PROTEINAS DE FUSION UTI

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion hace referencia a biologia molecular, farmacologia y

medicina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El inhibidor de tripsina urinaria (Urinary Trypsin Inhibitor, UTI), también
conocido como ulinastatina, uristatina, urinastatina, ulistina, inhibidor humano 30(HI-
30), mingina y bikunina, es un inhibidor de proteasa con un peso molecular de
aproximadamente 40 kD. El UTI esta presente en la orina y sangre humana (human
urine and blood, hUTI) y presenta una variedad de actividades fisiologicas tales como
un efecto inhibidor en una familia de la serina proteasas, tales como tripsina, o—
quimotripsina, plasmina, catepsina—G y elastasa leucocitaria. El UTI también tiene un
efecto inmunomodulador, y puede realizar una regulacion descendente de la
liberacion de citocinas proinflamatorias, tales como factor de necrosis tumoral—a
(TNF-q), interleucina—1 (IL—1) e interleucina (IL-6). Ademas, el UTI también interfiere
con la via de sefalizacion mediada por dimeros activos PDGF-D (PDGF-

DD)/PDGF-BBR al neutralizar el dimero.

hUTI ha recibido una autorizacion de comercializacion y un producto se
comercializa en Japon bajo la marca Miraclid y se aisla de la orina humana. De
hecho, el hUTI aislado de la orina humana se comercializa actualmente por diversos
fabricantes para el tratamiento de pancreatitis e insuficiencia circulatoria agua

provocada por choque.

UTI se produce primero en seres humanos como una proteina precursora
denominada AMBP (precursor de la a1-microglobulina/bikunina), que se codifica en
el cromosoma 9 humano. La protedlisis de AMBP produce la UTI libre con 143
aminoacidos. UTI comprende dos dominios Kunitz que son conocidos por inhibir las
serina proteasas, que son flanqueadas por aminoacidos no estructurales en los
extremos N y C terminales de UTI. Se espera que los dos dominios confieran
diferente especificidades de la inhibicion de proteasa, debido a los diferentes

aminoacidos involucrados en la union de proteasas. Por analogia a otros inhibidores



de serina proteasa (p. ej., BPTI, inhibidor de la tripsina pancreatica bovina), podemos
estimar que los dos aminoacidos clave para la inhibicién de proteasa incluyen Met26
(dominio Kunitz 1) y Arg88 (dominio Kunitz 2). Poco se sabe sobre la implicacion de
las diferentes porciones de UTI durante la inhibicion de diferentes proteasas, pero la
remocion del dominio Kunitz 1 ha demostrado cambiar la especificidad de las
proteasas, descubriendo nueva actividad inhibitoria contra el Factor Xa y la calicreina
plasmatica. El UTI de longitud completa no muestra inhibicién de estas dos proteasas
(Morishita et al., Thrombosis Research 1994, vol 73 (3/4) p193-204). UTI también
comprende dos azucares unidos, uno O-ligado en Serl0 y uno N-ligado en Asn45.
La semivida de UTI en roedores y seres humanos es de 4 a 30 minutos (Fries et al,
International Journal of Biochemistry and Cell Biology, 2000, vol 32, p 125-137). La
proteina de fusion UTI deberia contener una secuencia optimizada de aminoéacidos,
que incluyen los mejores puntos de inicio y parada de cualquier dominio UTI, y
pueden estar fusionados a otra proteina para mejorar las propiedades tales como la
expresion, purificacion, semivida y estabilidad. La secuencia exacta del compariero
de fusidon necesita una determinacion y puede incluir variaciones en enlazadores,
puntos de inicio/parada y/o mutaciones que pueden cambiar las propiedades
funcionales del compariero de fusion.
Se conocen variantes de ulinastatina obtenidas a partir de la orina W0O199856916,
US5792629, US5407915, US5409895, US7019123, y US6583108. El concepto de
proteinas de fusion de ulinastatina (y sus variaciones) se ha divulgado en
US20080181892, US5541288, y US20080255025. Ciertas proteinas de fusion UTI
se describen en CN 103044554A. Las proteinas de fusion de CN 103044554A
hacen referencia a variantes especificas en el dominio Fc, presuntamente para
evitar todo efecto farmacoldgico mediado por Fc (ADCC, CDC). Hemos descubierto
sorprendentemente que un UTI-Fc con IgG1 tipo salvaje es bien tolerado y provee
un incremento significativo en la semivida. También, comparadas con las proteinas
de fusion UTI de CN 103044554A, las presentes proteinas de fusion UTI, en
particular SEQ ID NO: 1 demuestran mayor estabilidad térmica.

La presente invencidn provee proteinas de fusion UTI, composiciones

farmacéuticas, que comprenden las mismas, métodos de preparacion y sus usos.

SINTESIS DE LA INVENCION
La presente invencion provee proteinas de fusion UTI, que comprenden un

dominio UTI y compafieros de fusion en donde el dominio UTI esta operativamente



ligado al comparfiero de fusién. La presente invencion provee proteinas de fusion
UTI, que comprenden un dominio UTI y un dominio Fc en donde el dominio UTI esta
operativamente ligado al dominio Fc. La presente invencidn también provee
proteinas de fusion UTI aisladas segun se describe en la presente.

En algunas realizaciones, la presente invencion provee una proteina de fusion
UTI que comprende una secuencia que comprende SEQ ID NO: 1, 3,5, 7, 9, 11, 13,
15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, y 29. En una realizacion, la presente invencion provee
una proteina de fusion UTI que comprende SEQ ID NO:1. En una realizacion, la
presente invencion provee una proteina de fusiéon UTI que comprende SEQ ID
NO:3. En una realizacién, la presente invencion provee una proteina de fusion UTI
que comprende SEQ ID NO:5. En una realizacion, la presente invencion provee una
proteina de fusiéon UTI que comprende SEQ ID NO:7. En una realizacion, la
presente invencion provee una proteina de fusiéon UTI que comprende SEQ ID
NO:9. En una realizacién, la presente invencion provee una proteina de fusion UTI
que comprende SEQ ID NO:11. En una realizacion, la presente invencion provee
una proteina de fusion UTI que comprende SEQ ID NO:13. En una realizacion, la
presente invencion provee una proteina de fusiéon UTI que comprende SEQ ID
NO:15. En una realizacion, la presente invencién provee una proteina de fusion UTI
que comprende SEQ ID NO:17. En una realizacion, la presente invencion provee
una proteina de fusion UTI que comprende SEQ ID NO:19. En una realizacion, la
presente invencion provee una proteina de fusiéon UTI que comprende SEQ ID
NO:21. En una realizacion, la presente invencién provee una proteina de fusion UTI
que comprende SEQ ID NO:23. En una realizacion, la presente invencion provee
una proteina de fusion UTI que comprende SEQ ID NO:25. En una realizacion, la
presente invencion provee una proteina de fusiéon UTI que comprende SEQ ID
NO:27. En una realizacion, la presente invencién provee una proteina de fusion UTI
que comprende SEQ ID NO:29.

Conforme con otra realizacion de la presente invencion, la presente invencion
provee una secuencia de acido nucleico que codifica las proteinas de fusion UTI que
comprenden las proteinas de fusion UTI descriptas en la presente. Ademas, la
invencion provee las secuencias de ADN indicadas en SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12
,14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, y 30. En una realizacion, el acido nucleico que
codifica una proteina de fusion UTI ademas comprende un vector que contienen las

secuencias de control a las cuales el acido nucleico esta operablemente unido. En



otra realizacion, la presente invencion provee una célula huésped que comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de fusion UTI, tal como una
célula de mamifero, insecto, E. coli o levadura, y que mantiene la célula huésped
bajo condiciones en la que se expresa la molécula de la proteina de fusion.

En otra realizacion, la presente invencibn provee una composicion
farmacéutica que comprende las proteinas de fusién UTI descriptas en la presente y
un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Conforme con una realizacion adicional de la presente invencion, se provee un
método para tratar trastornos relacionados con UTI, que comprenden administrar a
un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de una proteina de fusion UTI
descripta en la presente.

Es decir, la presente invencion provee el uso de una proteina de fusion UTI
como un medicamento, incluso la elaboracion de un medicamento, y el uso de una
proteina de fusion UTI segun se describe en la presente para el tratamiento de los

trastornos relacionados con el UTI descriptos en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 Estructura de dominio UTI y sitios de glicosilacion.

FIG. 2 Dos constructos UTI-Fc que demuestran enlazadores alterados.

FIG. 3 Diversos constructos UTI-Fc de la presente invencion.

FIG. 4 Estrategia de montaje de ADN (SLIC) utilizada en la construccion de la
fusion de UTI.

FIG. 5 Supresion de la actividad de proteasa (tripsina) por UTI y UTI-Fcl,
SEQ ID NO:1

FIG. 6 Supresion de la actividad de proteasa (quimotripsina) por UTI-Fcl,
UFC1, SEQ ID NO:1.

FIG. 7 Supresion de la actividad de proteasa (proteasas mdultiples) por UTI-
Fcl, UFC1, SEQ ID NO:1.

FIG. 8 Supresion de la secrecion de citocina (IL—-6) UTIl y UTI-Fcl, UTI-Fc,
SEQ ID NO:1.

FIG. 9 Rendimientos de la purificacion de las proteinas de fusion UTI.

FIG. 10 Efecto de SEQ ID NO:1 en Cb5a inducido por LPS en ratones C3H.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION



La presente invencidn provee proteinas de fusion UTI, un dominio UTI y
comparferos de fusion en donde el dominio UTI est4 operativamente ligado al
compariero de fusion. Las proteinas de fusion UTI de la presente invencion tienen
un efecto inhibitorio en las proteasas, que incluye tripsina.

En algunas realizaciones, el compafiero de fusion es un polipéptido Fc. En
algunas realizaciones, el compafero de fusion es un polipéptido Fc humano. En
algunas realizaciones, el compafero de fusion es un analogo del polipéptido Fc
humano. En algunas realizaciones, el compafiero de fusion es un fragmento del
polipéptido Fc humano. En algunas realizaciones, el comparfiero de fusién es un
polipéptido Fc de ratdon. En algunas realizaciones, el comparfiero de fusion es un
polipéptido Fc de rata.

En algunas realizaciones, el compafero de fusion es albamina humana. En
algunas realizaciones, el compafiero de fusion es un analogo de albumina humana.
En algunas realizaciones, el compariero de fusion es albumina humana modificada.
En algunas realizaciones, el compafero de fusion es un fragmento de albumina
humana.

En algunas realizaciones, el dominio UTI es UTI humano (hUTI). En algunas
realizaciones, el dominio UTI es un analogo de hUTI. En algunas realizaciones, el
dominio UTI es un fragmento de hUTI. En ciertas realizaciones, la proteina de fusion
UTI comprende un dominio hUTI de tipo salvaje.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion UTI comprende un dominio
hUTI de tipo salvaje y un dominio Fc humano. En algunas realizaciones, la proteina
de fusion UTI comprende un dominio hUTI de tipo salvaje, un dominio enlazador y
un dominio Fc humano.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion UTI comprende un dominio UTI
humano de tipo salvaje y una albumina humana o su analogo o su fragmento. En
algunas realizaciones, la proteina de fusién UTI comprende un dominio de hUTI de
tipo salvaje, un dominio enlazador y una albumina humana o su analogo o su
fragmento.

En algunas realizaciones, el dominio Fc se une a un receptor de Fc en una
célula humana. En algunas realizaciones, la semivida en suero de la molécula es
significativamente mayor que la semivida del dominio UTI solo. En algunas
realizaciones, la actividad inhibitoria de proteasa del dominio UTI de la molécula es

la misma o mayor que el dominio UTI solo. En algunas realizaciones, la



administracion de la molécula a un raton disminuye las reacciones inflamatorias, que
incluyen, pero no se limitan a, la disminucion de la activacion de las células inmunes
o la disminucion de la produccion, secrecion o actividad de las citocinas o
quimiocinas.

Se entiende que el dominio UTI puede estar operativamente unido al
compairiero de fusion por un dominio enlazador.

La presente invencion provee una proteina de fusion UTI, que comprende un
dominio UTI fusionado a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consta
de a) un dominio Fc, b) un analogo del dominio Fc y c) un fragmento del dominio Fc
en donde el dominio UTI se fusiona al dominio Fc, su analogo, o su fragmento por
un dominio enlazador. La presente invencion provee una proteina de fusion UTI, que
comprende un dominio de hUTI fusionado a un polipéptido seleccionado a partir del
grupo que consta de a) un dominio Fc, b) un anélogo del dominio Fc y c¢) un
fragmento del dominio Fc en donde el dominio de hUTI se fusiona al dominio Fc, su
analogo, o su fragmento por un dominio enlazador.

La proteina de fusion de la presente abarca proteinas que tienen formas
monomericas y multiméricas ya sea que se preparen por una asimilaciéon de un
anticuerpo intacto o se produzcan por otros medios.

Los términos "multimero™ y "multimérico” hacen referencia a las proteinas en
las que los dominios Fc o las moléculas que comprenden los dominios Fc tienen dos
0 mas cadenas de polipéptidos asociadas en forma covalente, no covalente o que
tienen tanto interacciones covalentes como no covalentes. El término multimero
incluye el término dimero.

El término "dimero” hacen referencia a las proteinas en las que los dominios
Fc o moléculas que comprenden los dominios Fc tienen dos cadenas de
polipéptidos asociadas en forma covalente, no covalente o que tienen tanto
interacciones covalentes como no covalentes. Es decir, el término "dimero" hace
referencia a las proteinas de fusion UTI en las que dos dominios Fc se asocian
covalentemente, no covalentemente o que tienen tanto interacciones covalentes
como no covalentes. Mas especificamente, el término "dimero™ hace referencia a las
proteinas de fusion UTI en las que dos dominios Fc se asocian covalentemente.

