
AGA
TCT

Arg
80

DOMINIO 11G hTIE2 280

TGG AAG AGA GAA BAAG GCT AGT

ACC TTC TCT CTT TTC CGA TCA

Trp Lys Arg Glu Lys Ala Ser
hTIE2 IG DOMAIN 1

TTC

Phe
101

TGT
ACA
Cys

310
*
GAA GGG

CTT cce
Glu Gly

CGA
GCT
Arg
105

GTT
CAA
val

320
*
CGA

GCT
Arg

AAG
TTC
Lys

95

ATC
TAG
Ile

290
*
AAT

TTA
Asn

GGT
CCA
Gly

GCT

Ala

DOMINIO 111G hTIE2 340

GGA GAG GCA ATC AGG ATA CGA

CCT CTC CGT TAG TCC TAT GCT

Gly Glu Ala Ile Arg Ile Arg
hTIE2 IG DOMAIN 1

CAA
GTT
Gln
121

ATA
TAT
Ile
141

GCT
CGA
Ala
122

370
*
TCC TTC

AGG AAG
Ser Phe

CTA
GAT
Leu
125

CCA
GGT
Pro

380
*
GCT

CGA
Ala

ACC
TGG
Thr
115

ATG
TAC
Met

350
*
ARG

TTC
Lys

ATG
TAC
Met

CGT
GCA
Arg

300
*
TAT
ATA
Tyr
100
360
*
CAA
GTT

Gln
120

DOMINIO 11G hTIE2 400
* *

ACT TTA ACT ATG ACT GTG GAC

TGA AAT TGA TAC TGA CAC CTG

Thr Leu Thr Met Thr Val Asp
hTIE2 IG DOMAIN 2

TCT
AGA
Ser

430
*
TTC AAA

AAG TTT
Phe Lys

ARG
TTC
Lys
145

GTA
CAT
Val

440
*
TTG

ARC
Leu

ARG
TTC
Lys
135

GGA
CCT
Gly

410
*
GAT

CTA
Asp

AAC
TTG
Asn

GTG
CAC
val

420
*
AAC
TTG

Asn
140

DOMINIOJ IG hTIE2 350

ATT AAA GAA GAA GAT GCA GTG

TAA TTT CTT CTT CTA CGT CAC

Ile Lys Glu Glu Asp Ala Val
hTIE2 IG DOMAIN 2

TTC
AAG
Phe
161l

ATC
TAG
Ile

490
*

CAT TCA
GTA AGT
His Ser

GTG
Cac
Val
165

Cccc
GGG
Pro

500
*
CGG

GCC
Arg

ATT
TARA
Ile
155

TAC
ATG
Tyr

470
*

TTT
Lys

AAT
TTA
Asn

GGT
CCA
Gly

480
*
TCC
AGG

Ser
160

DOMINIO'1 IG hTIE2 520

CAT GAA GTA CCT GAT ATT CTA

GTA CTT CAT GGA CTA TAA GAT

His Glu Val Pro Asp Ile Leu
hTIE2 IG DOMAIN 2

GCT
CGA
Ala
181

CAG
GTC
Gln

550
*
CCC CaG

GGG GTC
Pro Gln

GAT
CTa
Asp
185

GCT
CGA
Ala

560
*
GGA

CCT
Gly

GAA
CTT
Glu
175

GTA

Val

530

CAC
GTG
His

CTG
GAC
Leu

CccT
GGA
Pro

540

CAT
GTA
His
180

DOMINIO 2 IG hTIE2 580
* *

GTG TAC TCG GCC AGG TAT ATA

CAC ATG AGC CGG TCC ATA TAT

Val Tyr Ser Ala Arg Tyr Ile
hTIE2 IG DOMAIN 2

TCG
AGC
Ser
201

GCC
CGG
Ala

610
*
TTC ACC

AAG TGG
Phe Thr

AGG
TCC
Arg
205

CTG
GAC
Leu

620
*
ATA

TAT
Ile

670
*

GGA
CCT
Gly
195

GGA
cCcT
Gly

590
*
AAC

TTG
Asn

cTC
GAG
Leu

TTC
AAG
Phe

600
*
ACC
TGG
Thr
200

DOMINIO 2 IG hTIE2
630 640
*

GTC CGG AGA TGT GAA GCC CAG
CAG GCC TCT ACA CTT CGG GTC
Val Arg Arg Cys Glu Ala Gln

hTIE2 IG DOMAIN 2 213 214

68 DOMINIO 2 1G hTIE2 700

AAG
TTC
Lys

_215

TGG
aACC
Trp

43

650
"
GGA

CCT
Gly

710
*

CCT
GGA
Pro

GAA
CTT
Glu

660
*
TGC
ACG
Cys
220

720
*



AAC
TTG
Asn
221

CAT
GTA
His

CTC TGT
GAG ACA
Leu Cys

ES 2 688 623 T3

ACT GCT TGT ATG AAC AAT GGT GTC TGC CAT
TGA CGA ACA TAC TTG TTA CCA CAG ACG GTA
Thr Ala Cys Met Asn Asn Gly Val Cys His
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1

225

ATT
TAA
Ile
241

GGC
CCG
Gly
261

TGC
ACG
Cys

AGA
TCT
Arg

730
T x

CCT CCT
GGA GGA
Pro Pro

790
*
ACT TGT

TGA ACA
Thr Cys

245 hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1 253

AAA
TTT
Lys
265

GAA
CTT
Glu
235

GAT
CTA
Asp

ACT GGA
TGA CCT
Thr Gly

GAA
CTT
Glu

TGC
ACG
Cys
240

74 DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 760

GGG TTT ATG GGA AGG ACG TGT GAG ARG GCT
CCC AAA TAC CCT TCC TGC ACA CTC TTC CGA
Gly Phe Met Gly Arg Thr Cys Glu Lys Ala

DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 820
* * *

GAA
CTT
Glu

AGG
TCC
Arg

TGC AGT GGA CAA GAG GGA TGC
ACG TCA CCT GTT CTC CCT ACG
Cys Ser Gly Gln Glu Gly Cys

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

CTC
GAG
Leu
281

CCT
GGA
Pro

850
*
GAC CCC

CTG GGG
Asp Pro

TAT
ATA
Tyr
285

GGG
ccc
Gly

TGT
ACA
Cys

254_255

AAG
TTC
Lys
275

GARA
CTT
Glu

TCT
AGA
Ser

770
*
CTG CAC

GAC GTG
Leu His

830
*
TAT GTG

ATA CAC
Tyr Val

ACG
TGC
Thr

TTC
ARG
Phe

780
*
TTT

Phe
260

840
*
TGT
ACA

Cys
280

86¢ DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 880
* * *

TGT
ACA
Cys

TCC TGT GCC ACA GGC TGG AAG
AGG ACA CGG TGT CCG ACC TTC
Ser Cys Ala Thr Gly Trp Lys

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

GCA
CGT
Ala
301

TGC
ACG
Cys

910
*
CAC CCT

GTG GGA
His Pro

GGT
CCa
Gly
305

TTT
ARAA
Phe

GGT
cca
Gly
295

CTG
GAC
Leu

890
*
CAG TGC

GTC ACG
Gln Cys

AAT
TTA
Asn

900
*
GAA
CTT

Glu
300

92(DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 940
* * *

TAC
ATG
Tyr

GGG CCA GAT TGT AAG CTT AGG
CCC GGT CTA ACA TTC GAA TCC
Gly Pro Asp Cys Lys lLeu Arg

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CTC
Glu
321

ATG
TAC
Met

970
*
TGT GAT

ACA CTA
Cys Asp

CGC
GCG
Arg
325

TTC
AAG
Phe

TGC
ACG
Cys
315

AGC
TCG
Ser

950
*
TGC AAC

ACG TTG
Cys Asn

AAT
TTA
Asn

860
*
GGG
cce
Gly
320

26 DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 1000

CAA
GTT
Gln

GGA TGT CTC TGC TCT CCA GGA
CCT ACA GAG ACG AGA GGT CCT
Gly Cys Leu Cys Ser Pro Gly

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CTC
Glu
341

AGA
TCT
Arg

1030
*

GAA GGC
CTT CCG
Glu Gly

ATA
TAT
Ile
345

cCcG
GGC
Pro

TGG
ACC
Trp
335

CAG
GTC
Gln

1010
*

GGG CTC
CCC GAG
Gly Leu

CAG
GTC
Gln

1020
*

TGT
ACA
Cys
340

104CDOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 1060

AGG
TCC
Arg

ATG GAG ATG TAC AGT GAA ATC
TAC CTC TAC ATG TCA CTT TAG

ccc
GGG

GAA
CTT

Met Glu Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu

348 349

ACT
TGA
Thr
361

GAA
CTT
Glu

1090
*

GGA AGG
CCT TCC
Gly Arg

GAG
CTC
Glu
365

CTC
GAG
Leu

1100
*

GTC
CAG
val

hVEGFR1 IG DOMAIN 2

1110 DOMINIO 2 IG hVEGFR1

ATT CCC TGC CGG GTT ACG TCA

TAA GGG ACG GCC CAA TGC AGT

Ile Pro Cys Arg Val Thr Ser
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

TTA

Leu
381

AAA
TTT
Lys

1150
*

AAG TTT
TTC AAA
Lys Phe

CCA
GGT
Pro
385

CTT
GAA
Leu

1160
*

GAC
CTG
Asp

CCT
GGA
Pro
375

AAC
TTG
Asn

1070
*

ATT ATA
TAA TAT
Ile Ile

2130
*

ATC ACT
TAG TGA
Ile Thr

CAC
GTG
His

GTT
CAA
val

1080
*

ATG
TAC
Met
360

1140
*

ACT
TGA
Thr
380

DOMINIO 2 IG hVEGFR1 1180
* *

ACT TTG ATC CCT GAT GGA BRAA

TGA AAC TAG GGA CTA CCT TTT

Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

AGA
TCT
Arg
401

RAG
TTC
Lys

1210
*

GGC TTC
CCG AAG
Gly Phe

ATC
TAG
Ile
405

ATA
TAT
Ile

1220
*

TCA
AGT
Ser

CGC
GCG
Arg
395

ATA
TAT
Ile

1190
*

ATC TGG
TAG ACC
Ile Trp

GAC
CTG
Asp

1200
*
AGT
TCA

Ser
400

DOMINIO 2 IG hVEGFR1
1230 1240
* *

AAT GCA ACG TAC AAA GAA ATA

TTA CGT TGC ATG TTT CTT TAT

Asn Ala Thr Tyr Lys Glu Ile
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

GCA
CGT
Ala
421

ACA
TGT
Thr

1270
*

GTC AAT
CAG TTA
val Asn

GGG
ccc
Gly
425

CAT
GTA
His

1280
*

TTG
AAC
Leu

GGG
ccc
Gly
415

CTT
GAA
Leu

1250
*

CTG ACC
GAC TGG
Leu Thr

TGT
ACA
Cys

1260
*

GAA
CTT
Glu
420

DOMINIO 2 IG hVEGFR1 1300
* *

TAT AAG ACAR AAC TAT CTC ACA

ATA TTC TGT TTG ATA GAG TGT

Tyr Lys Thr Asn Tyr Leu Thr
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

TTT
Lys
441

ACT
TGA
Thr

1330
*

CAC ACA
GTG TGT
His Thr

TGC
ACG
Cys
445

cca
GGT
Pro

1340
*

CCG
GGC
Pro

CAT
GTA
His
435

CGA
GCT
Arg

1310
*

CAA CTC
GTT GAG
Gln Leu
437 438

GAG
CTC
Glu

1320
*
GAC
CTG

Asp
440

DOMINIO 21G hVEGFR1 1360

TGC CCA GCA CCT GAA CTC CTG

ACG GGT CGT GGA CTT GAG GAC

Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
hFC DOMAIN

GGG
cce
Gly
455

GGA
CcCT
Gly

1370
*

CCG TCa
GGC AGT
Pro Ser

GTC
CAG
val

1380
*

TTC
AAG
Phe
460

DOMINIO hFC
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CTC
GAG
Leu
461

TTC
AAG
Phe

1390
*

CCC cca
GGG GGT
Pro Pro

AAR
TTT
Lys
465

cce
GGG
Pro

1400
*

ARG
TTC
Lys

GAC
CTG
Asp

ES 2 688 623 T3

1410
"

ACC CTC ATG ATC

TGG GAG TAC TAG

Thr Leu Met Ile
hFC DOMAIN

GTG
CcacC
val
481

GTG
cac
val

1450
*

GTG GAC
CacC CTG
Val Asp

GTG
CAC
Val
485

AGC
TCG
Ser

1460
*

CAC
GTG
His

GAA
CTT
Glu

1420
*

TCC CGG
AGG GCC
Ser Arg

ACC
TGG
Thr
475

cCcT
GGA
Pro

1430
*

GAG GTC
CTC CAG
Glu val

ACA
TGT
Thr

1440
*

TGC
ACG
Cys
480

1470

< DOMINIO hFC +¢

CTG GGA CTC CAG

Asp Pro Glu Val
hFC DOMAIN

GTG
CAC
Val
501

GAG
CTC
Glu

1510
*

GTG CAT
CAC GTA
Val His

AAT

Asn
505

GCC

Ala

1520
*

ARG
TTC
Lys

ACA
TGT
Thr

1480
*

AAG TTC
TTC AAG
Lys Phe

ARC
TTG
Asn
495

TGG
ACC
Trp

1490
*

TAC GTG
ATG CAC
Tyr Val

GAC
CTG
Asp

1500

GGC
[o{efe
Gly
500

1530

a1 DOMINIO hFC 6

TTC GGC GCC CTC

Lys Pro Arg Glu
hFC DOMAIN

GTG
CAC
Val
521

GTC
CaG
Val

1570
*

AGC GTC
TCG CAG
Ser Val

CTC
GAG
Leu
525

ACC
TGG
Thr

1580
*

GTC
CAG
val

CTG
GAC
Leu

1540
*

GAG CAG
CTC GTC
Glu Gln

TAC
ATG
Tyr
515

AAC
TTG
Asn

1550
*

AGC ACG
TCG TGC
Ser Thr

TAC
ATG
Tyr

1560
*

CGT
GCA
Arg
520

1590
< DOMINIO hFC 3¢
GTG GTC CTG ACC

His Gln Asp Trp
hFC DOMAIN

TTC
Lys
541

GTC
CAG
Val

1630
*

TCC AAC
AGG TTG
Ser Asn

AAA
TTT
Lys
545

GCC
CGG
Ala

1640
*

CTC
GAG
Leu

cca
GGT
Pro

1600
*

CTG AAT
GAC TTA
Leu Asn

GGC
CcCG
Gly
535

AAG
TTC
Lys

1610
*

GAG TAC
CTC ATG
Glu Tyr

AAG
TTC
Lys

1620
*

TGC
ACG
Cys
540

1650

(DOMINIO hFC ac

CGG GGG TAG CTC

Ala Pro Ile Glu
hFC DOMAIN

CAG
GTC
Gln
561

ccc
GGG
Pro

1690
*

CGA GAA
GCT CTT
Arg Glu

cca
GGT
Pro
565

CAG

Gln

1700
*

GTG
CAC
val

TAC
ATG
Tyr

1660
*

AAA ACC
TTT TGG
Lys Thr

ATC
TAG
Ile
555

TCC
AGG
Ser

1670
*

ARA GCC
TTT CGG
Lys Ala

TTT
Lys

1680
*

GGG
ccc
Gly
560

1710
acDOMINIQhFC _,
TGG GAC GGG GGT

Thr Leu Pro Pro
hFC DOMAIN

GTC
CAG
val

1750
*

AGC CTG
TCG GAC
Ser Leu

ACC
TGG
Thr
585

TGC
ACG
Cys

1760
*

CTG
GAC
Leu

GTC

vVal

1720
*

TCC CGG
AGG GCC
Ser Arg

GAG
CcTC
Glu
575

GAG
CTC
Glu

1730
*

ATG ACC
TAC TGG
Met Thr

ARG
TTC
Lys

1740
*
AAC
TTG

Asn
580

1770

2: DOMINIO hFC

TTT CCG AAG ATA

Lys Gly Phe Tyr
hFC DOMAIN

GAG
CTC
Glu
601

AGC
TCG
Ser

1810
*

AAT GGG
TTA CCC
Asn Gly

CAG
GTC
Gln
605

CCG
GGC
Pro

1820
*

GAG
CTC
Glu

AAC
TTG
Asn

1780
*

CCC AGC
GGG TCG
Pro Ser

GAC
CTG
Asp
595

ATC
TAG
Ile

1790
*

GCC GTG
CGG CAC
Ala Val

GAG
CTC
Glu

1800
*

TGG
ACC
Trp
600

DOMINIO hFC

AAC TAC AAG ACC

TTG ATG TTC TGG

Asn Tyr Lys Thr
hFC DOMAIN

GGC
CCG
Gly
621

TCC
AGG
Ser

1870
*

TTC TTC
AAG ARG
Phe Phe

CTC
GAG
Leu
625

TAC
ATG
Tyr

1880
*

AGC
TCG
Ser

ARG
TTC
Lys

1840
*

ACG CCT
TGC GGA
Thr Pro

ccce
GGG
Pro
615

GTG
CAC
Val

1850
*

CTG GAC
GAC CTG
Leu Asp

TCC
AGG
Ser

1860
*

GAC
CTG
Asp
620

1890

¢ DOMINIO hFC ac

GAG TGG CAC CTG

Leu Thr Val Asp
hFC DOMAIN

GTC
CAG
val
641

TCC
AGG
Ser
661

TTC
AAG
Phe

1930
*

TCA TGC
AGT ACG
Ser Cys

TCC
AGG
Ser
645

GTG
CAC
Val

1940
*

ATG
TAC
Met

CAT
GTA
His

1900
*

AAG AGC
TTC TCG
Lys Ser

AGG
TCC
Axg
635

TGG
ACC
Trp

1910
*

CAG CAG
GTC GTC
Gln Gln

GGG
cce
Gly

1920
*
AAC
TTG

Asn
640

1950

¢ DOMINIO hFC y¢

CTC CGA GAC GTG

Glu Ala Leu His
hFC DOMAIN

CTG
GAC
Leu

1990
*

TCT CCG
AGA GGC
Ser Pro

GGT
cca
Gly
665

TTT
Lys

2000
*

TGA
ACT

*kx

1960
*

AAC CAC
TTG GTG
Asn His

TAC
ATG
Tyr
655

ACG
TGC
Thr

1970
*

CAG AAG
GTC TTC
Gln Lys

AGC
TCG
Ser

1980
*

CTC
GAG
Leu
660

(seo : DOMINIO hFC

(SEQ ID NO:18)

45



ES 2 688 623 T3

DAAP#16
DAAP num. 16

20 30 40 50 60
* * * * *

*
ATG GAC TCT TTA GCC AGC TTA GTT CTC TGT GGA GTC AGC TTG CTC CTT TCT GGA ACT GTG
TAC CTG AGA AAT CGG TCG AAT CAA GAG ACA CCT CAG TCG AAC GAG GAA AGA CCT TGA CAC
Met Asp Ser Leu Ala Ser Leu Val Leu Cys Gly Val Ser Leu Leu Leu Ser Gly Thr Val
1 5 hTIE2 SIGNAL SEQUENCE 15 20

70 80 90 100 110 120
* * * * *

Gaa 66T GeC ATG GAC T1G Arc SECUENCIA SENALhTIE2 »¢ crr gra TcT GaT GeT Gaa aca
CTT CCA CGG TAC CTG AAC TAG AAC TAG TTA AGG GAT GGA GAA CAT AGA CTA CGA CTT TGT
Glu Gly Ala Met Asp Leu Ile Leu Ile Asn Ser Leu Pro Leu Val Ser Asp Ala Glu Thr
21 22 23 25 hTIE2 IG DOMAIN 1 35 40