La presente invencion provee una proteina de fusion UTI, que comprende un
dominio UTI fusionado a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consta

de a) albumina, b) analogos de albuminas, c) fragmentos de albuminas. La presente



invencion también provee una proteina de fusion UTI, que comprende un dominio
hUTI que se fusiona a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consta de
a) una albumina humana, b) analogos de albumina, c) fragmentos de albumina
humana en donde la hUTI se fusiona a la albumina, su analogo o su fragmento

mediante un dominio enlazador.

DEFINICIONES DE LOS TERMINOS

Los términos usados en esta memoria descriptiva y reivindicaciones se
definen segun se establece a continuacion a menos que se indique lo contrario.

Como se utiliza en la presente, los términos "enlazado”, "fusionado” o "fusion”
se usan de manera intercambiable.

Estos términos hacen referencia a la unidbn de dos o mas elementos o
componentes o dominios, por cualquier medio que incluya conjugacion quimica o un
medio recombinante. Los métodos de conjugacion quimica se conocen en la
técnica.

Una "proteina de fusion” hace referencia a un polipéptido que tiene dos o mas
porciones covalentemente unidas, donde una o mas porciones derivan de proteinas
diferentes. Las dos porciones pueden unirse directamente por un unico enlace de
péptidos (p. €j., las porciones enlazadas directamente una con otra) o a través de un
enlazador peptidico que contiene uno o mas residuos de aminoacidos (p. ej. con un
aminodacido interviniente o secuencia de aminoacidos entre las porciones). Por lo
general, el ADN que codifica las dos porciones y el enlazador estara en el marco de
lectura respecto al otro y se producen con técnicas recombinantes.

Un "dominio UTI" es una proteina o péptido que imita la actividad de UTI. Se
entiende que el dominio UTI de la presente invencion puede alterarse de manera
que varien las secuencias de las secuencias de origen natural o nativo de las cuales
derivan, mientras conservan la actividad deseada de la secuencia nativa.
Preferentemente el dominio UTI es un UTI humano nativo (hUTI), sus analogos o
variantes. Las variantes de hUTI incluyen el reemplazo o la modificacion de uno o
mas aminoacidos de hUTI nativo que no son una caracteristica estructural requerida
o proveen actividad funcional, incluso sustituciones conservadoras. Las variantes de
hUTI incluyen la eliminacion o la insercibn de uno o mas aminoacidos de hUTI
nativo que no son una caracteristica estructural requerida o proveen actividad

funcional. Las variantes de hUTI incluyen el reemplazo o la modificacion de uno o



mas aminoacidos del hUTI nativo para modificar una o mas propiedades o
actividades. Las variantes de hUTI incluyen la eliminacién o insercion de uno o mas
aminoacidos del hUTI nativo para modificar una o mas propiedades o actividades de
UTI. Las variantes de hUTI incluyen la eliminacion o la alteracion de los sitios de
glicosilacion en el UTI humano nativo. Las variantes de hUTI incluyen la eliminacion
o alteracion de uno o mas dominios Kunitz. Las variantes de hUTI pueden
introducirse por técnicas estandar, tales como mutagénesis de sitio dirigido y
mutagénesis mediada por PCR.

La secuencia de residuos de aminoacidos del dominio hUTI recombinante se
establece como SEQ ID NO: 31. Por lo general, el dominio UTI incluye una
secuencia al menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntica al dominio hUTI
recombinante que se indica como SEQ ID NO:31.

Un "dominio Fc" es el polipéptido que comprende la region constante de un
anticuerpo que no incluye el primer dominio de inmunoglobulina de region constante
y en algunos casos, parte o toda la bisagra. Asi, un dominio Fc hace referencia a la
porcién de unién no a antigeno de un anticuerpo, ya sea en la forma monomérica o
multimérica. El anticuerpo del cual surge el dominio Fc tiene preferentemente origen
humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas, si bien se prefieren IgG1 e
lgG2.

Un dominio Fc incluye la region bisagra de la cadena pesada. Por "bisagra” o
"region bisagra” o '"region bisagra de anticuerpo” o "regidbn bisagra de
inmunoglobulina” en la presente se hace referencia al polipéptido flexible que
comprende los aminoacidos entre el primer y el segundo dominio constante de un
anticuerpo, tan solo aguas arriba del sitio de escision de papaya. Por consiguiente,
para IgG, un dominio Fc comprende dominios de inmunoglobulina CH2 y CH3 y la
region bisagra entre CH1 y CH2. Si bien los limites de la region Fc pueden variar, la
region Fc de cadena pesada IgG humana se definen por lo general para incluir
residuos C226 o P230 a su extremo terminal carboxilo, en donde la numeracion se
realiza conforme con el indice EU y en Kabat. En algunas realizaciones, como se
describira mas completamente a continuacion, las modificaciones de aminoacidos
se realizan al dominio Fc, por ejemplo para alterar la unibn a uno o mas receptores

FcyR o al receptor FcRn.



Por consiguiente, en ciertas realizaciones, el término dominio Fc incluye la
region bisagra que puede truncarse, modificarse por reemplazo, delecion yl/o
insercion y ademas la region bisagra modificada o no modificada puede ser el sitio
de union de un domino enlazador.

Un "analogo de un dominio Fc" hace referencia a una molécula o secuencia
que esta modificada de su Fc nativo pero que todavia comprende un sitio de unién
para el receptor de reciclaje. El término analogo de un dominio Fc incluye una
molécula o secuencia que esta humanizada a partir de un Fc nativo no humano. El
término analogo de un dominio Fc también incluye una molécula o secuencia que
carece, o tiene modificaciones de, uno 0 mas residuos Fc nativos que afecta o se
ven implicados en la formacién de disulfuro, incompatibilidad con una célula
huésped, heterogenicidad en el extremo N terminal tras la expresion, estabilidad,
glicosilacion, interaccion con un complemento, unién a un receptor de reciclaje de
Fc y/o interaccion con un receptor Fcy.

Los términos "fragmentos del dominio Fc" o "fragmento del dominio Fc" hacen
referencia a un Fc nativo del cual se han eliminado uno o mas sitios donde los sitios
removidos no constituyen las caracteristicas estructurales ni la actividad funcional
que se requieren por las proteinas de fusion de la presente invencion. Los
fragmentos del dominio Fc incluyen borrar residuos del Fc nativo o truncar el Fc
nativo y puede incluir sustituciones de los residuos restantes. Los residuos
insertados o alterados (p. €j., los residuos sustituidos) pueden ser aminoacidos
naturales o aminoacidos alterados, peptidomiméticos, aminoacidos no naturales o
aminoacidos D.

Por lo general, el dominio Fc incluye una secuencia al menos 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 0 99% idéntica a 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgD, IgA, IgE, o IgM, en
particular una IgG1 o IgG2 humana.

El término dominio Fc abarca Fc nativo y analogos de Fc e incluye formas
monomericas y multiméricas ya sea que se preparen mediante una asimilacion de
un anticuerpo intacto o se produzcan por otros medios.

En ciertas realizaciones, un dominio Fc comprende al menos un dominio
bisagra (region bisagra superior, media y/o inferior), un dominio CH2 (o una variante
o fragmento del mismo), y un dominio CH3 (o una variante o fragmento del mismo).

En otra realizacion, un dominio Fc consta de un dominio bisagra (region bisagra



10

superior, media y/o inferior), un dominio CH2 (o una variante o fragmento del
mismo), y un dominio CH3 (o una variante o fragmento del mismo). En ciertas otras
realizaciones, un dominio Fc consta de un dominio bisagra (region bisagra superior,
media y/o inferior), un dominio CH2 (o una variante o fragmento del mismo), un
dominio CH3 (o una variante o fragmento del mismo) y un dominio CH4 (o una
variante o fragmento del mismo). En otra realizacién, un dominio Fc consta de un
dominio bisagra (region bisagra superior, media y/o inferior) y un dominio CH2. En
otra realizaciéon, un dominio Fc consta de un dominio bisagra (region bisagra
superior, media y/o inferior) y un dominio CH3 (0o una variante o fragmento del
mismo). En otra realizacién, un dominio Fc consta de un dominio CH2 (o una
variante o fragmento del mismo), y un dominio CH3 (o una variante o fragmento del
mismo). En otra realizacion, el dominio Fc consta de un dominio CH2 completo y un
dominio CH3 completo. En otra realizacion, el dominio Fc consta de un dominio CH2
completo y un dominio CH3 completo. En una realizacion, un dominio Fc de la
invencion comprende al menos la porcién de la molécula Fc conocida en la técnica
como necesaria para la unidbn FcRn. En otra realizacién, un dominio Fc de la
invencion comprende al menos la porcién de la molécula Fc conocida en la técnica
como necesaria para la union de la Proteina A. En otra realizaciéon, un dominio Fc
de la invencidon comprende al menos la porcion de la molécula Fc conocida en la
técnica como necesaria para la union de la Proteina G.

Conforme con la presente invencion, un dominio Fc por lo general hace
referencia a un polipéptido que comprende todo o parte del dominio Fc de una
cadena pesada de inmunoglobulina. Como se trato anteriormente, esto incluye, pero
no se limita a polipéptidos que comprenden toda la region bisagra, los dominios
CH1, CH2, y/lo CH3 como también los fragmentos de dichos péptidos que
comprenden, por ejemplo, la bisagra, los dominios CH2 y CH3. El dominio Fc puede
derivarse de toda inmunoglobulina de cualquier especie y/o subtipo, incluso pero sin
limitarse a un anticuerpo de IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgD, IgA, IgE, o IgM humana.
Un dominio Fc incluye los ultimos dos dominios de inmunoglobulina de region
constante de IgA, IgD e IgD, los tres dominios de inmunoglobulina de region
constante de IgE e IgM y el extremo N terminal de bisagra flexible de estos
dominios. Para IgA e IgM, Fc puede incluir la cadena J.

Un dominio Fc como se usa en la presente abarca moléculas de Fc nativo y

variantes de Fc. Como con las variantes de Fc y las proteinas de Fc nativo, el
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término dominio Fc incluye moléculas en la forma monomeérica y multimérica, en
caso que se asimile a partir de un anticuerpo o se produzca por otro medio.

Como se indica en la presente se entiende, que todo dominio Fc puede
modificarse de manera que varie en la secuencia de aminoacidos del dominio Fc
nativo de la molécula de inmunoglobulina de origen natural. En ciertas realizaciones
ejemplares, el dominio Fc conserva una funcién efectora, por ejemplo, unién a FcyR.
En ciertas realizaciones ejemplares, el dominio Fc carece de una funcién efectora,
por ejemplo, unién a FcyR.

El dominio Fc de la invencion puede derivar de moléculas de inmunoglobulina
diferentes. Por ejemplo, un dominio Fc puede comprender un dominio CH2 y/o CH3
que deriva de una IgG1 y region bisagra derivada de 1gG3.

En algunas realizaciones, las proteinas de fusién UTI incluyen un dominio Fc.
Los dominios Fc utiles para producir las proteinas de fusion UTI de la presente
invencion pueden obtenerse a partir de una cantidad de fuentes diferentes. En
realizaciones preferidas, un dominio Fc de las proteinas de fusion UTI deriva de una
inmunoglobulina humana. Se entiende, sin embargo, que el dominio Fc puede
derivarse de una inmunoglobulina de otra especie de mamiferos, que incluye por
ejemplo, especies de roedores (p. €j., un ratén, rata, conejo, cobayo) o primates no
humanos (p. ej. chimpancé, macaco). Ademas, el dominio Fc de las proteinas de
fusion UTI o su porcidon puede derivarse de toda clase de inmunoglobulina.

Los términos "tipo salvaje” o "wt" 0 "nativo” como se utilizan en la presente
hacen referencia a una secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleotidos
gue se encuentra en la naturaleza, incluso las variaciones alélicas. Una proteina de
tipo salvaje, polipéptido, anticuerpo, inmunoglobulina, 1gG, polinucleétido, ADN,
ARN vy similar tiene una secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleotidos
gue no se ha modificado intencionalmente.

En ciertas realizaciones, las proteinas de fusion UTI de la presente invencion
pueden emplear un dominio enlazador. El dominio enlazador se usa para
operacionalmente conectar un dominio UTI a un compariero de fusion.

El término "dominio enlazador” hace referencia a enlazadores de polipéptidos,
enlazadores no peptidicos y sus combinaciones. En particular, un dominio enlazador
puede ser un polipéptido. Como se utiliza en la presente, el término "dominio
enlazador" hace referencia a una secuencia que conecta dos dominios en una

secuencia lineal. Tal como se utiliza en la presente, el término "enlazador de
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polipéptido” hace referencia a una secuencia de péptidos o polipéptidos (p. €j., una
secuencia de péptidos o polipéptidos sintética) que conecta dos dominio en una
secuencia de aminoacidos lineal de una cadena de polipéptidos. Por ejemplo, los
enlazadores de polipéptidos pueden usarse para conectar un dominio UTI a un
dominio Fc. Preferentemente, dichos enlazadores de polipéptidos pueden proveer
flexibilidad a la molécula de polipéptidos. Una proteina de fusion UTI de la invencion
puede comprender un dominio enlazador, que incluye un enlazador peptidico.