130 140 150 160 170 180
* * * * *

1cT crC AcC T6e ATT Gec Tt e DOMINIO TIGhTIEZ gag cec arc acc aTa Gea aGG GAC
AGA GAG TGG ACG TAA CGG AGA CCC ACC GCG GGG GTA CTC GGG TAG TGG TAT CCT TCC CTG
Ser Leu Thr Cys Ile Ala Ser Gly Trp Arg Pro His Glu Pro Ile Thr Ile Gly Arg Asp
41 45 hTIE2 IG DOMAIN 1 55 60

190 200 210 220 230 240
* * * * *

TTT GAA GCC TTA ATG AAC caG cac DOMINIO 1IGhTIE2 55p grr act can GaT GTG Acc AGa
ARA CTT CGG AAT TAC TTG GTC GTG GTC CTA GGC GAC CTT CAA TGA GTT CTA CAC TGG TCT
Phe Glu Ala Leu Met Asn Gln His Gln Asp Pro Leu Glu Val Thr Gln Asp Val Thr Arg
61 65 hTIE2 IG DOMAIN 1 75 80

250 260 270 280 290 300
* * * " *

GAA TGG GCT AAA AAA GTT GTT TGt DOMINIO 1IGhTIE2 Gecr AGT AAG ATC AAT GGT GCT TAT
CTT ACC CGA TTT TTT CAA CAA ACC TTC TCT CTT TTC CGA TCA TTC TAG TTA CCA CGA ATA
Glu Trp Ala Lys Lys Val Val Trp Lys Arg Glu Lys Ala Ser Lys Ile Asn Gly Ala Tyr
81 85 hTIE2 IG DOMAIN 1 95 100

310 320 330 340 350 360
* * * * *

TTC TGT GAA GGG CGA GTT cGA GGi DOMINIO 1IGhTIE2 aTa cea acc ATG AAG ATG CGT CAA
ARG ACA CTT CCC GCT CAA GCT CCT CTC CGT TAG TCC TAT GCT TGG TAC TTC TAC GCA GTT
Phe Cys Glu Gly Arg Val Arg Gly Glu Ala Ile Arg Ile Arg Thr Met Lys Met Arg Gln
101 105 hTIE2 IG DOMAIN 1 115 120

370 380 390 400 410 420
* * * * *

CAA GCT TCC TTC CTA CCA GCT ACT DOMINIO 1 IG,th,EZ 5TG GAC AAG GGA GAT AAC GTG AAC
GTT CGA AGG ARG GAT GGT CGA TGA AAT TGA TAC TGA CAC CTG TTC CCT CTA TTG CAC TTG
Gln Ala Ser Phe Leu Pro Ala Thr Leu Thr Met Thr Val Asp Lys Gly Asp Asn Val Asn
121 122 125 hTIE2 IG DOMAIN 2 135 140

430 440 450 460 470 480
* * * * *

ata TCcT TTC ARA AAG GTA TTG ATT DOMINIO 2IGhTIE2 50 6Te aTT Tac aaa aaT ceT TCC
TAT AGA AAG TTT TTC CAT AAC TAA TTT CTT CTT CTA CGT CAC TAA ATG TTT TTA CCA AGG
Ile Ser Phe Lys Lys Val Leu Ile Lys Glu Glu Asp Ala Val Ile Tyr Lys Asn Gly Ser
141 145 hTIE2 IG DOMAIN 2 155 160

490 500 510 520 530 540
* * * * *

TTC ATC CAT TCA GTG CCC CGG CAT DOMINIO 2 IG hTIE2 ATT CTA GAA GTA CAC CTG CCT CAT
BRAG TAG GTA AGT CAC GGG GCC GTA CTT CAT GGA CTA TAA GAT CTT CAT GTG GAC GGA GTA
Phe Ile His Ser Val Pro Arg His Glu Val Pro Asp Ile Leu Glu Val His Leu Pro His
161 165 hTIE2 IG DOMAIN 2 175 180

550 560 570 580 590 600
* * * * *

GeT caG ccc cAG GAT GeT GGA 6T DOMINIO 2IGhTIE2 rar aTa ea GGa aac cTC TTC ACC
CGA GTC GGG GTC CTA CGA CCT CAC ATG AGC CGG TCC ATA TAT CCT CCT TTG GAG AAG TGG
Ala Gln Pro Gln Asp Ala Gly Val Tyr Ser Ala Arg Tyr Ile Gly Gly Asn Leu Phe Thr
181 185 hTIE2 IG DOMAIN 2 195 200

610 620 DOMINIO 2 IG hTIE2 640 650 660

TCG GCC TTC ACC AGG CTG ATA GTC CGG AGA TGT GAA GCC CAG AAG TGG GGA CCT GAA TGC
AGC CGG AAG TGG TCC GAC TAT CAG GCC TCT ACA CTT CGG GTC TTC ACC CCT GGA CTT ACG
Ser Ala Phe Thr Arg Leu Ile Val Arg Arg Cys Glu Ala Gln Lys Trp Gly Pro Glu Cys
201 205 hTIE2 IG DOMAIN 2 213 214_215 220

670 680 690 700 710 720
* * * "
DOMINIO 2 IG hTIE2
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TTG
Asn
221

CAT
GTA
His

CTC TGT
GAG ACA
Leu Cys

ACT
TGA
Thr
225

GCT
CGA
Ala

ES 2 688 623 T3

TGT ATG AAC BAT GGT GTC TGC CAT

ACA TAC TTG TTA CCA CAG ACG GTA

Cys Met Asn Asn Gly Val Cys His
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1

ATT
TAA
Ile
241

GGC
[olele)
Gly
261

TGC
ACG
Cys

AGA
TCT
Arg

730
*
CCT CCT

GGA GGA
Pro Pro

790
*
ACT TGT

TGA ACA
Thr Cys

GGG
ccc
Gly

245 hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1 253 254

AAA
TTT
Lys
265

TTT
AAA
Phe

GARA
CTT
Glu
235

GAT
CTA
Asp

ACT
TGA
Thr

GGA
ccT
Gly

GAA
CTT
Glu

TGC
ACG
Cys
240

740 750 760

arG DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 ; ger

TAC CCT TCC TGC ACA CTC TTC CGA
Met Gly Arg Thr Cys Glu Lys Ala

800 810 820

61 DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2 6 gea rac

CTT
Glu

TCC ACG TCA CCT GTT CTC CCT ACG
Arg Cys Ser Gly Gln Glu Gly Cys
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

CTC
GAG
Leu
281

CCT
GGA
Pro

850
*
GAC CcCC

CTG GGG
Asp Pro

TAT
ATA
Tyr
285

GGG

Gly

TGT
ACA
Cys

255

AAG
TTC
Lys
275

GAA
CTT
Glu

TCT
AGA
Ser

770
*
CTG

GAC
Leu

830
*
TAT

ATA
Tyr

CAC
GTG
His

GTG

val

ACG
TGC
Thr

TTC

Phe

780

TTT

Phe
260

840
*
TGT
ACA

Cys
280

860 870 880
* *
71 DOMINIO 2 TIPO EGF hTIEZ 5 ap¢
ACA AGG ACA CGG TGT CCG ACC TTC

Cys Ser Cys Ala Thr Gly Trp Lys
hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2

GCA
CGT
Ala
301

TGC
ACG
Cys

910
*
CAC CCT

GTG GGA
His Pro

GGT
cca
Gly
305

TTT

Phe

GGT
cCca
Gly
295

CTG
GAC
Leu

890
*
CAG

GTC
Gln

TGC
ACG
Cys

AAT
TTA
Asn

900
*
GAA
CTT

Glu
300

920 930 940

* *
rac DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 ; agg
ATG CCC GGT CTA ACA TTC GAA TCC
Tyr Gly Pro Asp Cys Lys Leu Arg

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CTC
Glu
321

ATG
TAC
Met

970
*
TGT GAT

ACA CTA
Cys Asp

CGC
GCG
Arg
325

TTC

Phe

TGC
ACG
Cys
315

AGC
TCG
Ser

950
*
TGC

ACG
Cys

AAC
TTG
Asn

AAT
TTA
Asn

960
*
GGG
ccc

Gly
320

980 990 1000

* *
caa DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 4 gga
GTT CCT ACA GAG ACG AGA GGT CCT
Gln Gly Cys Leu Cys Ser Pro Gly

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 3

GAG
CTC
Glu
341

AGA
TCT
Arg

1030
*

GAA GGC
CTT CCG
Glu Gly

ATA
TAT
Ile
345

CCG
GGC
Pro

TGG
ACC
Trp
335

CAG
GTC
Gln

1010
*

GGG
cce
Gly

CTC
GAG
Leu

CAG
GTC
Gln

1020
*
TGT
ACA
Cys
340

1040 1050 1060

* *
acc DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 4 eac
TCC TAC CCA TCT GGA AAG CAT CTC

ATG
TAC

TAC
ATG

Arg Met Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr

348 349

GAA
CTT
Glu
361

ATT
TAA
Ile

1090
*

ATA CAC
TAT GTG
Ile His

ATG

Met
365

ACT
TGA
Thr

1100 1110 1120
*

hVEGFR1 IG DOMAIN 2

*
GAA GGA AGG Gac crtc DOMINIO 2 IG hVEGFR1
CTT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC

Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

TTG
Asn
381

ATC
TAG
Ile

1150
*

ACT GTT
TGA CAA
Thr val

ACT
TGA
Thr
385

TTA
AAT
Leu

Cys
375

Arg

1070
*

AGT
TCA
Ser

1130
*

GTT
CAA
Val

GAA
CTT
Glu

ACG
TGC
Thr

ATC
TAG
Ile

TCA
AGT
Ser

1080
*

cce
GGG
Pro
360

1140
*

CCT
GGA
Pro
380

1160 1170 1180
* *
ann anDOMINIO 211G hVEGFRT , gyg
TTT TTC AAA GGT GAA CTG TGA AAC

Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

ATA
TAT
Ile
401

ATC
TAG
Ile

1210
*

TGG GAC
ACC CTG
Trp Asp

AGT
TCA
Ser
405

AGA
TCT
Arg

ATC
TAG
Ile
395

CCT
GGA
Pro

1190
*

GAT
CTA
Asp

GGA
cCcT
Gly

AAA
TTT
Lys

1200
*

CGC
GCG
Arg
400

1220 DOMINIO 21G hVEGFRH
* *

1240
*
AAG GGC TTC ATC ATA TCA AAT GCA
TTC CCG AAG TAG TAT AGT TTA CGT
Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CTT
GAA
Leu
421