Por ejemplo, un dominio enlazador puede usarse para conectar dos dominios
en una secuencia de aminoacidos lineal de un enlazador polipeptidico, tal como la
union a un dominio UTI con un dominio Fc. En ciertas realizaciones, un dominio
enlazador puede usarse para conectar un dominio UTI a un dominio de FC. El
dominio enlazador puede usarse para conectar los dominios en cualquier orden, Por
ejemplo, en algunas realizaciones un enlazador conectard un dominio UTI y un
dominio Fc con el orden UTIl-enlazador—Fc, mientras que en otras realizaciones un
enlazador conectara un dominio UTI y un dominio Fc con el orden Fc—enlazador—
UTI, mientras que las regiones de polipéptidos se indican desde el extremo N
terminal al extremo C terminal. Enlazadores polipeptidicos ejemplares incluyen
aguellos que constan de residuos de glicina y serina, los bien denominados
enlazadores polipeptidicos Gly—Ser. Como se utiliza en la presente, el término
"enlazador polipeptidico Gly—Ser" hace referencia a un péptido que consta de
residuos de glicina y serina. Un enlazador polipeptidico Gly—Ser ejemplar
comprende la secuencia de aminoacidos Ser(GlysSer)r en donde n es un numero
entero 1 a 10, SEQ ID NO:33-42, respectivamente. En una realizacion, la proteina
de fusion UTI incluye uno o dos enlazadores polipeptidicos Gly—Ser en donde n=I.
En una realizacion, la proteina de fusiéon UTI incluye uno o dos enlazadores
polipeptidicos Gly—Ser en donde n=2. En una realizacion, la proteina de fusion UTI
incluye uno o dos enlazadores polipeptidicos Gly—Ser en donde n=3. En una
realizacion, la proteina de fusion UTI incluye uno o dos enlazadores polipeptidicos
Gly—Ser en donde n=4. En una realizacion, la proteina de fusion UTI incluye uno o
dos enlazadores polipeptidicos Gly—Ser en donde n=5. En una realizacion, la
proteina de fusién UTI incluye uno o dos enlazadores polipeptidicos Gly—Ser en
donde n=6. En una realizacion, la proteina de fusion UTI incluye uno o dos
enlazadores polipeptidicos Gly—Ser en donde n=7. En una realizacion, la proteina de

fusion UTI incluye uno o dos enlazadores polipeptidicos Gly—Ser en donde n=8. En
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una realizacion, la proteina de fusion UTI incluye uno o dos enlazadores
polipeptidicos Gly—Ser en donde n=9. En una realizacion, la proteina de fusion UTI
incluye uno o dos enlazadores polipeptidicos Gly—Ser en donde n=10.

Otro enlazador ejemplar se da en SEQ ID NO:43.

El término "que comprende" hace referencia a que un compuesto, es decir,
proteina de fusion, puede incluir aminoacidos adicionales en ambos extremos N o C
terminales. Por supuesto, estos aminoacidos adicionales no deberian interferir en
forma significativa con la actividad del compuesto, es decir, la proteina de fusion.

El término "aminoacido" hace referencia a aminoacidos de origen natural o
sintético como también a analogos de aminoacidos y miméticos de aminoacidos que
funcionan de manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos
de origen natural son aquellos codificados por el codigo genético, como también
aguellos aminoacidos codificados que se modifican posteriormente, por ejemplo,
hidroxiprolina y fosfoserina. Los analogos de aminoacidos hacen referencia a un
compuesto, es decir, proteinas de fusion que tienen la misma estructura quimica
basica que los aminoacidos de origen natural, es decir, un atomo de carbono unido
a un atomo de hidrégeno, grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R. Los
analogos de aminoéacidos tienen grupos R modificados, o dan lugar a estructuras de
polipéptidos modificadas, pero conservan la misma estructura quimica basica que
los aminoacidos de origen natural.

El término "sustitucion de aminoacidos” hace referencia al reemplazo de al
menos un residuo de aminoacidos existente en una secuencia de aminoacidos
predeterminada o nativa con un aminoacido de "reemplazo” diferente.

El término "insercion de aminoacidos" hace referencia a la insercion de uno o
mas aminoacidos adicionales en una secuencia de aminoacidos pretederminada o
nativa. La insercion puede ser uno, dos, tres, cuatro, cinco o hasta veinte residuos
de aminoacidos.

El término "delecion de aminoacidos” hace referencia a la remocion de al
menos un aminoacido de una secuencia de aminoacidos predeterminada o nativa.
La delecion puede ser uno, dos, tres, cuatro, cinco o hasta veinte residuos de
aminoacidos.

Los términos "polipéptido”, "péptido™ y "proteina” se usan de manera indistinta
en la presente y hacen referencia a un polimero de los residuos de aminoacidos.

Los términos aplican a los polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
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aminoacidos son un aminoacido no natural, un aminoacido sintético o0 un
aminoacido mimético.

El término "acido nucleico” hace referencia a un desoxirribonucleotido o
ribonucleotido y a sus polimeros en ya sea una forma de cadena simple o doble. El
término "acido nucleico” se usa en forma indistinta con genes, nucleoétidos,
polinucledtidos, ADNc, ADN y ARNm. A menos que especificamente se encuentre
limitado, el término abarca los acidos nucleicos que contienen analogos de
nucleotidos naturales conocidos que tienen propiedades de unidn similares al acido
nucleico natural. A menos que se limite especificamente, una secuencia de
nucleotidos particular también abarca sus variantes conservativamente modificadas
(por ejemplo, aquellas que contienen sustituciones de codones redundantes) y
secuencias complementarias como también las secuencias especificamente
descriptas.

Los polinucledtidos de la presente invencion pueden estar formados por
cualquier polirribonucledtido o polidesoxirribonucleotido, que puede ser ARN o ADN
no modificado o ARN o ADN modificado. Por ejemplo, los polinucleétidos pueden
estar formados por regiones con cadena simple o doble, regiones con cadena
simple o doble combinadas. Ademas, los polinucleotidos pueden presentar regiones
con cadena triple que contienen ARN o ADN o tanto ARN como ADN. Los
polinucledtidos modificados incluyen bases modificadas, tales como bases tritiladas
0 bases inusuales tales como inosina. Una variedad de modificaciones pueden
realizarse al ARN o ADN, entonces el polinucleétido incluye formas modificadas
quimica, enzimatica o metabdlicamente.

El término "derivatizado” o "derivado” hace referencia a un compuesto, es
decir, proteinas de fusién que tienen una porcion ciclica, por ejemplo, entrecruzada
entre residuos de cisteinil, el compuesto, es decir, la proteina de funcion, esta
entrecruzado, uno o0 mas enlaces de peptidilo se sustituyen por un enlace no
peptidico, o el extremo N terminal se sustituye por un NRRi1i, NRC(O)Ri,
NRC(O)OR1, NHC(O)NHR1, NRS(O)2R2, succinamida u otro grupo en donde Ry Ri1
se definen en la presente y/o el extremo C terminal se sustituye con C(O)R3 0 NR4Rs
, Y el compuesto, es decir, la proteina de fusion en la que los restos de aminoacidos
estan modificados por el tratamiento con agentes capaces de reaccionar con las
cadenas secundarias seleccionadas o los residuos terminales. R se selecciona a

partir del grupo que esta formado por hidrogeno y alquiloCi-6 , R1 se selecciona a
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partir del grupo que esta formado por hidrogeno y alquiloCi-6 , R2 se selecciona a
partir del grupo que estd formado por alquiloCi-s, cicloalquilo Cs-s, y fenilo
opcionalmente sustituido; R3 se selecciona a partir del grupo que esta formado por
hidrogeno, alquilo Ci-s, y cicloalquilo Cs-s; R4 se selecciona a partir del grupo que
esta formado por hidrégeno y alquilo Ci-s; Rs se selecciona a partir del grupo que
esta formado por hidrogeno, alquilo Ci-s y cicloalquilo C3-s; 0 R4 y Rs se toman
juntos con el nitrogeno al cual estan unidos para formar un anillo de 4 a 7 miembros
saturado, que opcionalmente tiene 1 heteroatomo anular adicional seleccionado a
partir del grupo N, Oy S.

El término "alquilo Ci-s " hace referencia a una cadena de alquilo recta o
ramificada de uno a seis atomos de carbono.

El término “cicloalquilo Cs-s” hace referencia a un anillo de alquilo monociclico
o biciclico, saturado o parcialmente (pero no completamente) insaturado de tres a
ocho atomos de carbono, e incluye ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y
similares. Se entiende que el término incluye ciclopentilo y ciclohexilo
benzofusionados.

El término "fenilo opcionalmente sustituido” hace referencia a un grupo fenilo
opcionalmente sustituido con 1 a 3 sustituyentes independientemente seleccionados
a partir del grupo que esta formado por halo, alquilo Cis, alcoxi Ci-s, ciano y
trifluorometilo.

PREPARACION

Los compuestos, es decir, las proteinas de fusion de esta invencion pueden
prepararse por métodos sintéticos estandar, técnicas de ADN recombinante u otros
métodos para preparar los péptidos y las proteinas de fusidbn. En un proceso
ejemplar un dominio hUTI esta covalentemente unido a un dominio Fc por la
expresion de un constructo de ADN que codifica el dominio UTI y el dominio Fc y
todo dominio enlazador.

Se prevén maneras alternativas de construir una proteina de fusion UTI. En
algunas realizaciones, la orientacién del dominio puede alterarse para construir una
molécula Fc—UTI o una molécula UTI-Fc o una molécula UTI-Fc-UTI que conserve
la union FcR y tenga un dominio UTI activo.

En algunas realizaciones, las proteinas de fusion UTI incluyen un dominio Fc
de tipo salvaje que puede permitir que la proteina de fusidon experimente endocitosis

tras la union a FcRn (receptor Fc neonatal). Asi, la presente invencidon ademas
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provee métodos para producir las proteinas de fusion UTI divulgadas. Estos
métodos abarcan el cultivo de una célula huésped que contiene los acidos nucleicos
aislados que codifican las proteinas de fusion UTI de la invencion. Como apreciaran
aguellos expertos en la técnica, esto puede realizarse de diversas maneras,
dependiendo de la naturaleza de la proteina de fusidbn UTI. En algunas
realizaciones, se produce la proteina de fusion UTI de la invencion y puede aislarse.

En general, se proveen los acidos nucleicos que codifican la proteina de fusion
UTI de la invencion. Dichos polinucleotidos codifican un dominio UTI, el compariero
de fusion y todo dominio enlazador. La presente invencion también contempla los
fragmentos de oligonucleétidos que derivan de los polinucleétidos divulgados y las
secuencias de acidos nucleicos complementarias a estos polinucleétidos.

Los polinucledtidos pueden estar en la forma de ARN o ADN. Los
polinucledtidos en la forma de ADN, ADNc, ADN genomico, analogos de &cidos
nucleico y ADN sintético estan dentro del alcance de la presente invencion. El ADN
puede ser de cadena doble o de cadena simple, y si es de cadena simple, puede ser
la cadena codificadora (sentido) o la cadena no codificadora (antisentido). La
secuencia codificadora que codifica el polipéptido puede ser idéntica a la secuencia
codificadora provista en la presente o puede ser una secuencia codificadora
diferente, que, como resultado de la redundancia o degeneracion del codigo
genético, codifica los mismos polipéptidos que el ADN provisto en la presente.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos que codifican las proteinas de
fusion UTI de la invencion se incorporan en los vectores de expresion, que pueden
ser extracromosomicos o estar disefiados para integrarse en el genoma de la célula
huésped en la que se introducen. Los vectores de expresion pueden contener toda
cantidad de secuencias regulatorias apropiadas (incluso, sin limitacién, secuencias
de control transcripcionales y translacionales, promotores, sitios de unidn
ribosémico, potenciadores, origenes de replicacion, etc) u otros componentes
(genes de seleccion, etc.), todos los cuales estan operablemente unidos como bien
se sabe en la técnica. En algunos casos, se usan dos acidos nucleicos y cada uno
puesto en un vector de expresion diferentes (p. ej., cadena pesada en un primer
vector de expresion, cadena ligera en un segundo vector de expresion), o
alternativamente pueden estar puestos en el mismo vector de expresion. Aquellos
expertos en la técnica apreciaran que el disefio de los vectores de expresion,

incluso la seleccidon de secuencias regulatorias puede depender de factores tales
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como la eleccion de la célula huésped, el nivel de expresion de proteina deseado,
etc.

En general, los acidos nucleicos y/o la expresion se puede introducir en una
célula huésped adecuada para crear una ceélula huésped recombinante mediante el
uso de todo método apropiado para la célula huésped seleccionada (p. e€j.,
transformacion, transfeccion, electroporacion, infeccion), de manera que las
moléculas de acido nucleico se unan operativamente a uno 0 mas elementos de
control de expresion (p. €. en un vector, en un constructo creado por los procesos
en la célula, integrados en el genoma de la célula huésped). La célula huésped
recombinante resultante puede mantenerse bajo condiciones adecuadas para la
expresion (p. ej., en la presencia de un inductor, en un animal no humano adecuado,
en un medio de cultivo adecuado complementado con sales apropiadas, factores de
crecimiento, antibiéticos, complementos nutricionales, etc), en donde se producen
los polipéptidos codificados. En algunos casos, se introducen cadenas pesadas en
una célula y la cadena ligera en otra.