CTG
GAC
Leu

1270
*

ACC TGT
TGG ACA
Thr Cys

GAR
CTT
Glu
425

Geca
CGT
Ala

ACG
TGC
Thr
415

TAC
ATG
Tyr

1250
*

AAA
TTT
Lys

GAA
CTT
Glu

ATA
TAT
Ile

1260
*

GGG
cce
Gly
420

1280 1290 1300
- A

*
aca 61 DOMINIO 2 IG hVEGFR1 1 aac
TGT CAG TTA CCC GTA AAC ATA TTC
Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys

hVEGFR1 IG DOMAIN 2

CGA
GCT
Arg
441

CAA
GTT
Gln

1330
*

ACC AAT
TGG TTA
Thr Asn

ACA
TGT
Thr
445

ATC
TAG
Ile

ACA
TGT
Thr
435

AAC
TTG
Asn

1310
*

TAT
ATA
Tyr

CTC
GAG
Leu

ACA
TGT
Thr

1320
*

CAT
GTA
His
440

1340 1350 1360
*

*
ata ¢ DOMINIO 2IGhVEGFR1 .a cca
TAT CTA CAG GTT TAT TCG TGT GGT
Ile Asp Val Gln Ile Ser Thr Pro
448 449_450 hVEGFR1

1370
*

CGC CCA GTC ARA
GCG GGT CAG TTT
Arg Pro Val Lys
IG DOMAIN 3

DOMINIO 3 IG hVEGFR1

47

TTA
AAT
Leu

1380
*

CTT
GAA
Leu
460



AGA
TCT
Arg
461

GGC
CcCG
Gly

1390
*

CAT ACT
GTA TGA
His Thr

CTT
GAA
Leu
465

GTC
CAG
val

1400
*

CTC
GAG
Leu

ATG
TAC
Met
481

ACC
TGG
Thr

1450
*

TGG AGT
ACC TCA
Trp Ser

TAC
ATG
Tyr
485

CCT
GGA
Pro

1460
*

GAT
CTA
Asp

CAA
GTT
Gln
501

AGC
TCG
Ser

1510
*

AAT TCC
TTA AGG
Asn Ser

CAT
GTA
His
505

GCC
CGG
Ala

1520
*

AAC
TTG
Asn

TTT
Lys
521

GAC
CTG
Asp

1570
*

ARA GGA
TTT CCT
Lys Gly

CTT
GAA
Leu
525

TAT
ATA
Tyr

1580
*

ACT
TGA
Thr

ACC
TGG
Thr
541

TCA
AGT
Ser

1630
*

GTG CAT
CAC GTA
Val His

ATA
TAT
Ile
545

TAT
ATA
Tyr

1640
*

GAT
CTA
Asp

ES 2 688 623 T3

1410
*

AAT TGT ACT GCT ACC ACT CCC

TTA ACA TGA CGA TGG TGA GGG

Asn Cys Thr Ala Thr Thr Pro
hVEGFR1 IG DOMAIN 3

1470

*
. DOMINIO 3 IG hVEGFR1 T rcc
CTT TTT TTA TTC TCT CGA AGG
Glu Lys Asn Lys Arg Ala Ser
hVEGFR1 IG DOMAIN 3

1530

*
a DOMINIO 3 IG hVEGFRT ¢ acr
TAT AAG ATG TCA CAA GAA TGA
Ile Phe Tyr Ser Val Leu Thr
hVEGFR1 IG DOMAIN 3

1590

*
- DOMINIO 3 IG hVEGFR1 a cca
ACA GCA CAT TCC TCA CCT GGT
Cys Arg Val Arg Ser Gly Pro
hVEGFR1 IG DOMAIN 3

1650

» DOMINIO 3IG hVEGFR1 » acr

TTT CGT GAG CTC CTG TTT TGA GTG TGT
Lys Ala Leu Glu Asp Lys Thr His Thr

549 550

1420
*

TTG
AAC
Leu
475

AAC
TTG
Asn

1430
*

ACG AGA
TGC TCT
Thr Arg

GTT
CAA
val

1440
*

CAA
GTT
Gln
480

1480

GTA
CAT
Val
495

AGG
TCC
Arg

1490
*

CGA CGA
GCT GCT
Arg Arg

ATT
TAA
Ile

1500
*

GAC
CTG
Asp
500

1540

ATT
TAR
Ile
515

GAC
CTG
Asp

1550
*

ARA ATG
TTT TAC
Lys Met

CAG
GTC
Gln

1560
*

AAC
TG
Asn
520

1600

TCA
AGT
Ser
535

TTC
ARG
Phe

1610
*

AAA TCT
TTT AGA
Lys Ser

GTT
CAA
val

1620
*

AAC
TG
Asn
540

1660

CAC ACA

hFC DOMAIN

cca
GGT
Pro
561

GCA
CGT
Ala

1690
*

CCT GAA
GGA CTT
Pro Glu

CTC
GAG
Leu
565

CTG
GAC
Leu

1700
*
GGG GGA
cCcT

Gly Gly

1710
*

CCG TCA GTC TTC

GGC AGT CAG AAG

Pro Ser Val Phe
hFC DOMAIN

ACC
TGG
Thr
581

CTC
GAG
Leu

1750
*

ATG ATC
TAC TAG
Met Ile

TCC
AGG
Ser
585

CGG
GCC
Arg

1760

ACC
TGG
Thr

CcCT
GGA
Pro

DOMINIO hFC
CTC TTC CCC CCa
GAG AAG GGG GGT
Leu Phe Pro Pro

575

1670
*

TGC CCA
ACG GGT
Cys Pro

1730
*

AAA CCC
TTT GGG
Lys Pro

CCG
GGC
Pro

ARG
TTC
Lys

1680
*

TGC
ACG
Cys
560

1740
*
GAC
CTG

Asp
580

1770
zDOMINIO hFC ¢
CTC CAG TGT ACG

Glu Val Thr Cys
hFC DOMAIN

GAC
CTG
Asp
601

CCT
GGA
Pro

1810
*

GAG GTC
CTC CAG
Glu val

ARG
TTC
Lys
605

TTC

Phe

1820
*

AAC
TTG
Asn

TGG
ACC
Trp

1780
*

GTG GTG
CAC CAC
Val Val

GTG
CAC
Val
585

GAC
CTG
Asp

1790
*

GTG AGC
CAC TCG
Val Ser

CAC
GTG
His

1800
*

GAA
CTT
Glu
600

DOMINIO hFC
TAC GTG GAC GGC
ATG CAC CTG CCG
Tyr Val Asp Gly

hFC DOMAIN

TTC
Lys
621

CcCG
GGC
Pro

1870
*

CGG GAG
GCC CTC
Arg Glu

GAG
CTC
Glu
625

CAG
GTC
Gln

1880
*

TAC
ATG
Tyr

AAC
TTG
Asn

1840
*

GTG GAG
CAC CTC
Val Glu

GTG
CAC
vVal
615

CAT
GTA
His

1850
*

AAT GCC
TTA CGG
Asn Ala

AAG
TTC
Lys

1860
*

ACA
TGT
Thr
620

1890

TCG TGC ATG GCA
Ser Thr Tyr Arg
hFC DOMAIN

CAC
GTG
His
641

CAG
GTC
Gln

1930
*

GAC TGG
CTG ACC

Asp Trp

CTG
GAC
Leu
645

AAT
TTA
Asn

1940
*

GGC AAG
CCG TTC
Gly Lys

1900
*

GTG GTC
CAC CAG
val Vval

AGC
TCG
Ser
635

GTC
CAG
val

1910
*

CTC ACC
GAG TGG
Leu Thr

GTC
CAG
val

1920
*

CTG
GAC
Leu
640

1950

 DOMINIO hFC ¢

CTC ATG TTC ACG

Glu Tyr Lys Cys
hFC DOMAIN

GCC
CGG
Ala
661

cce
GGG
Pro

1990
*

ATC GAG
TAG CTC
Ile Glu

AAR
TTT
Lys
665

ACC
TGG
Thr

2000~
*

ATC TCC
TAG AGG
Ile Ser

1960
*

ARG GTC
TTC CAG
Lys Val

TCC
AGG
Ser
655

AAC
TTG
Asn

1970
*

AAA GCC
TTT CGG
Lys Ala

CTC
GAG
Leu

1980
*
cca
GGT

Pro
660

2010

a2 DOMINIO hFC @

TTT CGG TTT CCC

Lys Ala Lys Gly
hFC DOMAIN

ACC

CTG

2050
"
CCC cca

TCC

CGG

2060
*
GAG GAG

2020
"