Las lineas celulares de mamiferos disponibles como huéspedes para la
expresion se conocen en la técnica e incluyen muchas lineas celulares
inmortalizadas disponibles a partir de la Coleccibn americana de cultivos tipo
(American Type Culture Collection, ATCC), Manassas, VA que incluyen pero no se
limitan a células de ovario de hamster chino (CHO), células HEK 293, células NSO,
células HelLa, células de rifidn de hamster (BHK), células de rindbn de mono (COS),
células del carcinoma hepatocelular humano (p. ej., HepG2) y una cantidad de otras
lineas celulares. Las células que no pertenecen a mamiferos que incluyen pero no
se limitan a células bacterianas, de levaduras, insecto y plantas pueden también
utilizarse para expresar anticuerpos recombinantes. En algunas realizaciones, los
anticuerpos pueden producirse en animales transgénicos tales como vacas o pollos.

En una realizacion, las proteinas de fusion de la invencion se codifican por una
secuencia de nucledtidos. Las secuencias de nucledtidos de la invencién pueden
ser Utiles para una cantidad de aplicaciones, que incluyen: clonacion, terapia génica,
expresion y purificacion de proteinas, introduccion de mutacion, vacuna de ADN de
un huésped que lo necesita, generacion de anticuerpos para, p. €j., inmunizacion
pasiva, PCR, generacion de cebador y sonda, disefio y generacion de ARNip y
similares. En una realizacion, la secuencia de nucleotidos de la invencion

comprende, esta formada por o consta esencialmente de, una secuencia de
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nucleotidos seleccionada a partir de la SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22, 24, 26, 28, 30, 0 32.

En una realizacion, una secuencia de nucleétidos incluye una secuencia de
nucleotidos al menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntica a la secuencia de
nucledtidos indicada en la SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12 ,14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, o 32. En una realizacion, una secuencia de nucleotidos incluye una
secuencia de nucleodtidos contigua al menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntica
a la secuencia de nucleétidos indicada en SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12 ,14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 0 32.

Las proteinas de fusion UTI preferidas de la invencibn comprenden una
secuencia (p. ej. al menos un dominio Fc) derivada de una secuencia de
inmunoglobulina humana. Sin embargo, las secuencias pueden comprender una o
mas secuencias de otras especies de mamiferos. Por ejemplo, un dominio Fc de
primate o un dominio de nucleasa pueden incluirse en la secuencia del sujeto. En
forma alternativa, uno 0 mas aminoacidos murino pueden estar presentes en un
polipéptido. En algunas realizaciones, las secuencias de polipéptidos de la invencion
no son inmunogénicas y/o presentan una inmunogenicidad reducida. Las proteinas
de fusién UTI de la invencién pueden comprender sustituciones de aminoacidos
conservadoras en uno o mas residuos de aminoacidos, p. ej, en residuos de
aminoacidos esenciales o no esenciales. Una "sustitucion de aminoacidos
conservadora” es una en la que el residuo de aminoacidos se sustituye con un
residuo de aminoacidos con una cadena lateral similar. Las familias de residuos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares se han definido en la técnica, e
incluyen cadenas laterales basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidas (p. ej., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares
sin carga (p. ej. glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina),
cadenas laterales no polares (p. ej., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas por beta (p. €j.,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. ej., tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina). De este modo, un residuo de aminoacidos no
esencial en un polipéptido de unidn se sustituye preferentemente por otro residuo de

aminoacidos de la misma familia de cadena lateral. En otra realizacion, una cadena
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de aminoacidos puede sustituirse con una cadena estructuralmente similar que
difiere en orden y/o composicién de los miembros de la cadena lateral. En forma
alternativa, en otra realizacion, se pueden introducir mutaciones en forma aleatoria
en toda o parte de una secuencia codificadora, tal como por mutagénesis de
saturacion, y los mutantes resultantes pueden incorporarse en los polipéptidos de
unién de la invencién y seleccionarse por su capacidad de unirse a la diana
deseada.

UsosS

En algunas realizaciones, la invencion provee métodos para diagnosticar y
tratar condiciones relacionadas con el UTI. Como se utilizan en la presente
"condiciones”, "trastornos" y “"enfermedades" hacen referencia a un estado no
saludable o anormal. El término "condiciones relacionadas con UTI" incluye
condiciones, trastornos y enfermedades en las que UTI provee un beneficio
terapéutico. El término “"condiciones relacionadas con UTI" incluye condiciones
caracterizadas por un efecto inmunomodulador o inflamatorio. En particular, el
término condiciones relacionadas con UTI incluye pancreatitis, que incluye
pancreatitis aguda y pancreatitis cronica, el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, insuficiencia circulatoria aguda (p. ej, provocada por coque), coagulacion
intravascular diseminada y sindrome de disfuncion multiorganica. El término
condiciones relacionadas con UTI también incluye el uso en pacientes quirdrgicos
de alto riesgo. El término condiciones relacionadas con UTI incluye infecciones de
pulmoén, higado, corazon o riiion. El término condiciones relacionadas con UTI
también incluye sepsis grave. El término condiciones relacionadas con UTI también
incluye lesién pulmonar aguda (Acute Lung Injury, ALI) provocada por virus SARS o
sindrome de distrés respiratorio agudo (Acute Respiratory Distress Syndrome,
ARDS).

En una realizacion, la invencién provee métodos para tratar una condicion
relacionada con UTI, que comprenden administrar a un paciente que lo necesita una
cantidad efectiva, p. €j., una cantidad farmacéuticamente efectiva, de una proteina
de fusion UTI divulgada. En ciertas realizaciones, la condicion es una especialmente
mencionada aqui.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se preparan de
una manera conocida en la técnica farmacéutica e incluyen al menos una de las

proteinas de fusion UTI de la invencidbn como ingrediente activo. La composicion
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farmacéutica de las proteinas de fusion UTI utilizadas conforme con la presente
invencion se prepara al mezclar una proteina de fusion UTI que tiene el grado
deseado de pureza con excipientes farmacéuticamente aceptables opcionales. El
término "excipientes farmacéuticamente aceptable” hace referencia a aquellos
tipicamente usados en la preparacion de composiciones farmacéuticas y deberia ser
farmacéuticamente puro y no toxico en las cantidades en que se utiliza. Por lo
general son materiales sélidos, semisolidos o liquidos en los que el agregado puede
servir como un vehiculo o medio para el ingrediente activo. Algunos ejemplos de
excipientes farmacéuticamente aceptables se encuentran en Remington:
Pharmaceutical Sciences and the Handbook of Pharmaceutical Excipients e incluyen
diluyentes, vehiculos, portadores, matrices de liberacion sostenida, agentes
estabilizadores, conservantes, disolventes, agentes de suspension, tampones,
emulsionantes, tintes, propelentes, agentes de recubrimiento y otros. Por lo general
para la administracion intravenosa o por inyeccion las proteinas de fusion UTI de la
presente invencion se encuentran en la forma de formulaciones liofilizadas, o
soluciones acuosas.

Los excipientes farmaceéuticamente aceptables no son toxicos para los sujetos
en las cantidades utilizadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros
acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico y metionina;
conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol de butilo
o bencilo; alquil parabenos tales como metal o propel parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3—pentanol; y m—cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos
de alrededor de 10 residuos); proteinas, tales como albumina en suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina,;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contrapones formadores de sales tales como sodio;
complejos metalicos (p.ej., complejos de proteinas Zn); y/o surfactantes no iénicos
tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Las composiciones farmacéuticas de la presente también pueden contener
mas de un ingrediente activo, es decir, proteina de fusion, segun sea necesario para

la indicacion particular bajo tratamiento, preferiblemente aquellos con actividades
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complementarias que no afectan de manera adversa al otro. Dichas moléculas estan
presentes en forma adecuada en combinacion en cantidades que son efectivas para
los fines pretendidos.

Las composiciones farmacéuticas a utilizar para la administracion in vivo
deberian ser estériles o casi. Esto se logra facilmente mediante filtracion a través de
membranas de filtracion estériles.

Las proteinas de fusion UTI de la invencion se administran a un sujeto,
conforme con métodos conocidos, tal como la administracion intravenosa como bolo
o por la infusion continua durante un periodo de tiempo, mediante inyeccion
intramuscular, intraperitoneal, intracerobrospinal, subcutanea, intraarticular,
intrasinovial o intratecal o infusidn o vias tépicas o inhalacion. Se prefiere la
administracion intravenosa o subcutanea de la proteina de fusion UTI.

Los términos "tratar”, "tratamiento” y "trata" incluyen mejorar las condiciones
descriptas en la presente. Los términos "tratar”, "tratamiento” y "trata” incluyen todos
los procesos que proveen una desaceleracion, interrupcion, detencion, control o
parada del estado o progresion de las condiciones descriptas en la presente, pero
no necesariamente indican una eliminacion total de todos los sintomas o una cura
de la condicion. Los términos "tratar”, "tratamiento™ y "trata" tienen por objeto incluir
el tratamiento terapéutico de dichos trastornos. Los términos "tratar”, "tratamiento” y
"trata” tienen por objeto incluir el tratamiento terapéutico de dichos trastornos.

Como se utiliza en la presente, los términos "paciente” y "sujeto" incluyen
seres humanos y animales no humanos, por ejemplo, mamiferos, tales como
ratones, ratas, cobayos, perros, gatos, conejos, vacas, caballos, ovejas, cabras y
cerdos. El término también incluye aves, peces, reptiles, anfibios y similares. Se
entiende que un paciente mas particular es un ser humano. También, pacientes y
sujetos mas particulares son los mamiferos no humanos, tales como ratones, ratas y
perros.

Tal como se utiliza en la presente, el término "cantidad eficaz" hace referencia
a la cantidad de compuesto es decir, proteina de fusion de la invencion que trata,
tras una administracion de dosis Unica o mdltiple, a un paciente que sufre de la
condicion mencionada. Una cantidad efectiva puede ser determinada con facilidad
por el especialista en diagndéstico tratante como un profesional médico, tal como un

médico o0 un veterinario como un experto en la técnica, mediante el uso de técnicas

conocidas y mediante la observacion de los resultados obtenidos bajo
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circunstancias analogas. Por ejemplo, un profesional médico podria comenzar las
dosis del medicamento empleado en la composicion farmacéutica a niveles mas
bajos que los requeridos para lograr el efecto terapéutico deseado y gradualmente
incrementar la dosis hasta que se logre el efecto deseado.

En la determinacion de la cantidad efectiva, en la dosis, se consideran una
cantidad de factores por parte del especialista en diagndstico, incluso, pero no se
limita a: las especies de pacientes, su tamafio, edad y salud en general; la condicion
especifica, trastorno o enfermedad involucrada, el grado de o la implicacién o la
gravedad de la condicion, el trastorno, o la enfermedad, la respuesta del paciente
individual, el compuesto en particular, es decir, la proteina de fusién, administrada;
el modo de administracion; las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparacion
administrada; el régimen de dosis seleccionado; el uso de medicamentos
concomitantes y otras circunstancias relevantes. Pueden determinarse cantidades
especificas por los expertos en la técnica. Si bien estas dosificaciones se basan en
sujetos humanos promedio con una masa de 60 kg a aproximadamente 70 kg, el
médico podra determinar la dosis apropiada para un paciente (p. ej., un infante)
donde la masa se encuentra fuera de este rango de peso.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proveer la respuesta deseada.
Por ejemplo, se puede administrar un bolo Unico, se puede administrar varias dosis
divididas en el tiempo o la dosis puede reducirse o incrementarse proporcionalmente
segun lo indican las exigencias de la situacion terapéutica.

Las composiciones parenterales pueden formularse en una forma unitaria de
dosificacion para facilitar la adminsitracion y uniformidad de la dosificacion. La forma
unitaria de dosificacion como se utiliza en la presente hace referencia a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos a
ser tratados, cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto
activo, es decir, proteina de fusion, calculada para producir el efecto terapéutico
deseado en asociacion con el portador farmacéutico requerido.

Las composiciones farmacéuticas de la presente se formulan preferentemente
en una forma de dosificacién unitaria, cada dosis por lo general contiene desde
aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 100 mg de una proteina de fusion UTI
de la invencion. El término "forma de dosificacion unitaria” hace referencia a una
unidad fisicamente discreta que contiene una cantidad predeterminada de

ingrediente activo, en asociacion con un excipiente farmacéutico adecuado,
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mediante el cual uno o0 mas se usan a traves de los regimenes de dosificacion para
producir el efecto terapéutico deseado. Una o mas "formas de dosificacion unitaria”
pueden tomarse para afectar la dosis de tratamiento.

Un rango no limitante ejemplar para una cantidad efectiva de una proteina de
fusion UTI utilizada en la presente invencion es aproximadamente 0,1-100 mg/kg,
tal como aproximadamente 0,1-50 mg/kg, por ejemplo aproximadamente 0.1-20
mg/kg, tal como aproximadamente 0,1-10 mg/kg, por ejemplo aproximadamente 0,5
mg/kg, aproximadamente tal como 0,3 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, o
aproximadamente 3 mg/kg. En otra realizacion, la proteina de fusion UTI se
administra en una dosis de 1 mg/kg o mas, tal como una dosis de desde 1 a 20
mg/kg, p. €j., una dosis de desde 5 a 20 mg/kg, p. €j., una dosis de 8 mg/kg. Un
rango ejemplar no limitante para una cantidad efectiva de una proteina de fusiéon UTI
utilizada en la presente invencion es aproximadamente 1-500 mg/dosis, tal como
aproximadamente 1-100 mg/dosis, por ejemplo aproximadamente 1-50 mg/dosis,
tal como aproximadamente 1-10 mg/dosis, por ejemplo aproximadamente 1
mg/dosis, o aproximadamente 3 mg/dosis, o aproximadamente 5 mg/dosis.

En una realizacion, la proteina de fusion UTI se administra por infusion en una
dosificacion de cada 3 dias o semanalmente de desde 10 a 500 mg/dosis. Dicha
administracion puede repetirse segun sea necesario para mantener el efecto
terapéutico deseado.