CAG CCC
GTC GGG
Gln Pro

CGA
GCT
Arg
675

GAA
CTT
Glu

2030

*
CCA CAG
GGT GTC
Pro Gln

GTG
CAC
Val

2040
*

TAC
ATG
Tyr
680

2070
a1 DOMINIQhFC_ ¢

2080
"
CAG GTC

AGC CTG

48

2090
*

ACC TGC

CTG

2100
*
GTC



TGG
Thr
681

GAC
Leu

GGG GGT
Pro Pro

AGG
Ser
685

GCC
Arg

CTC
Glu

CTC
Glu

ES 2 688 623 T3

TAC TGG TTC TTG
Met Thr Lys Asn
hFC DOMAIN

TTT
Lys
701

GGC
ccG
Gly

2110
*

TTC TAT
ARG ATA
Phe Tyr

cce
GGG
Pro
705

AGC
TCG
Ser

2120
*

GAC
CTG
Asp

ATC
TAG
Ile

GTC CAG
Gln Val

TCG
Ser
695

GAC
Leu

TGG ACG
Thr Cys

GAC
Leu

CAG
val
700

2130

G DOMINIO hFC 3¢

CGG CAC CTC ACC

Ala val Glu Trp
hFC DOMAIN

2140
*

GAG AGC
CTC TCG
Glu Ser

AAT
TTA
Asn
715

GGG
Cccc
Gly

2150
*

CAG CCG
GTC GGC
Gln Pro

GAG
CTC
Glu

2160
*
AAC
TTG

Asn
720

AAC
TTG
Asn
721

TAC
ATG
Tyr

2170
*

ARG ACC
TTC TGG
Lys Thr

ACG
TGC
Thr
725

CCT
GGA
Pro

2180
*

ccc
GGG
Pro

GTG
CacC
val

2190

1 DOMINIO hFC ¢

GAC CTG AGG CTG
Leu Asp Ser Asp
hFC DOMAIN

CTC
GAG
Leu
741

ACC
TGG
Thr

2230
*

GTG GAC
CAC CTG
Val Asp

AAG
TTC
Lys
745

AGC
TCG
Ser

2240
*

AGG
TCC
Arg

TGG
ACC
Trp

2200
*

GGC TCC
CCG AGG
Gly Ser

TTC
AAG
Phe
735

TTC
ARG
Phe

2210
*

CTC TAC
GAG ATG
Leu Tyr

AGC
TCG
Ser

2220
*

AAG
TTC
Lys
740

2250

cz DOMINIO hFC ¢

GTC GTC CCC TTG

Gln Gln Gly Asn
hFC DOMAIN

GAG
CTC
Glu
761

GCT
CGA
Ala

2290
*

CTG CAC
GAC GTG
Leu His

ARC
TTG
Asn
765

CAC
GTG
His

2300
*

TAC
ATG
Tyr

ACG
TGC
Thr

2260
*

GTC TTC
CAG ARG
Val Phe

TCA
AGT
Ser
755

TGC
ACG
Cys

2270
*

TCC GTG
AGG CAC
Ser Val

ATG
TAC
Met

2280
*
CAT
GTA
His
760

2310

c DOMINIO hFC pc

GTC TTC TCG GAG

Gln Lys Ser Leu
hFC DOMAIN

2320
*

TCC CTG
AGG GAC
Ser Leu

TCT
AGA
Ser
775

CCG
GGC
Pro

2330
*

GGT AAA
CCA TTT
Gly Lys

TGA
ACT

*kk

779

DOMINIO hFC

49

(SEQ ID NO:19)

(SEQ ID NO:20)



DAAP nim. 17

10
*

ATG GAC

TAC
Met
1

CTG
Asp

TCT
AGA
Ser

TTA
AAT
Leu

GCC
CGG
Ala

AGC
TCG
Ser

20

TTA
AAT
Leu

ES 2 688 623 T3

30
*

40
*

GTT CTC TGT GGA GTC AGC TTG
CAA GAG ACA CCT CAG TCG AAC
Val Leu Cys Gly Val Ser Leu
hTIE2 SIGNAL SEQUENCE

GAA
CTT
Glu

GGT
cca
Gly

2122

TCT
AGA
Ser

CTC
GAG
Leu

GCC
CGG
Ala

70
*

ATG
TAC
Met

23

GAC

CTG

Asp
25

TTG
AAC
Leu

80

ATC
TAG
Ile

CTC
GAG
Leu
15

CTT
GAA
Leu

50

TCT
AGA
Ser

GGA ACT

CCT
Gly

TGA
Thr

60

GTG
CAC
val
20

SECUENCIA SENAL hTIE2 190
w *

TTG ATC AAT TCC CTA CCT CTT
AAC TAG TTA AGG GAT GGA GAA
Leu Ile Asn Ser Leu Pro Leu

hTIE2 IG

130
*
ACC TGC

TGG ACG
Thr Cys

ATT
TAA
Ile

45

GCC
CGG
Ala

140
*
TCT

AGA
Ser

DOMINIO 1

GGG TGG CGC
CCC ACC GCG
Gly Trp Arg

hTIE2 IG

TTT

Phe
61

GAA
CTT
Glu

130
*
GCC TTA

CGG AAT
Ala Leu

ATG
TAC
Met

65

AAC
TTG
Asn

200
*
CAG

GTC
Gln

DOMINIO

*

CAC CAG GAT
GTG GTC CTA
His Gln Asp
hTIE2 IG

GAA
CTT
Glu

81

TGG
ACC
Trp

250
*
GCT AAA

CGA TTT
Ala Lys

AARA
TTT
Lys

85

GTT

val

260
*
GTT
CAA
Val

DOMAIN 1

GTA

CAT

Val
35

TCT
AGA
Ser

110
*
GAT

CTA
Asp

GCT
CcGa
Ala

GAA
CTT
Glu

120
*
ACA
TGT

Thr
40

IG hTIE2

CCC CAT GAG
GGG GTA CTC
Pro His Glu
DOMAIN 1

160
*
ccc

GGG
Pro

ATC
TAG
Ile

55

ACC
TGG
Thr

170
*
ATA

TAT
Ile

GGA
CCT
Gly

AGG
TCC
Arg

180
*
GAC
CTG

Asp
60

11GhTIE2

CCG CTG GAA
GGC GAC CTT
Pro Leu Glu
DOMAIN 1

220
*
GTT

CAA
Val

ACT
TGA
Thr

75

CAA
GTT
Gln

230
*
GAT

CTA
Asp

GTG
CAC
val

ACC
TGG
Thr

240
*
AGA
TCT

Arg
80

DOMINIO 111G hTIE2

TGG ARG AGA GAA AAG GCT

ACC TTC TCT CTT TTC CGA

Trp Lys Arg Glu Lys Ala
hTIEZ2 IG DOMAIN 1

TTC

Phe
101

TGT
ACA
Cys

310
*
GAR GGG

CTT CCC
Glu Gly

CGA
GCT
Arg
105

GTT

Val

320
*
CGA

GCT
Arg

280
*
AGT

TCA
Ser

ARG
TTC
Lys

95

ATC
TAG
Ile

290
*
AAT

TTA
Asn

GGT
cca
Gly

GCT
CGA
Ala

DOMINIO 11G hTIE2

GGA GAG GCA ATC AGG ATA

CCT CTC CGT TAG TCC TAT

Gly Glu Ala Ile Arg Ile
hTIE2 IG DOMAIN 1

CAA
GTT
Gln
121

ATA
TAT
Ile
141

GCT
CGA
Ala
122

370
*
TCC TTC

AGG AAG
Ser Phe

CcTa
GAT
Leu
125

cca
GGT
Pro

380
*
GCT

CGA
Ala

340
*
cGa

GCT
Arg

ACC
TGG
Thr
115

ATG
TAC
Met

350
*
ARG

TTC
Lys

ATG
TAC
Met

CGT
GCA
Arg

300
*
TAT
ATA
Tyr
100

360
*
CAR
GTT

Gln
120

DOMINIO 111G hTIE2
*

ACT TTA ACT ATG ACT GTG

TGA AAT TGA TAC TGA CAC

Thr Leu Thr Met Thr Val
hTIE2 IG DOMAIN 2

TCT
AGA
Ser

430
*
TTC AAA

AAG TTT
Phe Lys

ARG
TTC
Lys
145

GTA
CAT
Val

440
*
TTG

AAC
Leu

400
*
GAC

CTG
Asp

ARG
TTC
Lys
135

GGA
CcCT
Gly

410
*
GAT

CTA
Asp

AAC
TTG
Asn

GTG
CAC
Val

420
*
AAC
TTG

Asn
140

DOMINIO 2 IG hTIE2
*

ATT AAA GAA GAA GAT GCA

TAA TTT CTT CTT CTA CGT

Ile Lys Glu Glu Asp Ala
hTIE2 IG DOMAIN 2

TTC

Phe
161

ATC

Ile

4390
*

CAT TCA
GTA AGT
His Ser

GTG
CAC
val
165

cce
GGG
Pro

500
*
CGG

GCC
Arg

460
*
GTG

CAC
Val

ATT
TAA
Ile
155

TAC
ATG
Tyr

470
*

TTT
Lys

AAT
TTA
Asn

GGT
cca
Gly

480
*
TCC
AGG

Ser
ie0

DOMINIO 2 IG hTIE2
*

CAT GAA GTA CCT GAT ATT

GTA CTT CAT GGA CTA TAA

His Glu Val Pro Asp Ile
hTIE2 IG DOMAIN 2

GCT
CGA
Ala
181

CAG
GTC
Gln

550
*
CCC CAG

GGG GTC
Pro Gln

GAT
CTA
Asp
185

GCT
CGA
Ala

560
*
GGA

CcCcT
Gly

520
*
CTA

GAT
Leu

GAA
CTT
Glu
175

GTA
CAT
val

530
*
CAC

GTG
His

CTG
GAC
Leu

CCT
GGA
Pro

540

CAT
GTA
His
180

DOMINIO 2 IG hTIE2

GTG TAC TCG GCC AGG TAT

CAC ATG AGC CGG TCC ATA

Val Tyr Ser Ala Arg Tyr
hTIE2 IG DOMAIN 2

TCG
AGC
Ser
201

GCC
CGG
Ala

610
*
TTC ACC

ARG TGG
Phe Thr

AGG
TCC
Arg
205

CTG
GAC
Leu

620
*
ATA

TAT
Ile

670
*

680
*

580
*
ATA

TAT
Ile

GGA
CCT
Gly
195

GGA
CcCT
Gly

590
*
AAC

TTG
Asn

CTC
GAG
Leu

TTC
AAG
Phe

600
*
ACC
TGG

Thr
200

DOMINIO 2 IG hTIE2
630
GIC CGG AGA TGT GAA GCC

CAG GCC TCT ACA CTT CGG
Val Arg Arg Cys Glu Ala

DOMINIO 2 IG hTIE2 —213
690
*

640
*
CAG
GTC

Gin
214

700
*

ARG
TTC
Lys

_215

50

TGG
ACC
Trp

650
-
GGA

cCcT
Gly

710
*

CCT
GGA
Pro

GAA
CTT
Glu

660
*
TGC
ACG
Cys
220

720
*



ARC
TTG
Asn
221

CAT
GTA
His

CTC TGT
GAG ACA
Leu Cys

ACT
TGA
Thr
225

GCT TGT ATG AAC AAT GGT
CGA ACA TAC TTG TTA CCA
Ala Cys Met Asn Asn Gly

ES 2 688 623 T3

GTC TGC CAT GAA GAT
CAG ACG GTA CTT CTA
Val Cys His Glu Asp

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1 235

ATT
TAA
Ile
241

GGC
[efele)
Gly
261

TGC
ACG
Cys

AGA
TCT
Arg

730
*
CCT CCT

GGA GGA
Pro Pro

790
*
ACT TGT

TGA ACA
Thr Cys

GGG
ccc
Gly

ACT GGA
TGA CCT
Thr Gly

GAA
CTT
Glu

TGC
ACG
Cys
240

74¢DOMINIO 1 TIEO EGF hTIE2 760

TTT ATG GGA AGG ACG TGT
AAA TAC CCT TCC TGC ACA
Phe Met Gly Arg Thr Cys

GAG AAG GCT TGT GAA
CTC TTC CGR ACA CTT
Glu Lys Ala Cys Glu

245 hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 1 253 254_255

TTT
Lys
265

DOMINIO 1 TIPO EGF hTIE2

GAA AGG TGC AGT GGA CAA
CTT TCC ACG TCA CCT GTT
Glu Arg Cys Ser Gly Gln

820
*
GAG GGA TGC AAG TCT

CTC CCT ACG TTC AGA
Glu Gly Cys Lys Ser

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2 275

CTC
GAG
Leu
281

ccT
GGA
Pro

850
*
GAC CCC

CTG GGG
Asp Pro

TAT
ATA
Tyr
285

770
*
CTG CAC

GAC GTG
Leu His

830
*
TAT GTG

ATA CAC
Tyr Val

ACG
TGC
Thr

TTC
AAG
Phe

780
*
TTT

Phe
260

840
*
TGT
ACA

Cys
280

86¢ DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 880

GGG TGT TCC TGT GCC ACA
CCC ACA AGG ACA CGG TGT
Gly Cys Ser Cys Ala Thr

GGC TGG AAG GGT CTG
CCG ACC TTC CCA GAC
Gly Trp Lys Gly Leu

hTIE2 EGF LIKE DOMAIN 2 295

GCA
CGT
Ala
301

TGC
ACG
Cys

910
*
CAC CCT

GTG GGA
His Pro

GGT
CCA
Gly
305

890
*
CAG TGC

GTC ACG
Gln Cys

AAT
TTA
Asn

900
*
GAA
CTT

Glu
300

92¢ DOMINIO 2 TIPO EGF hTIE2 940
* * *

TTT TAC GGG CCA GAT TGT

AAA ATG CCC GGT CTA ACA

Phe Tyr Gly Pro Asp Cys
hTIE2 EGF LIKE DO

GAG
CTC
Glu
321

ATG
TAC
Met

970
*
TGT GAT

ACA CTA
Cys Asp

CGC
GCG
Arg
325

AAG CTT AGG TGC AGC
TTC GAA TCC ACG TCG
Lys Leu Arg Cys Ser
MAIN 3 315

950
*
TGC AAC

ACG TTG
Cys Asn

AAT
TTA
Asn

960
*
GGG
Cccc
Gly
320

88( DOMINIO 3 TIEO EGF hTIE2 1000

TTC CAA GGA TGT CTC TGC

AAG GTT CCT ACA GAG ACG

Phe Gln Gly Cys Leu Cys
hTIE2 EGF LIKE DO

GAG
CTC
Glu
341

AGA
TCT
Arg

1030
*

GAA GGC
CTT CCG
Glu Gly

ATA
TAT
Ile
345

TCT CCA GGA TGG CAG
AGA GGT CCT ACC GTC
Ser Pro Gly Trp Gln
MAIN 3 335

1010
*

GGG CTC
CCC GAG
Gly Leu

CAG
GTC
Gln

1020
*

TGT
ACA
Cys
340

104¢DOMINIO 3 TIPO EGF hTIE2 1060

CCG AGG ATG GGT AGA CCT

GGC TCC TAC CCA TCT GGA

Pro Arg Met Gly Arg Pro
348 349

TTC GTA GAG ATG TAC
AAG CAT CTC TAC ATG
Phe Val Glu Met Tyr
hVEGFR1 IG DOMAIN 2

GAA
CTT
Glu
361

ATT
TAA
Ile

1090
*

ATA CAC
TAT GTG
Ile His

ATG
TAC
Met
365

1100 1110
* *

ACT GAR GGA AGG GAG CTC
TGA CTT CCT TCC CTC GAG
Thr Glu Gly Arg Glu Leu

DOMINIO 2 IG hVEGFR1
*

GTC ATT CCC TGC CGG
CAG TAA GGG ACG GCC
Val Ile Pro Cys Arg

hVEGFR1 IG DOMAIN 2 375

TTG
Asn
381

ATC
TAG
Ile

1150
*

ACT GTT
TGA CAA
Thr Val

ACT
TGA
Thr
385

1070
*

AGT GAA
TCA CTT
Ser Glu

1130
*

GTT ACG
CAA TGC
Val Thr

ATC
TAG
Ile

TCA
AGT
Ser

1080
*

ccc
GGG
Pro
360

1140
*

CCT
GGA
Pro
380

1160 DOMINIO 2 IG hVEGFR1 1180
* * *

TTA AAA AAG TTT CCA CTT
AAT TTT TTC AAA GGT GAA
Leu Lys Lys Phe Pro Leu

GAC ACT TTG ATC CCT
CTG TGA AAC TAG GGA
Asp Thr Leu Ile Pro

hVEGFR1 IG DOMAIN 2 395

ATA
TAT
Ile
401

ATC
TAG
Ile

1210
*

TGG GAC
ACC CTG
Trp Asp

AGT
TCA
Ser
405

1190
*

GAT GGA
CTA CCT
Asp Gly

AAR
TTT
Lys

1200
*

CGC
GCG
Arg
400

DOMINIO 2 IG hVEGFR1

1220 1230
* *

AGA AAG GGC TTC ATC ATA
TCT TTC CCG AAG TAG TAT
Arg Lys Gly Phe Ile Ile

1240
*

TCA AAT GCA ACG TAC
AGT TTA CGT TGC ATG
Ser Asn Ala Thr Tyr

hVEGFR1 IG DOMAIN 2 415

CTT
GAA
Leu
421

CTG
GAC
Leu

1270
*

ACC TGT
TGG ACA
Thr Cys

CTT
Glu
425

1250
*

AAA GAA
TTT CTT
Lys Glu

ATA
TAT
Ile

1260
*

GGG
cce
Gly
420

1280 DOMINIOZ'IG hVEGFR1 1300

GCA ACA GTC AAT GGG CAT
CGT TGT CAG TTA CCC GTA
Ala Thr val Asn Gly His

CGA
GCT
Arg
441

CAA
GTT
Gln

1330
*

ACC AAT
TGG TTA
Thr Asn

ACA
TGT
Thr
445

TTG TAT AAG ACA AAC
AAC ATA TTC TGT TTG
Leu Tyr Lys Thr Asn

hVEGFR1 IG DOMAIN 2 435

1310

*
TAT CTC
ATA GAG
Tyr Leu

ACA
TGT
Thr

1320

CAT
GTA
His
440

1340 DOMINIO 2 IG hVEGFR1 1360
» - *

ATC ATA GAT GTG GTT CTG
TAG TAT CTA CAC CAA GAC
Ile Ile Asp Val Val Leu
448 449_450