Como ejemplos no limitantes, el tratamiento conforme con la presente
invencion puede proveerse como una dosificacion de la proteina de fusion UTI en
una cantidad de aproximadamente 0,1-100 mg/kg, tal como 0,5, 0,9, 1,0, 1,1, 1,5, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 mg/kg, por dia, en al menos uno por dia;
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 0 40 mg/kg, o alternativamente,
al menos una vez por semana 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 o 20 mg/kg después del comienzo del tratamiento o cualquiera de sus
combinaciones. Como ejemplos no limitantes, el tratamiento conforme con la
presente invencion puede ser provisto como una dosificacion de la proteina de fusion
UTI en una cantidad de aproximadamente 1-100 mg/dosificacion, tal como 1, 5, 10,
20, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100 150, 200, 250, 300, 350, o 400

mg/dosificacion. En al menos una vez por dia 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
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14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, o 40 mg/dosificacion después del comienzo del tratamiento, o
cualquiera de sus combinaciones. En al menos uno por semana 1, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, o 100 mg/dosificacion después del comienzo del tratamiento, o
cualquiera de sus combinaciones.

Las proteinas de fusion UTI de la invencion encuentran uso en una variedad
de aplicaciones, incluso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con UTI.
Las proteinas de fusion UTI de la invencion encuentran uso en el tratamiento de
enfermedades con involucramiento del sistema inmune, enfermedades autoinmunes,
enfermedades inflamatorias, respuestas inflamatorias posoperatorias, enfermedades
asociadas con lisosoma, enfermedades de coagulacion, enfermedades relacionadas
con la proteasa y como terapia adyuvante durante la cirugia. Las proteinas de fusion
UTI de la invencidon pueden encontrar uso en el tratamiento de pancreatitis (incluso
pancreatitis inducida por endoscopia y pancreatitis aguda), artritis, ASARS, sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica, insuficiencia circulatoria agua, sepsis, hepatitis,
apendicitis, colitis, insuficiencia organica, dafio organico (incluso pancreas, riién,
pulmoén), lesion por reperfusion, sindrome de Stevens—Johnson, necrolisis
epidérmica téxica, shock, lesiones isquémicas, lesion pulmonar aguda (incluso
aguella provocada por diseccion aortica aguda) , asma, inflamacion pulmonar,
neumonia (incluso asociada al ventilador), coagulacion intravascular diseminada
(DIC), sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), y sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica.

Las proteinas de fusién UTI de la presente invencién pueden encontrar uso en
las proteasas inhibidoras, incluso las serina proteasas, incluso, tripsina,
guimoripsina, trombina, calicreina, plasmina, elastasa, catepsina, lipasa,
hialuronidasa, factores IXa, Xa, Xla, y Xlla, y elastasa leucocitaria polimorfonuclear.

Las proteinas de fusién UTI de la presente invencién pueden encontrar uso en
la supresion de mediadores proinflamatorios, tales como citocinas, factor de
necrosis tumoral alfa, interleucina—-1, -1, -4, —6 y -8, —10 y quimiocinas.

Las proteinas de fusion UTI de la presente invencién pueden encontrar uso en
el tratamiento del cancer, incluso la prevencién de la invasion tumoral y metastasis,
indices alterados de apoptosis, y reduccion de la pérdida de la funcion renal en el

tratamiento con cisplatino.
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Las proteinas de fusidon UTI de la presente invencidon encuentran uso para
tratar el SIDA, incluso como tratamiento adyuvante.

EJEMPLOS

A continuacion hay ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la
presente invencion. Los ejemplos a continuacion se ofrecen con fines ilustrativos
solamente y no pretenden limitar el alcance de la invencidon en ninguna forma. Se
han hecho esfuerzos para asegurar la precision con respecto a los nameros
utilizados (p. ej., cantidades, temperaturas, etc.), pero se deberian permitir, por
supuesto, algunos errores y desviaciones experimentales. La practica de la
presente invencidon empleara, a menos que se indique lo contrario, los métodos
convencionales de la quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN
recombinante y farmacologia, dentro de la técnica. Dichas técnicas se explican
completamente en la literatura. Ver, p. ej., T.E. Creighton, Proteins: Structure and
Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger,
Biochemistry (Worth Publishers, Inc.); Sambrook, et al, Molecular Cloning: A
Laboratory J\1anual (2nd Edition, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowlck and
N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th
Edition (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990); Carey and
Sundberg Advanced Organic Chemistry 3.° edicion (Plenum Press) Vol Ay B (1992).

EJEMPLO 1: Construccion de vectores de ADN que codifican las proteinas de
fusion UTI.

Los métodos para realizar biologia molecular se conocen en la técnica y
pueden encontrarse por ejemplo, en Molecular Cloning: A laboratory Manual 4.°
edicion (Micheal Green and Joseph Sambrook, Cold Spring Harbor Press, 2012).

Un gen que codifica UTI-Fcl se ordend usando los servicios de sintesis de
genes optimizada por codon GeneArt de Life Technologies (Carlsbad, CA). La
secuencia de proteina es segun se enumera en SEQ ID NO: 1 con un péptido de
sefial, MGWSCIILFLVATATGVHS, agregado para secrecion. La Figura 1 muestra
las regiones generales de UTI utilizadas en la fusion. El gen que codifica UTI-Fcl
se ligd en un vector de expresion de mamiferos. Los vectores de expresion de
mamiferos se conocen en la técnica, incluso vectores pSecTag2/Hygro A, pcDNA4
y pcDNAG (Life Technologies, Carlsbad CA). El vector se degradd con las enzimas
de restriccion, Hindlll-HF y EcoRI de New England Biolabs (NEB). Este fragmento

se ligd en el vector de expresion que provee resistencia a carbenicilina y se degrado
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con las mismas dos enzimas de restriccion. Una relacion molar de vector inserto de
1:3 se uso en la ligacion. EI ADN ligado se transformé en células E.coli competentes
guimicamente con 10-beta de NEG y se colocaron en placas LB con carbenicilina
para que crezcan durante toda la noche. Las colonias crecieron durante toda la
noche en LB con carbenicilina y ADN miniprep se prepar6 con el Kit QlAprep Spin
Miniprep de Qiagen (Qiagen, Hilden, Germany). Luego se secuenci6 el ADN usando
servicios de secuenciamiento de ADN de Bio Applied Technologies Joint (BATJ,
San Diego). La colonia verificada por secuencia se desarrolld posteriormente en
medio LB con carbenicilina para la purificacion del ADN con el instrumento
BenchPro 2100 y MaxiCard de Life Technologies.

EJEMPLO 2: Construccion de vectores de ADN que codifican las proteinas de
fusion UTI-Fc.

SEQ ID NO:1-28 enumeran las secuencias de ADN y proteinas de algunas
proteinas de fusibn UTI-Fc. Estas proteinas de fusion UTI comprenden
modificaciones que alteran los isotipos Ig, enlazadores, dominios UTI, y orden de
dominio UTI y FC (extremo N o C terminal), especies UTI, especies Fc, residuo de
inicio/parada de UTI, enlaces a azucar, sitios sensibles a proteasa, y funcion
efectora Fc. Algunas proteinas UTI-Fc se describen en las Figuras 2 y 3. Las
proteinas de fusion UTI-Fc que comprenden tres modificaciones de aminoacidos a
Ser (IgG1 Fc3Ser, C154S/P172S/P265S) comprende mutaciones para alternar la
formacion del enlace disulfuro y las funciones FcyR.

Creacion de los constructos de expresion UTI-Fc

Las secuencias de nucledtidos de UTI (p. )., variantes de tipo salvaje, S10A, y
K21S K22S) y dominios humanos Fc3Ser se optimizaron por codones para la
expresion de células CHO y se sintetizaron por Life Technologies (Carlsbad, CA).
Los siguientes constructos se crearon en un vector de expresion CHO mediante el
ensamble de dominios UTI y Fc3Ser mediante un método de clonacion
independiente de ligacidén y secuencia (SLIC) (Li and Elledge 2007 Nature Methods
4(3):251-256): UTI-Fc3Ser, UTI S10A-Fc3Ser, UTI K21S K22S-Fc3Ser, UTI m2—
Fc3Ser, UTI L1-Fc3Ser, UTI L2—-Fc3Ser (Figura 4A). El ensamblaje de ADN basado
en SLIC se realizé al mezclar los vectores linearizados (30 ng), UTI (100 ng) vy
Fc3Ser (100 ng), productos de PCR, con secuencias protuberantes apropiadas para
la recombinacion homéloga, y polimerasa de ADN T4 (0,5 U) en un volumen de 5

ML que contiene NEBuffer 2 y BSA (New England Biolabs). Después de una
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incubacion por 30 minutos a temperatura ambiente, la actividad de exonucleasa de
ADN polimerasa T4 se neutralizé al agregar 2 mM de dCTP. Luego se realiz6 la
recombinacion homodloga in vitro por gradiente de temperatura de 75C a 37C
durante 30 minutos. La mezcla de reaccion que contiene ADN ensamblado se
transformé quimicamente en TOP10 E. coli (Invitrogen), y se coloco en placas de
LB agar con carbenicilina. Los marcos de lectura abiertos para los constructos
restantes (UTlI m1-Fc3Ser, UTI d1-Fc3Ser, UTI d2—-Fc3Ser, UTI L3—-Fc3Ser, UTI-
Fc 1gG2, Fc3Ser-UTI, y UTI ratdn —IgGlratdn) se optimizaron en cuanto al codén y
se sintetizaron como constructor de fusion Estos constructos se clonaron en los
vectores de expresion con métodos SLIC como se describio anteriormente (Figura
4B). Las secuencias de ADN de todos los 13 constructos en el vector se verificaron
por secuenciacion de ADN de Sanger.

EJEMPLO 3: Expresion de las fusiones UTI-Fc en células CHO.

Un vector de ADN que codifica UTI-Fc1l se transfecto establemente en células
CHO-S con reactivo Freestyle MAX de Invitrogen. Los cultivos en masa se
plantaron en matraces T y se seleccionaron usando CD CHO complementado con
diversas concentraciones de metionina sulfoximina (MSX) que varia de 50-100 puM.
Una vez que los cultivos se recuperaron de la seleccion, se expandieron para la
produccion y criopreservacion. Se realizaron lotes de producciéon mdultiple para
soportar las pruebas in vitro e in vivo. El proceso de produccion es un cultivo en lote
alimentado de 10 a 14 dias con CD FortiCHO, CD Efficient Feed B, y CD Efficient
Feed C de Invitrogen. Los volumenes de produccién varian de 1L a 3L y los cultivos
se cosecharon por centrifugacion a 3500 rpm durante 1 a 2 horas seguidos por la
filtracion estéril de supernadante y el supernadante de célula resultante se usé en la
purificacion.

EJEMPLO 4: Purificacion de proteinas de fusion UTI-Fc.

La purificacion de 2 lotes de UTI-Fcl se realiz6 al aplicar 2,3 litros de medio
acondicionado con células CHO con UTI-Fcl expresada a 30 ml proteina A mAb
select Ix (GE healthcare) equilibrada en 25 mM citrato trisddico pH 8,1, 125mM
NaCl. La columna se lavo con 2 volimenes de columna (60ml) 25mM citrato
trisddico pH 8,1, 125mM NaCl y luego con 2 volimenes de columna (60ml) 25mM
citrato trisddico pH 8,1, 2000mM NaCl. La columna se equilibr6 luego con 2
volimenes de columna (60ml) 25mM citrato trisddico pH 8,1, 125mM NaCl. UTI-

Fcl se eluyd con gradiente en 7 volimenes de columna (210 ml) a 100% 25 mM
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acido citrico pH 2,9, 125mM NaCl. UTI-Fc1 eluyé como dos picos, un pico amplio y
flanqueante en un pH aproximado de 5,5 y un pico mas agudo a un pH aproximado
de 3,5. Luego, UTI-Fc concentrado se sometiéo a intercambio de tampdén en un
tampoén final de TBS pH 7,4 (25mM tris, 130mM NacCl, 2,7 mM KCI pH 7,4) con
concentradores centrifugos Amicon Ultra con un corte de peso molecular de 30K. El
rendimiento de la proteina purificada se muestra en la TABLA 1 y la proteina se

almaceno a —80 °C para su uso posterior.

TABLA 1
. o Rendimiento | % de la
Volumen | Concentracion | Rendimiento
Nombre de _ columna carga de
) de pico del producto del producto ] ]
pico _ ] proteina A proteinas
(mL) final (mg/mL) | final (mg)
(%) total
1.° pico de
40 10 110 59 52
lote
2.° pico de
40 11 150 72 68
lote

EJEMPLO 5: Expresion y purificacion de proteinas de fusiébn UTI-Fc
adicionales.

En el dia de la transfeccién, las células CHO se contaron y sembraron a una
densidad de 2,2x1076 células vivas/mL en 90 % del volumen total- 900mL y se
cultivaron en matraces oscilantes a 33°C hasta la transfeccion. Se descongel6 el
ADN congelado y se agreg6 a PEI (Polietilenimina—polimero catiénico) y AKT. Se
agregd ADN a 0,625 ug/ 1 millén de células. 1L de células requiere 1,25 mg. 90 %
del ADN total agregado es ADN de interés = 1,125 mg. El restante 10 % fue AKT
(codifica proteina antiapoptética) = 0,125 mg. Se agregé PEIl a 2,5 ug/ 1 millén de
células. Para una transfeccion de 1L esto fue 5mg. La solucion PEI se agregé a ADN
diluido y se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de la adicion de
complejo de ADN a las células.