AGT CCG TCT CAT GGA
TCA GGC AGA GTA CCT
Ser Pro Ser His Gly

1370
*

ATT GAA
TAA CTT
Ile Glu

hVEGFR2 IG DOMAIN 3
DOMINIO 3 IG hVEGFR2

51

CTA
GAT
Leu

1380
*

TCT
AGA
Ser
460



GTT
CAA
val
461

GGA
CCT
Gly

1390
*

GAR ARG
CTT TTC
Glu Lys

CTT
GAA
Leu
465

GTC
CAG
val

1400
*

TTA
AAT
Leun

ES 2 688 623 T3

1410 1420
* *

AAT TGT ACA GCA AGA ACT GAA

TTA ACA TGT CGT TCT TGA CTT

Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu
hVEGFR2 IG DOMAIN 3

TTC
AAG
Phe
481

AAC
TTG
Asn

1450
*

TGG GARA
ACC CTT
Trp Glu

TAC
ATG
Tyr
485

CCT
GGA
Pro

1460
x-
TCT

AGA
Ser

CTa
GAT
Leu
475

AAT
TTA
Asn

1430
*

GTG GGG
CAC ccCC
val Gly

ATT

Ile

1440
*

GAC
CTG
Asp
480

DOMINIO 3 IG hVEGFR2 1480
" *

TCG AAG CAT CAG CAT ARG AAA

AGC TTC GTA GTC GTA TTC TTT

Ser Lys His Gln His Lys Lys
hVEGFR2 IG DOMAIN 3

TTT
Lys
501

ACC
TGG
Thr

1510
*

CAG TCT
GTC AGA
Gln Ser

GGG
cce
Gly
505

AGT
TCA
Ser

1520
*

GAG
CcTC
Glu

CTT

Leu
495

GTA
CAT
Val

1490
*

ARC CGA
TTG GCT
Asn Arg

GAC
CTG
Asp

1500
*

CTA
GAT
Leu
500

DOMINIO 3 IG hVEGFR2 1540

ATG AAG AAA TTT TTG AGC ACC

TAC TTC TTT AAA AAC TCG TGG

Met Lys Lys Phe Leu Ser Thr
hVEGFR2 IG DOMAIN 3

ACC
TGG
Thr
521

CGG
GCC
Arg

1570
*

AGT GAC
TCA CTG
Ser Asp

CAA
GTT
Gln
525

GGA
CCT
Gly

1580
*

TTG
AAC
Leu

TTA
AAT
Leu
515

ACT
TGA
Thr

1550
*

ATA GAT
TAT CTA
Ile Asp

GGT
CCA
Gly

1560
*

GTA
CAT
val
520

DOMINIO 311G hVEGFR2 1600

TAC ACC TGT GCA GCA TCC AGT

ATG TGG ACA CGT CGT AGG TCA

Tyr Thr Cys Ala Ala Ser Ser
hVEGFR2 IG DOMAIN 3

TTG
Asn
541

AGC
TCG
Ser

TGC
ACG
Cys
561

cCa
GGT
Pro

1630
*

ACA TTT
TGT AAA
Thr Phe
hVEGFR2

1690
*

GCA CCT
CGT GGA
Ala Pro

GTC
CAG

AGG
TCC

1640
*

GTC
CAG

vVal Arg Val
IG DOMAIN 3

DOMINIO 3 IG hVEGFR2

GAA
CTT
Glu
565

CcTC
GAG
Leu

1700
*

CTG
GAC
Leu

GGG
Cccc
Gly
535

CTG
GAC
Leu

1610
*

ATG ACC
TAC TGG
Met Thr

AAG
TTC
Lys

1620
o
ARG
TTC

Lys
540

DOMINIO,(} |G hVEGFR2 1660

CAT GAA AAA CTC GAG GAC AAA
GTA CTT TTT GAG CTC CTG TTT
His Glu Lys Leu Glu Asp Lys

550 551

1710
*

GGG GGA CCG TCA GTC TTC CTC

CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
hFC DOMAIN

GAC
CTG
Asp
581

ACC
TGG
Thr

1750
*

CTC ATG
GAG TAC
Leu Met

ATC
TAG
Ile
585

TCC
AGG
Ser

1760
*

CGG
GCC
Arg

ACT
TGA

CAC
GTG

1670
*

ACA TGC
TGT ACG

Thr His Thr Cys

TTC
ARG
Phe
575

cce
GGG
Pro

hFC DOMAIN

_ DOMINIO hFC
1izv 1730

CCA AAA
GGT TTT
Pro Lys

CCA
GGT
Pro

cce
GGG
Pro

1680

ccG
GGC
Pro
560

1740
*
AAG
TTC
Lys
580

DOMINIO hFC 1780

ACC CCT GAG GTC ACA TGC GTG

TGG GGA CTC CAG TGT ACG CAC

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
hFC DOMAIN

GAA
CTT
Glu
601

GAC
CTG
Asp

1810
*

CCT GAG

GGA CTC’

Pro Glu

GTC
CAG
Val
605

ARG
TTC
Lys

1820

TTC
ARG
Phe

GTG
CAC
val
595

GTG
CAC
val

1790
*

GAC GTG
CTG CAC
Asp Val

AGC
TCG
Ser

1800
*
CAC
GTG
His
600

DOMINIO hFC
1830

*

AARC TGG TAC GTG GAC GGC GTG

TTG ACC ATG CAC CTG CCG CAC

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
hFC DOMAIN

1840
*

ACA
TGT
Thr
621

ARG
TTC
Lys

1870
*

CCG CGG
GGC GCC
Pro Arg

GAG
CTC
Glu
625

GAG
CTC
Glu

1880
*

CAG
GTC
Gln

GAG
CTC
Glu
615

GTG
CAC
Val

1850
*

CAT AAT
GTA TTA
His Asn

GCC
CGG
Ala

1860
w
ARG
TTC
Lys
620

DOMINIO hFC 1900
* *

TAC AAC AGC ACG TAC CGT GTG

ATG TTG TCG TGC ATG GCA CAC

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
hFC DOMAIN

CTG
GAC
Leu
641

CAC
GTG
His

1930
*

CAG GAC
GTC CTG
Gln Asp

TGG
ACC
Trp
645

CTG
GAC
Leu

1940
*

AAT
TTA
Asn

GTC
CAG
val
635

AGC
TCG
Ser

1910
*

GTC CTC
CAG GAG
Val Leu

ACC
TGG
Thr

1920
*

GTC
CAG
Val
640

DOMINIO hFC 1960
w *

GGC AAG GAG TAC AAG TGC AAG

CCG TTC CTC ATG TTC ACG TTC

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
hFC DOMAIN

CCA
GGT
Pro
661

GCC
CGG
Ala

1990
*

CCC ATC
GGG TAG
Pro Ile

GAG
CTC
Glu
665

TTT
Lys

2000
*

ACC
TGG
Thr

GTC
CAG
Val
655

TCC
AGG
Ser

1970
*

AAC ARAA
TTG TTT
Asn Lys

GCC
CGG
Ala

1980
*

CTC
GAG
Leu
660

DOMINIO hFC 2020

-
ATC TCC ARA GCC BRA GGG CAG
TAG AGG TTT CGG TTT CCC GTC
Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
hFC DOMAIN

TAC

ACC

2050
*
CTG CCC

cca

TCC

2060
*
CGG

cce
GGG
Pro
675

CGA
GCT
Arg

2030
*

GAA CCA
CTT GGT
Glu Pro

CAG

Gln

2040
»

GTG
CAC
val
680

DOMINIO hFC 2080
* *
GAG GAG ATG ACC AAG AAC CAG

GTC

52

AGC

2090
*
CTG ACC

TGC

2100
*
CTG



ATG
Tyr
681

TGG

Thr'

GAC GGG
Leu Pro

GGT
Pro
685

AGG
Ser

GCC
Arg

CTC
Glu

ES 2 688 623 T3

CTC TAC TGG TTC
Glu Met Thr Lys

DOMINIO hFC

GTC
CAG
Val
701

ARAA
TTT
Lys

2110
*

GGC TTC
CCG AAG
Gly Phe

TAT
ATA
Tyr
705

cce
GGG
Pro

2120

AGC
TCG
Ser

GAC
CTG
Asp

TTG GTC
Asn Gln

CAG
Val
695

TCG
Ser

GAC TGG
Leu Thr

ACG
Cys

GAC
Leu
700

2130
*

ATC GCC GTG GAG
TAG CGG CAC CTC
Ile Ala Val Glu

TTG
Asn
721

AAC
TTG
Asn

2170
*

TAC AAG
ATG TTC
Tyr Lys

ACC
TGG
Thr
725

ACG
TGC
Thr

2180
*

CCT
GGA
Pro

CCC
GGG
Pro

2140
*

TGG GAG
ACC CTC
Trp Glu

AGC
TCG
Ser
715

AAT
TTA
Asn

2150
*

GGG CAG
CCC GTC
Gly Gln

ccG
GGC
Pro

2160
*

GAG
CTC
Glu
720

DOMINIO hFC

2190
*

GTG CTG GAC TCC
CAC GAC CTG AGG
Val Leu Asp Ser

AAG
TTC
Lys
741

CTC
GAG
Leu

2230
*

ACC GTG
TGG CAC
Thr val

GAC
CTG
Asp
745

AAG
TTC
Lys

2240
*

AGC
TCG
Ser

AGG
TCC
Arg

2200
*

GAC GGC
CTG CCG
Asp Gly

TCC
AGG
Ser
735

TTC
ARG
Phe

2210
*

TTC CTC
AAG GAG
Phe Leu

TAC
ATG
Tyr

2220
*
AGC
TCG

Ser
740

DOMINIO hFC
2250
TGG CAG CAG GGG

ACC GTC GTC CCC
Trp Gln Gln Gly

DOMINIO hFC

CAT
GTA
His
761

GAG
CTC
Glu

2290
*

GCT CTG
CGA GAC
Ala Leu

CAC
GTG
His
765

AAC
TTG
Asn

2300
*

CAC
GTG
His

TAC
ATG
Tyr

2260
*

AAC GTC
TTG CAG
Asn Val

TTC
AAG
Phe
755

TCA
AGT
Ser

2270
*

TGC TCC
ACG AGG
Cys Ser

GTG
CAC
val

2280
*

ATG
TAC
Met
760

2310
*

ACG CAG AAG AGC
TGC GTC TTC TCG
Thr Gln Lys Ser

DOMINIO hFC

2320
*

CTC TCC
GAG AGG
Leu Ser

CTG
GAC
Leu
775

TCT
AGA
Ser

2330
*

CCG GGT
GGC cCa
Pro Gly

AAA
TTT
Lys

2340
*

TGA (SEQ ID NO:21)
ACT
*** (SEQ ID NO:22)
780
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ES 2 688 623 T3

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos de la siguiente manera:
(a) la secuencia de nucleotidos de DAAP num. 1 representada por SEQ ID NO: 1;
(b) la secuencia de nucleotidos de DAAP num. 13 representada por SEQ ID NO: 13;
(c) la secuencia de nucledtidos de DAAP nim. 14 representada por SEQ ID NO: 15;
(d) la secuencia de nucleotidos de DAAP num. 15 representada por SEQ ID NO: 17; o
(e) una secuencia de nucleétidos que, como resultado de la degeneracion del codigo genético, difiere de la
secuencia de nucledtidos de (a), (b), (c) y (d), pero que codifica una secuencia de aminoacidos idéntica a la
expresada a partir de la misma.

2. Un vector de expresiéon que comprende una molécula de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, en donde la
molécula de acido nucleico esta conectada operativamente a una secuencia de control de la expresion.

3. Un sistema de vector anfitrion para la produccién de un polipéptido de fusién que comprende el vector de
expresion de la reivindicacién 2, en una célula anfitriona adecuada, en particular, en donde la célula anfitriona
adecuada es una célula bacteriana, una célula de levadura, una célula de insecto o una célula de mamifero.

4. Un polipéptido de fusion codificado por la molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1.

5. Un método para producir un polipéptido de fusién que comprende células en crecimiento del sistema de vector
anfitrién de la reivindicacion 3, en condiciones que permiten la produccion del polipéptido de fusién y la recuperacion
del polipéptido de fusion asi producido.

6. Un polipéptido de fusion codificado por la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, que se
ha modificado por medio de acetilacion o pegilacion.

7. El uso de un polipéptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 4, para fabricar un medicamento para atenuar
o prevenir el crecimiento tumoral en un mamifero, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una
cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido de fusion.

8. El uso de un polipéptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 4, para fabricar un medicamento para atenuar
o prevenir el edema, especialmente el edema cerebral en un ser humano, que comprende administrar a un sujeto
que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido de fusion.

9. El uso de un polipéptido de fusion de acuerdo con la reivindicacion 4, para fabricar un medicamento para atenuar
o prevenir la formacién de ascitis en un ser humano, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una
cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido de fusion, en particular en donde la ascitis esta asociada con
cancer de ovario.

10. El uso de un polipéptido de fusion de acuerdo con la reivindicacién 4, para fabricar un medicamento para tratar la
artritis reumatoide en un sujeto, que comprende administrar al sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente
eficaz del polipéptido de fusion.

11. El uso de un polipéptido de fusion de acuerdo con la reivindicacién 4, para fabricar un medicamento para tratar la
degeneracion macular relacionada con la edad, que comprende administrar por via subcutanea a un sujeto que lo
necesita una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido de fusion, en particular codificado por la molécula de
acido nucleico de DAAP num. 1.

12. El uso de un polipéptido de fusion de acuerdo con la reivindicacién 4, para fabricar un medicamento para tratar la
retinopatia diabética, que comprende administrar por via subcutanea a un sujeto que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz del polipéptido de fusién, en particular codificado por la molécula de acido nucleico de
DAAP num. 1.
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Figura 7

Analisis de transferencia Western
para la expresion de proteinas de DAAP
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Figura 10

ELISA para DAAP a

ion
VEGF-A y Ang2

Ensayo de un

DAAP

ES 2 688 623 T3

Unién a VEGF-A y Ang2

W Ang2

QW g N @ W N o
= o e =

eAlJEI2J UOIUN

64




ES 2 688 623 T3

L1 ednbBiyg

_ #4034 UD3 epednaul-aid AUy apuan, g
b e R e T e b b o R L .1..1 4

o0 ol oo
| ouO0E 20wy O
g (e

Zhiug ui=m

RAIIR[31 UDIUN ;

zALw U2 opegnau-ald w-4934 20 UDiun ; <

Zbuy ap ys|13 uolun ap oAesua
A ¥-493A & dvvad 9p eaRnadwod uglun ap oAesu3

65



ES 2 688 623 T3

ZBuy A w-493A e dv¥yd 2p djuslpuadapul uelun

'ZL eanbi4

fiu pg zbuy epenu] :g9

fiu 05 ¥-493A 2PENUT S

Bu go| ZBuy + Bu goL Y-493A

Bu oy ZBuy g

Bu 00} v-493A T

(% euEoud uoo uooeydioald & uDinoEEUNON 2B

ag-galL

66



ES 2 688 623 T3

¢l einbig

38 eunafodoifue Jyyqg

: .”m eunafodoibue 24-zal1

493A edwely

JD3A 3p B2UQIDUIS UOlUN ap 3|q1dedsns dyv(

67



ES 2 688 623 T3

;'.\
\i

3\ 4

S
£
Sl
[
F B

+. 3  M ehe

I4goLL
4934 edwiel]
403A ediliel]
Ll dyyrd

a4 ab|

sel0)shpal oN selo)shpay

I ‘wnu dy'va a2p uooeaind A uoiseisuan
1 eanbig

68



ES 2 688 623 T3

(i) ouog
0z

493A EEFF.m.i.&- el i Aﬂq__
ll-l.l-_‘.l_l_ll"
05~ o4-Z3L @ S 7/ Lo
w4 8
- =
- -
.Il.‘i‘.l._. -ﬂ.n_.. th
0k~ | 'Wwnu dyya-o- o~
(Wu) a '} 9
_ ZBuy ugiun
{iyu) *auon
£ m _. 0
o4ZolL e TV " \qua
-~
- -
....-_..__......ﬁ -~ L
....l..l___._l tlt!w m
S~ | ‘wnu dyyq =0~ m.__. o m
b~ 493A edwredl-g- m.,. o
(d) au
lmn_. ¢
¥-493A uglun

L ‘WU dy'yd 9p ¥SI13 uolun ap oAesus
51 einbig

69



ES 2 688 623 T3

v-493A  Y-493A Zbuy Zbuy ZBuy V-493A
— — "
20
0 2
g 2
o pat
=30 o m
80
atzail I "winu I “Lanu 493 I uanu | Lunu
. dyva dywg Ot edwiel| dvva dvva Log
Zbuy uolun Y-493A uolun

g Vv

Zbuy A y-493A e | "wnu dyyq ap eaugjnwis uojun

9] einbig

70



ES 2 688 623 T3

24-HUE :GM 33-nue :gm

AT u;w..n SR ".“ :
1DTA CAWRL ) | 4937 BUWR ] | F
L WU dyyq =] ] b WU Y] —

DeTBI [

OV1d-nue :gm
¥ eula)0id idi

-

68l JOYIA e |
Wiy-oanw —| @
e e “y-q0an—| ) W
2 F 3 = 2 m 8 B
=1} %] = - m w b
=% ¥ =
5 w 2. 5 d8 z
3
' m 2

oJliAa Ul ugjoeydioaid A uojosseialul ap uejun ap oAesug

21 eanfid

71



ES 2 688 623 T3

g1 eanbig

dvva 2p s091109) |d salojep

72



ES 2 688 623 T3

d¥H-ouewINY d4-NuUY H

el)sanpy

O3 UQILUN UOD @

23N uolun g5

ensany

61 eanbig

T

Lo

WU § ¥ O B 10|02 Jipaw
A DIENENS IpEUY J%%0 U0J Jegnau)

i

[=EY= H E}mn\ Jeanbojg q

dedH-24-1IUE LIgd A 403 LIo32 ELZI0NI=) BIE|H

,._ﬂ_., W W

]

\_ J \_ J

D3N uolun ap oAesug

73



ES 2 688 623 T3

0Z eunbig

(Jw/Bn) “ouo)
Gl b 50

o7 —
4934 edlel] ——
o442} 140N ——
A TN Jgty ] —==
91 Tunu getvd
Sl CWnu 499
Ny dety] -

L TLUNU 'y (] =——

IBNj9oBIXa ZIljew | B UoIun 8p oAesug

I3 Uoliun Ohmm:m

74



ES 2 688 623 T3

(wu) ‘auon

0g 0z a_.
i i 1

-
-
ilill&ll‘t”‘

- —

24-ZOIL 9= @
-~ (]
....l..lt-.ﬁ\ s
| ‘WU dyyq -o=@=""""" s
%\
Iiiiilli
493A eduweay ~8-%-"

231N uelun

lejnjaoel)xa zujewl e| e ugjun ap oAesug

LZ eanbidg

=Z'0

{0a) 23w uown

75



ES 2 688 623 T3

¥SI173 ap oipawi Jod
UQIDBIJUAIUOD 8| JIpay <~ aibues ap eisanw ap ewoy

4 vyl 96 8 ve

76

*2's uola9aful 1od (By6w ¥) Bn gpL oun epen

dvvda

24-Z911

493, edwea]
24

02]}2Uld0deWlR)} S|s|jeuy
ZZ eanbid



ES 2 688 623 T3

94-z9lL —¢--
493A edwel] -g--
\# dYvQa -o-

24 --§--

£Z eanbig

(1y) odwaly

eanouIdoleLuIe

SOJ|jauUldodeWle) S3|IHad

bl 96 8 ¥2 ZIL 8 ¥ I 0
1 ] | ] [l ] '] ] B Mn.ﬂ
&
.-_fr F
f )
ol
pwﬁ. o
b ...._.._.m... ._m -
NI - B .‘
Bog !
dwu. " ] lﬁ.
B..
s S ..mun =8
-ﬂ-l.ﬂl..nw.-l-.. -V -

(lw/Bn) olans ua USIDRIIUSILUOYD

77



ES 2 688 623 T3

Jowny [ap ouewEl JIpay

]
.00 2 AL
S

‘o's uoraoaaiul Jod By/Bw 5z oun epen

94-zo11 PEP® SEUBWSS § OLDEW

4934 edwel) 9149.50
I "wnu d¢vd
24

S8d

Jowns |2p uelpelue|dwi e) 2p sendsaq

o01X0°L DT T-d4D lown)

7771 [eJoWn] 0JUSILLINSId B1GOS | "LUNU dY¥d op 0319313

+Z einbi4

78



ES 2 688 623 T3

uoiaeuedu 2| ap sandsap sei
7 ¥4 h_._. F... §

L L L 0
I WU JYY (] = -y
403 -edie ] | —e— W
) ﬁ F000L 3
=
94-Z91L mtem ojuBIWEIR L S
Vel e 000z S |
2
SHd == m.._
=000 =

[eJoLUN} 0JUaILUIdBIY

_ﬂ.ﬁ. -Zall JojA-edwiel] | WU dyva 94 s58d

L

g v

¢Z eanbiy

79



ES 2 688 623 T3

493A edwel]

o771 Sa40LUn) ap mam.:_:m:mm
SOSEA 9I0S | "Wnu dyyad A 493A edwel) ‘o4 ap 0)08)3

9Z e.nbig

80



ES 2 688 623 T3

AT EY Am M W.
ap e1san
pensenn
Ll L :
|

1 1
eI L 9L ¥ 2L ONd

f !

o121J119e S

"2's uola9aful 1od sgd ap
In 001 ua (66w sz} bn gg) oun epey (62~0)
dvva 9/19.50
24-29lL
493A edwel)
24
Sad
eixosadiy ap sandsag

dOy =P O|spPOW 3l1qOs OU_CWWD_UCM___.CM 0}]o3l4

17 eanbidg

81



ES 2 688 623 T3

Figura 28
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Figura 31
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