Los cultivos crecieron a 33 °C, 5% CO2 y 125rpm. 1 a 4 horas posteriores a la
transfeccion, se agregd 0,6mM de acido Valproico. Para la transfeccién de 1L, esto
fue 2 mL de 300mM de solucion madre. En el dia 1, se agregd 1:250 de agente
antiaglomerante es decir 4 mL /1L y 15% v/v CD Efficient Feed C es decir 150mL/1L.
Eneldia5y el dia 9 se agreg6 15 % de CD Efficient Feed C.

Las supernadantes de células se cosecharon el dia 14, las células se contaron

y se determinaron los titulos de las proteinas. Las células se centrifugaron por
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centrifugacion a 300 rpm durante 30 minutos a 4°C. Los supernadantes se filtraron a
través de un filtro de 0,2 micrones y se almacenaron a 4 °C o se congelaron a —20
°C.

La purificacion de las fusiones UTI-Fc se realiz6 por cromatografia de
Proteina A. 200 mL de supernadante de cultivo celular se mezclé con 2 ml de
microesferas de sefarosa de proteina A MabSelect Sure y se agitaron durante toda la
noche a 4 °C. La mezcla de microesferas luego se centrifugd en tubos de 50 ml a
1200 rpm durante 5 minutos y se deseché el supernadante. Las microesferas se
agregaron a una columna y se lavaron tres veces con tampoén de union (Biorad,
Hercules, CA). Las fusiones de UTI se eluyeron con 8 mml de tampdn de elucion
MAPS Il (Biorad, Hercules, CA). Se agregd 2 ml de solucion neutralizante (1M Tris—
HCI pH 8). Las muestras fueron luego sometidas a intercambio de tampdn en 25 mM
Citrato, 125mM NacCl, pH 5,5 por concentracién y dilucion repetida con el tampon con
unidades centrifugas Amicon (30MWCO, 15 mL, Millipore). La figura 9 enumera los
resultados de purificacion de diversas proteinas de fusion UTI.

EJEMPLO 6: Inhibicion de las proteasas por las proteinas de fusion UTI.

Ensayo enzimatico in vitro para la inhibicion de tripsina por proteina de fusion
UTI-Fc

Las soluciones de UTI-Fcl a diversas concentraciones (< 200 nM de la
concentracion final) se prepararon en 50 mM HEPES, 150 mM NacCl, 20 mM CaClI2 y
0,01% Brij L23, pH 7,4. Se realizaron ensayos de actividad en placas de volumen
pequefio de 384 cavidades Greiner. Todos los pasos se llevaron a cabo a
temperatura ambiente.

La tripsina pancreatica humana (concentracion final de 1,5 nM) (Athens
Research & Technology, Inc) se agrego a las diluciones, luego se preincub6 con el
UTI-Fc de prueba durante 15 minutos. Luego, la reaccién se inicié con 100 uM (final)
de sustrato clorhidrato de Na-Benzoil-L-arginina—7—amido—4—metilcoumarina
SIGMA B7260-25MG. El volumen total de la mezcla de reaccion fue 20 pl. Se
determind la actividad de tripsina mediante fluorescencia. Por ejemplo, la intensidad
de fluorescencia se determind en modo cinético a través de una ventana de 30 a 60
minutos en un BMG PHERAstar FS o PHERAstar, ademas usando una longitud de
onda de excitacion de 370 nm y una longitud de onda de emision de 470 nm. La

actividad de tripsina fue proporcional linealmente al cambio en la fluorescencia
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observada (final — inicial). El porcentaje de inhibicién de Tripsina a una concentracion
de UTI-Fc dada se defini6 como:

Porcentaje de inhibicién = 100 * (1—((Fi — Fp)/(Fn —Fp)))

En donde: Fi fue la fluorescencia observada a una concentracion dada de
UTI-Fc de prueba.

Fp fue la fluorescencia observada de un control positivo es decir, el valor
promedio de 2 a 6 ensayos en ausencia de Tripsina.

Fn fue la fluorescencia observada de un control negativo es decir, el valor
promedio de 2 a 6 ensayos de Tripsina en presencia del vehiculo solo.

La IC50 (la concentracion molar del compuesto, es decir, la proteina de fusion,
que produce una inhibicién del 50 %) de un compuesto de prueba, es decir, proteina
de fusion, se calcul6 por ajuste de la curva de los minimos cuadradas lineales de la
ecuacion de inhibicién porcentual = Pie + ((Cima—Pie) / (1 + ((IC50 / [UTI-Fc])
Pendiente))). Incluido dentro del panel de UTI-Fc hubo un control positivo. Como se
ilustra en la Figura 5, humanUTI tuvo una IC50 de ~3 nM.

La medicion de las inhibiciones de otras proteasas por UTI-Fcl también se
midié en Reaction Biology Corporation (Malvern, PA). La Figura 6 demuestra una
inhibicion de UTI-Fc1 de quimotripsina. La Figura 7 indica las constantes inhibitorias
de UTI-Fcl para una variedad de proteasas. La UTI-Fcl inhibe la quimotripsina y
plasmina en forma moderada y muestra una débil inhibicion de caspasa—1, catepsina
C y papaina.

EJEMPLO 7: Efectos celulares del tratamiento con las proteinas de fusion UTI.

La inhibicién de UTI-Fcl de la liberacion de citocina se midié en un ensayo
basado en células. Las células BEAS2B se sembraron a la densidad de 20.000
células/cavidad en una placa de 96 cavidades y se cultivaron con un BEGM BulletKit
(Lonza) completo en incubador de CO2. Después de 24 horas, el medio de cultivo se
reemplazé con DMEM puro la privacion y las células se cultivaron toda la noche.
Luego las células se incubaron con DMEM puro nuevo con 100nM tripsina con
diversas concentraciones de UTI en orina humana o proteinas UTI-Fcl
recombinantes. Tras 8 horas, los supernadantes del cultivo se recolectaron y se
evaluaron los niveles de proteina IL-6 con DuoSet (R&D Systems) para IL-6
humana.

Los resultados demuestran que tanto UTlI como UTI-Fc disminuyeron la

produccion de IL-6 inducida por tripsina en células BEAS2B. Como se ilustra en la
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Figura 8, la inhibicion fue dependiente de la dosis con valores de IC50 de 0,40y 0,41
Mg/mL, respectivamente.

EJEMPLO 8

Mediciones de estabilidad de moléculas UTI-Fc — Desnaturalizacion térmica

Se realizaron ensayos para medir la estabilidad térmica y la estabilidad en
tiempo real. Todas las moléculas demostraron actividad en la inhibicion de tripsina.
Se midi6 la estabilidad térmica por calorimetria de barrido diferencial en un
calorimetro Microcal VP-DSC. Las muestras se prepararon a 1 mg/ml y se
tamponaron en 0,25 mM Tris pH7,4, 0,13M NaCl y 0,0027M KCI. Las muestras se
calentaron de 25°C a 110°C a una velocidad de 200 °C por hora. UTI-Fcl se
comparo con la Publicacion de solicitud niumero CN 103044554 A, SEQ ID 2y 6, que
comprende un dominio Fc 1gG2 o IgGl respectivamente. Los resultados se

presentan en la Tabla 2.

TABLA 2
Proteina DSC Tm1 (oC) DSC Tm2 (oC)
UTI-Fcl (SEQ ID NO:1) 70,86 85,79
CN 103044554 A SEQ ID 6 68,72 86,38
CN 103044554 ASEQ ID 2 68,47 79,22
EJEMPLO 9

Mediciones de estabilidad en tiempo real

Se realizaron las mediciones de la estabilidad en tiempo real al incubar la SEQ
ID NO:1 (UTI-Fc1) o CN 103044554 A, SEQ ID 2 0 6 a 2-8 °C, y 40 °C durante 0, 2
y 4 semanas en TBS, tampon pH 7,4. La formacion de especies con pesos
moleculares superiores o inferiores se determind mediante cromatografia pro
exclusion de tamafio (SEC) y se visualizé con electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE). La concentracion de cada UTI-Fc también se monitore6é por
determinacion de la absorbancia de la solucion a 280 nm (A280), con coeficientes de
extincion determinados por la composicion de las proteinas. Las moléculas de UTI-
Fc producen dos picos parcialmente superpuestos, cuando se analizan por SEC. El
area de pico porcentual en cada muestra de UTI-Fc medida por SEC se informé en
la Tabla 3 en tiempo = 0 semanas, 2 semanas y 4 semanas. También se ilustra el
cambio porcentual en la concentracion medido por A280 (% A (mg/ml)) en tiempo = 2
semanas y 4 semanas. La concentracién inicial TO de cada muestra fue UTI-Fcl =

33,5mg/mL, CN 103044554 A SEQ ID 2 = 8,5mg/mL, y CN 103044554 A SEQ ID 6 =
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5,6mg/mL. Una variabilidad de 3% es tipica para SEC y 15% para las mediciones de
UV individuales. El analisis por PAGE mostré que cada molécula UTI-Fc mostré el

patron de bandas esperado para UTI-Fc de longitud completa.

TABLA 3.
Proteina SEC SEC SEC % A % A
Osemanas | 2semanas | 4semanas | (mg/ml) (mg/ml)
2semanas | 4 semanas
UTI-Fcl Picol NA NA NA
(SEQ ID NO:1) 35,7%
Pico2
64,3%
UTI-Fcl NA Picol Picol 9,2% 1,2%
(SEQ ID NO:1) 36,2% 36,1%
a2-8°C Pico2 Pico2
63,8% 63,9%
UTI-Fcl NA Picol Picol 0,2% 11,9%
(SEQ ID NO:1) 37,1% 36,8%
a40°C Pico2 Pico2
62,9% 63,2%
CN 103044554 A | Picol NA NA NA NA
SEQID 2 30,6%
Pico2
69,4%
CN 103044554 A | NA Picol Picol 0,2% 2,7%
SEQID2a2- 29,0% 31,5%
8°C Pico2 Pico2
71,0% 68,5%
CN 103044554 A | NA Picol Picol 1,6% 3,5%
SEQID 2 a40°C 28,2% 30,3%
Pico2 Pico2
71,8% 69,7%
CN 103044554 A | Pico 1 NA NA NA NA
SEQID 6 36,6%
Pico 2
63,4%
CN 103044554 A | NA Picol Picol 7,8% 9,5%
SEQID 6a2- 34,8% 36,4%
8°C Pico2 Pico2
65,2% 63,6%
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CN 103044554 A NA Picol Picol 3,6% 6,0%
SEQ ID 6 a40°C 33,9% 34,5%

Pico2 Pico2

66,1% 65,5%
EJEMPLO 10

Pruebas in vivo de la inhibicion complementaria.

Se midieron los impactos de UTI-Fcl (SEQ ID NO:1) en el sistema de
complementos in vivo. Los ratones hembra C3h7HeJ fueron comprados a Jackson
Laboratories. Los animales se dosificaron conforme con el disefio experimental de la
tabla 4. Los animales se inyectaron i.p. (100 ul/ratén) 15 minutos posdosis con LPS
en el momento cero. Los animales se sometieron a eutanasia 2 y 4 horas después de
la inyeccién de LPS por sobredosis de CO2 y se recolectd la sangre por puncion
cardiaca. Se transfirié la sangre a microtubos separadores de suero y se dejé
coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron los microtubos a 12.000 rpm durante 5 minutos y se retiré el suero y se
fracciond en una placa de 96 cavidades. Se us6 acido rosmarinico como un control
positivo y se us6 como 3 mg/ml en solucion salina. La placa de 96 cavidades se
congelé a —20 °C. Se analizaron las muestras de suero en cuanto al contenido de
Cba por Duoset. Se determiné la significancia estadistica con software de generacién
de gréaficos Prims y los efectos se consideraron estadisticamente significativos si p <
0,05. Como se ilustra en la Figura 10, SEQ ID NO:1 (UTI-Fcl) redujo

significativamente C5a a 20, 50 y 100 mg/kg a 4 horas después de la dosis de LPS.

TABLA 4: Disefo experimental (UTI-Fcl es SEQ ID:1)

Conc. LPS
Dosis |(mg/ml)| Volumen [Estimulacion| conc.

Grupo| Descripcion  |(mg/kg) (ml/kg)Via| LPS (i.p) [(mg/ml)|Animales
1 Sin tratamiento 8
2 Veh -2 hr — — 10 | iv 30 ug 0,3 8
3 UTI-Fcl -2 hr 50 5,0 10 | iv 30 ug 0,3 8
4 | Ros_2hr 30mpk | 30 3,0 10 | sc 30 ug 0,3 8
5 Veh -4 hr — — 10 | iv 30 ug 0,3 8

UTI-Fcl -4 0,5 iv 8
6 hr_5mpk 5 10 30 ug 0,3
7 UTI-Fcl -4 20 2,0 10 | iv 30 ug 0,3 8
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hr_20mpk

UTI-Fcl -4 5,0 iv

8 hr_50mpk 50 10 30 ug 0,3 |
UTI-Fcl -4 10,0 iv

9 hr_100mpk 100 10 30 ug 0,3 °

10 | Ros_4 hr_30mpk | 30 3,0 10 | sc 30 ug 0,3 8

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO:1 Secuencia proteica de UTI-Fc 1
AVLPQEEEGSGGGQLVTEVTKKEDSCQLGYSAGPCMGMTSRYFYNGTSMACETF
QYGGCMGNGNNFVTEKECLQTCRTVAACNLPIVRGPCRAFIQLWAFDAVKGKCVLF
PYGGCQGNGNKFYSEKECREYCGVPGDGDEELLGSGGGGDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:2 Secuencia de ADN de UTI-Fc 1
GCTGTGCTGCCTCAGGAAGAGGAAGGCTCTGGCGGAGGCCAGCTCGTGACCGA
AGTGACCAAGAAAGAGGACTCCTGCCAGCTGGGCTACTCTGCCGGCCCTTGTAT
GGGCATGACCTCCCGGTACTTCTACAACGGCACCTCCATGGCCTGCGAGACATT
CCAGTACGGCGGCTGCATGGGCAACGGCAACAACTTTGTGACAGAGAAAGAGT
GCCTGCAGACCTGCAGAACCGTGGCCGCCTGTAACCTGCCTATCGTGCGGGGA
CCCTGTCGGGCCTTTATCCAGCTGTGGGCCTTCGACGCCGTGAAGGGCAAATG
CGTGCTGTTCCCCTATGGCGGCTGCCAGGGAAATGGAAACAAGTTCTACTCCGA
GAAAGAATGCCGCGAGTACTGTGGCGTGCCAGGCGACGGGGATGAGGAACTGC
TGGGATCAGGCGGCGGAGGCGACAAGACCCATACCTGTCCACCTTGCCCTGCC
CCCGAGCTGCTGGGAGGACCTTCTGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGA
CACCCTGATGATCTCCCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGATGTGT
CCCACGAGGATCCCGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTACAACTCCACCTACCGGGT
GGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAAGAGTACA
AGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCCATCGAAAAGACCATCTCCA
AGGCCAAGGGCCAGCCCCGGGAACCCCAGGTGTACACACTGCCCCCTAGCCG
GGAAGAGATGACAAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTCGTGAAGGGATTCTA
CCCCTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGTCCAACGGCCAGCCTGAGAACAACT
ACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTTCCTGTACTCCA
AGCTGACAGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCTCCTGCTCC
GTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGAG
CCCCGGC

SEQ ID NO:3 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser
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avipgeeegsgggqlvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnivtekeclqtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvifpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeellrepkssdkthtcp
pcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvl
tvihgdwingkeykckvsnkalpasiektiskakggprepqvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesng
gpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgqggnvfscsvmhealhnhytgkslislspg

SEQ ID NO:4 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser
gctgtgctgcctcaggaagaggaaggctctggcggaggecagcetcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactce
tgccagctgggctactctgecggeccttgtatgggcatgacctceeggtacttctacaacggcacctccatggectgega
gacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcaga
accgtggccgcctgtaacctgcctatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggecttcgacgeccgtgaa
gggcaaatgcgtgctgttcccctatggcggcetgccagggaaatggaaacaagttctactccgagaaagaatgccgeg
agtactgtggcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgcgggagceccaaatcttccgacaagacccatacctg
tccaccttgccctgeccccgagcetgetgggaggatcectctgtgttcctgticcccccaaagcccaaggacaccctgatga
tctcccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacgt
ggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaactccacctaccgggtggtgt
ccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggcecectgect
gcctccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggecagcecccgggaaccccaggtgtacacactgecccctage
cgggaagagatgacaaagaaccaggtgtccctgacctgtctcgtgaagggattctaccectccgatatcgecgtgga
atgggagtccaacggccagcctgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggactccgacggctcattcttect
gtactccaagctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttctcectgetecgtgatgcacgaggecct

gcacaaccactacacccagaagtccctgtccctgagecccgge

SEQ ID NO:5 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG2 Ser
avlpgeeegsgggglvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnfvtekeclgtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvlfpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeellrkscvecppcpa
ppvagpsVvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgmevhnaktkpreegfnstfrvvsvitvvh
gdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtkngvsltcivkgfypsdiavewesngqgpe
nnykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO:6 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG2 Ser
gctgtgctgecctcaggaagaggaaggctctggcggaggcecagctcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactcc
tgccagctgggctactctgecggeccttgtatgggcatgacctceeggtacttctacaacggcacctccatggectgega
gacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcaga
accgtggccgcctgtaacctgcctatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggecttcgacgccgtgaa
gggcaaatgcgtgctgttcccctatggcggctgccagggaaatggaaacaagtictactccgagaaagaatgccgeg
agtactgtggcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgcggaaatcctgtgtcgagtgcccaccgtgcccage
accacctgtggcaggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccectga
ggtcacgtgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtccagticaactggtacgtggacggeatggag
gtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgttccgtgtggtcagcgtcctcaccgtegt
gcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcctcccagcccccatcgaga

aaaccatctccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgccecccatcccgggaggagatg
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accaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagcgacatcgecgtggagtgggagagea
atgggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgctggactccgacggcetecttcttcctctacagcaag
ctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaacca

ctacacacagaagagcctctccctgtctccgggtaaa

SEQ ID NO:7 Secuencia proteica de UTI-Fc 1gG2
avlpgeeegsgggglvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnfvtekeclqgtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvifpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeellrkccvecppcpa
ppvagpsVvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgmevhnaktkpreegfnstfrvvsvitvvh
gdwlingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtkngvsltcivkgfypsdiavewesnggpe
nnykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslsispgk

SEQ ID NO:8 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG2
gctgtgctgecctcaggaagaggaaggctctggcggaggcecagctcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactcc
tgccagctgggctactctgeccggeccttgtatgggcatgacctceeggtacttctacaacggcacctccatggectgecga
gacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcaga
accgtggccgcctgtaacctgcctatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggecttcgacgecgtgaa
gggcaaatgcgtgctgttcccctatggcggcetgccagggaaatggaaacaagtictactccgagaaagaatgccgeg
agtactgtggcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgcggaaatgttgtgtcgagtgcccaccgtgcccagea
ccacctgtggcaggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccectgag
gtcacgtgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtccagticaactggtacgtggacggcatggaggt
gcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgttccgtgtggtcagegtcctcaccgtegtge
accaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggcctcccagcccccatcgagaaa
accatctccaaaaccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggaggagatgac
caagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctaccccagcgacatcgecgtggagtgggagagceaat
gggcagccggagaacaactacaagaccacacctcccatgctggactccgacggctccttcttcctctacagcaagcet
caccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccact

acacacagaagagcctctccctgtctccgggtaaa

SEQ ID NO:9 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser S10A
avlpgeeegagggglvtevtkkedscqglgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnfvtekeclgtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvifpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeellrepkssdkthtcp
pcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvl
tvihgdwingkeykckvsnkalpasiektiskakggprepqvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesng
gpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgqggnvfscsvmhealhnhytgkslislspg

SEQ ID NO:10 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser S10A
gctgtgctgcctcaggaagaggaaggcgcaggcggaggcecagcetcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactc
ctgccagctgggctactctgeccggeccttgtatgggcatgacctcceggtacttctacaacggcacctccatggectgeg
agacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcag
aaccgtggccgcctgtaacctgcctatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggecttcgacgecgtga

agggcaaatgcgtgctgttccecctatggecggcetgccagggaaatggaaacaagttctactccgagaaagaatgecge
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gagtactgtggcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgcgggagceccaaatcttccgacaagacccatacct
gtccaccttgccctgeccccgagctgetgggaggatectetgtgttectgttccccccaaageccaaggacaccctgatg
atctcccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacg
tggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaactccacctaccgggtggtg
tccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggecctgec
tgcctccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggcecagecccgggaacceccaggtgtacacactgeccectag
ccgggaagagatgacaaagaaccaggtgtccctgacctgtctcgtgaagggattctaccectcecgatatcgecgtgga
atgggagtccaacggccagcctgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggactccgacggctcattcttect
gtactccaagctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttctcctgetcecgtgatgcacgaggecct
gcacaaccactacacccagaagtccctgtccctgagececegge

SEQ ID NO:11 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser m2
edscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnfvtekeclgtcrtvaacnlpivrgpcrafiglwaf
davkgkcevlfpyggcggngnkfysekecreycgvpgdgdeellrepkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkd
timisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvitvihgdwingkeykckvsnka
Ipasiektiskakgqprepqvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsffly
skltvdksrwqqggnvfscsvmhealhnhytgkslsispg

SEQ ID NO:12 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser m2
gaggactcctgccagcetgggctactctgccggceccttgtatgggcatgacctcccggtacttctacaacggcacctccat
ggcctgcgagacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgectgcag
acctgcagaaccgtggccgcctgtaacctgcectatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggecttcga
cgccgtgaagggcaaatgegtgctgttccectatggecggcetgccagggaaatggaaacaagttctactccgagaaag
aatgccgcgagtactgtggegtgccaggcgacggggatgaggaactgctgcgggagceccaaatcttccgacaaga
cccatacctgtccaccttgecctgcccccgagctgetgggaggatectetgtgttcctgttccccccaaageccaaggac
accctgatgatctcccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagttca
attggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaactccacctacc
gggtggtgtccgtgctgaccgtgectgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaag
gccctgectgectccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggcecagecccgggaaccccaggtgtacacactg
ccccctagccgggaagagatgacaaagaaccaggtgtcectgacctgtctcgtgaagggattctaccectccgatate
gccgtggaatgggagtccaacggccagectgagaacaactacaagaccaccccccctgtgetggactccgacggcet
cattcttcctgtactccaagctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttctcctgctcecgtgatgcac

gaggccctgcacaaccactacacccagaagtccctgtccctgagecccgge

SEQ ID NO:13 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser m1
avlpgeeegsgggglvtevtkkepkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpe
vkfnwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvltvihgdwingkeykckvsnkalpasiektiskakggprepqvytl
ppsreemtknqvsliclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskitvdksrwqgggnvfscsvmh
ealhnhytgkslsispg

SEQ ID NO:14 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser m1
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gctgtgctgcctcaggaagaggaaggctctggcggaggecagetegtgaccgaagtgaccaagaaagageccaa
atcttccgacaagacccatacctgtccaccttgccctgeccccgagetgcetgggaggatectetgtgttectgttceeecec
aaagcccaaggacaccctgatgatctcccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccacgaggate
ccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagt
acaactccacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtge
aaggtgtccaacaaggccctgectgectccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggcecagecccgggaacce
caggtgtacacactgccccctagccgggaagagatgacaaagaaccaggtgtcecctgacctgtctcgtgaagggatt
ctacccctccgatatcgecgtggaatgggagtccaacggecagectgagaacaactacaagaccaccccccectgtg
ctggactccgacggctcattcttcctgtactccaagctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggeaacgtgttct
cctgctecgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaagtcectgtccctgagecccgge

SEQ ID NO:15 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser link3
avipgeeegsgggqlvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnivtekeclqtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvifpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeellggggsggggse
pkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpree
gynstyrvvsvitvihgdwingkeykckvsnkalpasiektiskakgqprepqvytlppsreemtknqvsltclvkgfyp
sdiavewesngqgpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslsispg

SEQ ID NO:16 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser link3
gctgtgctgectcaggaagaggaaggctctggcggaggecagcetcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactce
tgccagctgggctactctgeccggeccttgtatgggcatgacctcecggtacttctacaacggcacctccatggectgega
gacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcaga
accgtggccgcctgtaacctgcctatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggecttcgacgccgtgaa
gggcaaatgcgtgctgttcccctatggcggcetgccagggaaatggaaacaagttctactccgagaaagaatgecgeg
agtactgtggcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgggaggtggtggatcaggtggcggaggatcagagce
ccaaatcttccgacaagacccatacctgtccaccttgccctgcccccgagetgetgggaggatcectetgtgttectgttce
ccccaaagcccaaggacaccctgatgatctcccggacccectgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccacgag
gatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaa
cagtacaactccacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaa
gtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcctccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggecagecccggga
accccaggtgtacacactgccccctagccgggaagagatgacaaagaaccaggtgtccctgacctgtctcgtgaag
ggattctacccctccgatatcgecgtggaatgggagtccaacggccagectgagaacaactacaagaccaccccce
ctgtgctggactccgacggctcattcttcctgtactccaagctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgt

gttctcctgeteegtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaagtcectgtcectgagecccgge

SEQ ID NO:17 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser link2
avlpgeeegsgggglvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnfvtekeclqgtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvlfpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeellrcppcpapellgg
ssvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkifnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvitvingdwing
keykckvsnkalpasiektiskakgqprepqvytlppsreemtknqvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykit
ppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslsispg
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SEQ ID NO:18 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser link2
gctgtgctgecctcaggaagaggaaggctctggcggaggcecagctcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactce
tgccagctgggctactctgccggcccttgtatgggcatgacctcccggtacttctacaacggcacctccatggectgecga
gacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcaga
accgtggcecgcctgtaacctgcectatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggccttcgacgecgtgaa
gggcaaatgcgtgctgttccecctatggcggcetgccagggaaatggaaacaagtictactccgagaaagaatgccgeg
agtactgtggcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgeggtgtccaccttgccctgeccccgagetgetggga
ggatcctctgtgttcctgttccccccaaagcccaaggacacccetgatgatctcccggaccectgaagtgacctgegtggt
ggtggatgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcegtggaagtgcacaacgecaag
accaagcccagagaggaacagtacaactccacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcaccaggattgget
gaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcctccatcgaaaagaccatctccaaggce
caagggccagccccgggaaccccaggtgtacacactgccccctagccgggaagagatgacaaagaaccaggtigt
ccctgacctgtctcgtgaagggattctaccectccgatatcgeccgtggaatgggagtccaacggcecagectgagaaca
actacaagaccaccccccctgtgctggactccgacggctcattcttcectgtactccaagctgacagtggacaagtcecg
gtggcagcagggcaacgtgttctcctgctccgtgatgcacgaggecctgcacaaccactacacccagaagtcectgtc

cctgagccccggce

SEQ ID NO:19 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser linkl
avlpgeeegsgggglvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnfvtekeclqgtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvifpyggcqgngnkfysekecreycgvssvflfppkpkdtimisrtpevtc
vvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvitvihgdwingkeykckvsnkalpasiektisk
akgqprepqvytlppsreemtknqgvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrw
gggnvfscsvmhealhnhytgkslislspg

SEQ ID NO:20 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser link1
gctgtgctgecctcaggaagaggaaggctctggcggaggcecagctcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactcc
tgccagctgggctactctgeccggeccttgtatgggcatgacctcecggtacttctacaacggcacctccatggectgcga
gacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcaga
accgtggccgcctgtaacctgcctatcgtgcggggaccctgtcgggcectttatccagetgtgggecttcgacgecgtgaa
gggcaaatgcgtgctgttcccctatggcggcetgccagggaaatggaaacaagtictactccgagaaagaatgccgeg
agtactgtggcgtgtcctctgtgttcctgttccccccaaagcccaaggacaccctgatgatctcccggacccectgaagtg
acctgcgtggtggtggatgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggegtggaagtgecac
aacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaactccacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcac
caggattggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcectgcctccatcgaaaagacc
atctccaaggccaagggccagccccgggaaccccaggtgtacacactgccccctagccgggaagagatgacaaa
gaaccaggtgtccctgacctgtctcgtgaagggattctacccctccgatatcgecgtggaatgggagtccaacggeca
gcctgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggactccgacggctcattcttcctgtactccaagctgacagtg
gacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgtictcctgctccgtgatgcacgaggecctgcacaaccactacaccca

gaagtccctgtccctgagecccgge

SEQ ID NO:21 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser K21S K22S
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avipgeeegsgggqglvtevtssedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfgyggcmgngnnivtekeclqtc
rtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvifpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeellrepkssdkthtcp
pcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpreeqynstyrvvsvl
tvihgdwingkeykckvsnkalpasiektiskakggprepqvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesng
gpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslislspg

SEQ ID NO:22 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser K21S K22S
gctgtgctgcctcaggaagaggaaggctctggcggaggecagcetcgtgaccgaagtgacctecctccgaggactectg
ccagctgggctactctgccggcccttgtatgggcatgacctceeggtacttctacaacggcacctccatggectgcgag
acattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcagaa
ccgtggcecgcectgtaacctgectatcgtgcggggaccctgtcgggcctttatccagetgtgggecttcgacgecgtgaag
ggcaaatgcgtgctgttcccctatggcggcetgccagggaaatggaaacaagttctactccgagaaagaatgecgega
gtactgtggcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgcgggagceccaaatcttccgacaagacccatacctgtce
caccttgccctgcecccgagctgetgggaggatectctgtgttcctgttccccccaaageccaaggacaccctgatgatc
tcccggacccctgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagticaattggtacgtgg
acggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaactccacctaccgggtggtgtce
gtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggcecctgcectg
cctccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggcecagcecccgggaaccccaggtgtacacactgecccctagec
gggaagagatgacaaagaaccaggtgtccctgacctgtctcgtgaagggattctacccctccgatatcgecgtggaat
gggagtccaacggccagcctgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggactccgacggctcattcttectgt
actccaagctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttctcctgetcegtgatgcacgaggecctg

cacaaccactacacccagaagtccctgtccctgageccegge

SEQ ID NO:23 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser d2
avlpgeeegsgggglvtevtkktvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkcvifpyggcqgngnkfysekecreycgv
pgdgdeellrepkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevkfnwyvdgvev
hnaktkpreeqynstyrvvsvitvlhgdwingkeykckvsnkalpasiektiskakgqprepqvytlppsreemtkngv
sltclvkgfypsdiavewesngqpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslsl
Spg

SEQ ID NO:24 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser d2
gctgtgctgcctcaggaagaggaaggctctggcggaggcecagcetcgtgaccgaagtgaccaagaaaaccgtggec
gcctgtaacctgectatcgtgcggggaccctgtcgggcctttatccagetgtgggecttcgacgecgtgaagggcaaat
gcgtgctgttccectatggeggcetgccagggaaatggaaacaagttctactccgagaaagaatgccgegagtactgtg
gcgtgccaggcgacggggatgaggaactgctgcgggageccaaatcttccgacaagacccatacctgtccaccttg
ccctgeccccgagcetgcetgggaggatcectetgtgttcctgttccccccaaageccaaggacaccctgatgatctcecgg
acccctgaagtgacctgcgtggtggtggatgtgtcccacgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggce
gtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaactccacctaccgggtggtgtcegtgetg
accgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgectgectccat
cgaaaagaccatctccaaggccaagggccagccccgggaaccccaggtgtacacactgccccctagccgggaag
agatgacaaagaaccaggtgtccctgacctgtctcgtgaagggattctacccctccgatatcgecgtggaatgggagt

ccaacggccagcctgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctggactccgacggctcattcttcctgtactcca
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agctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttctectgctcegtgatgcacgaggcecctgcacaac

cactacacccagaagtccctgtccctgagecccgge

SEQ ID NO:25 Secuencia proteica de UTI-Fc IgG1 3Ser d1
avipgeeegsgggqlvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfqyggcmgngnnivtekeclqtc
repkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpr
eeqgynstyrvvsvltvihnqdwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepqvytlppsreemtkngvsltclvkgf
ypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgqggnvfscsvmhealhnhytgkslislspg
SEQ ID NO:26 Secuencia de ADN de UTI-Fc IgG1 3Ser d1
gctgtgctgecctcaggaagaggaaggctctggcggaggcecagctcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactce
tgccagctgggctactctgecggeccttgtatgggcatgacctcecggtacttctacaacggcacctccatggectgega
gacattccagtacggcggctgcatgggcaacggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcaga
gagcccaaatcttccgacaagacccatacctgtccaccttgccctgcccccgagetgctgggaggatectctgtgttect
gttccccccaaagcccaaggacaccctgatgatctcccggaccectgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcecca
cgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagceccagaga
ggaacagtacaactccacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagt
acaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcctccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggccagecce
gggaaccccaggtgtacacactgccccctagccgggaagagatgacaaagaaccaggtgtccctgacctgtetegt
gaagggattctacccctccgatatcgecgtggaatgggagtccaacggccagectgagaacaactacaagaccacc
ccccctgtgectggactccgacggctcattcttcctgtactccaagetgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcea

acgtgttctcctgetcegtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtccctgtcectgagecccgge

SEQ ID NO:27 Secuencia proteica de mUTI-mFc migG1l
avlpgesegsgteplitgtlkkedscqlnysegpclgmgeryyyngasmacetfqyggclgngnnfisekdclgtcrtia
acnlpivggpcrafiklwafdaaqgkcigfhyggckgngnkfysekeckeycgvpgdgyeelirskivprdcgckpcic
tvpevssviifppkpkdvltitltpkvtcvvvdiskddpevqgfswivddvevhtaqtqpreeqfnstfrsvselpimhqdwil
ngkefkcrvnsaafpapiektisktkgrpkapqvytipppkegmakdkvsltcmitdffpeditvewgwngqgpaenyk
ntgpimdtdgsyfvyskinvgksnweagntftcsviheglhnhhtekslshspgk

SEQ ID NO:28 Secuencia de ADN de mUTI-mFc migG1
gcagtgctgccccaagagagtgaggggtcagggactgagccactaataactgggaccctcaagaaagaagactcc
tgccagctcaattactcagaaggcccctgcctagggatgcaagagaggtattactacaacggcgcttccatggectge
gagacctttcaatatgggggttgcctaggcaacggcaacaacttcatctctgagaaggactgtctgcagacatgtcgga
ccatagcggcctgcaatctccccatagtccaaggceccctgccgagccttcataaagctctgggcatttgatgcagcaca
agggaagtgcatccaattccactacgggggctgcaaaggcaacggcaacaaattctactctgagaaggaatgcaaa
gagtactgtggagtccctggtgatgggtacgaggaactaatacgcagtaaaatcgtgcctcgggactgeggetgcaa
gccctgcatctgcaccgtgcccgaggtgtectecgtgttcatcttcccacccaagecccaaggacgtgetgaccatcacc
ctgacccccaaagtgacctgegtggtggtggacatctccaaggacgaccccgaggtgcagttcagttggttcgtggac
gacgtggaagtgcacaccgcccagacccagcccagagaggaacagttcaactccaccttcagatcecgtgtccgagce
tgcccatcatgcaccaggactggctgaacggcaaagagttcaagtgcagagtgaactccgecgcecttcccagecccc

atcgaaaagaccatctccaagaccaagggcagacccaaggccccccaggtgtacaccatccccccacccaaaga
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acagatggccaaggacaaggtgtccctgacctgcatgatcaccgatttcttcccagaggacatcaccgtggaatggea
gtggaacggccagcccgcecgagaactacaagaacacccageccatcatggacaccgacggctectacttcgtgtac
tccaagctgaacgtgcagaagtccaactgggaggecggcaacaccttcacctgtagegtgctgcacgagggectge

acaaccaccacaccgagaagtccctgtcccactcccceggeaag

SEQ ID NO:29 Secuencia proteica de Fc IgG1 3Ser UTI

epkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpre
egynstyrvvsvitvihgdwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepqvytlppsreemtkngvsltcivkgfy
psdiavewesngqgpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgqgnvfscsvmhealhnhytgkslsispgkggg
gsggggsggggsavipgeeegsgggqglvtevtkkedscqlgysagpcmgmtsryfyngtsmacetfgyggecmgn
gnnfvtekeclgtcrtvaacnlpivrgpcrafiglwafdavkgkevifpyggcqgngnkfysekecreycgvpgdgdeel

Ir

SEQ ID NO:30 Secuencia de ADN del Fc IgG1 3Ser UTI
gagcccaaatcttccgacaagacccatacctgtccaccttgeccctgccecccgagcetgetgggaggatectetgtgttect
gttccccccaaagcccaaggacacccetgatgatctcccggaccectgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtececa
cgaggatcccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagaga
ggaacagtacaactccacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagt
acaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcctccatcgaaaagaccatctccaaggccaagggecagcecce
gggaaccccaggtgtacacactgccccctagccgggaagagatgacaaagaaccaggtgtccctgacctgtctegt
gaagggattctacccctccgatatcgeccgtggaatgggagtccaacggeccagcectgagaacaactacaagaccacc
ccccctgtgetggactccgacggcteattettcctgtactccaagetgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcea
acgtgttctcctgctccgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtccctgtccctgageccccggea
agggaggtggtggatcaggaggtggaggttccggtggcggaggatcagcetgtgetgectcaggaagaggaaggctc
tggcggaggccagctcgtgaccgaagtgaccaagaaagaggactcctgeccagetgggctactctgecggeccttgta
tgggcatgacctcccggtacttctacaacggcacctccatggcectgcgagacattccagtacggeggcetgcatgggea
acggcaacaactttgtgacagagaaagagtgcctgcagacctgcagaaccgtggccgcectgtaacctgcctatcgtg
cggggaccctgtcgggcctttatccagcetgtgggcectticgacgccgtgaagggcaaatgegtgctgttccectatggeg
gctgccagggaaatggaaacaagttctactccgagaaagaatgccgcgagtactgtggegtgccaggegacgggg
atgaggaactgctgcgg

SEQ ID NO:31 Secuencia proteica de hUTI

avlpg eeegsggggl vtevtkkeds cqlgysagpc
mgmtsryfyn gtsmacetfq yggcmgngnn fvtekeclqgt crtvaacnlp ivrgpcrafi
glwafdavkg kcvlfpyggc qgngnkfyse kecreycgvp gdgdeellrf sn

SEQ ID NO:32 Secuencia proteica de AMBP

mrslgallll Isaclavsag pvptppdniq vgenfnisri ygkwynlaig stcpwlkkim
drmtvstlvl gegateaeis mtstrwrkgv ceetsgayek tdtdgkflyh kskwnitmes
yvvhtnydey aifltkkfsr hhgptitakl ygrapglret llgdfrvvaq gvgipedsif
tmadrgecvp geqepepili prvrravipq eeegsgggql vtevtkkeds cqlgysagpc
mgmtsryfyn gtsmacetfq yggcmgngnn fvtekeclqgt crtvaacnlp ivrgpcrafi
glwafdavkg kcvlfpyggc qgngnkfyse kecreycgvp gdgdeellrf sn
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SEQ ID NO:33
SGGGGS

SEQ ID NO:34
SGGGGSGGGGS

SEQ ID NO: 35
SGGGGSGGGGSGGGGS

SEQ ID NO:36
SGGGGSGGGGSGGGGESGGGES

SEQ ID NO:37
SGGGGSGGGGSGGGGESGGGEGESGGEGS

SEQ ID NO:38
SGGGGSGGGGSGGGGSGGEGEGESGGGEGESGGGES

SEQ ID NO:39
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGEGESGGEGEGESGGEGEGESGGEGEES

SEQ ID NO:40
SGGGGSGGGGSGGGGESGGEGEGESGGEGSGGEEGESGGEEGESGEGES

SEQ ID NO:41
SGGGGSGGGGSGGGGESGGEGEGESGGEGEGESGGEGEGESGGEEESGEEESGGEES

SEQ ID NO:42
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGEGESGGGEGESGGGEGESGGEGEGESGGEEESGGEGGESGGEE
GS

SEQ ID NO:43
GSGGGSGGGGSGGGGS



