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TiTULO DE LA INVENCION
Proteinas de fusién GDF15 y usos de estas
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a proteinas de fusion GDF15. Particularmente, la
invencion se refiere a una proteina de fusion que comprende una proteina de
extension de vida media, un enlazador y una proteina GDF15, acidos nucleicos y
vectores de expresion que codifican las proteinas de fusion, células recombinantes de
estos y composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas de fusion. Se
proporcionan, ademas, métodos para producir las proteinas de fusién y usar las
proteinas de fusion para tratar trastornos metabdlicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

GDF15, un miembro de la familia TGF[3, es una proteina secretada que
circula en el plasma como un homodimero de 25 KDa. Los niveles plasmaticos de
GDF15 varian entre 150 y 1150 pg/ml en la mayoria de los individuos (Tsai et al., J
Cachexia Sarcopenia Muscle. 2012, 3: 239-243). Los niveles plasmaticos de GDF15
se incrementan en condiciones de lesién, enfermedad cardiovascular y algunos tipos
de cancer. Esta regulacion positiva se piensa sea un mecanismo citoprotector. Los
altos niveles plasmaticos de GDF15 se asocian con pérdida de peso debido a
anorexia y la caquexia en el cancer y en insuficiencia renal y cardiaca. En un ensayo
clinico, GDF15 fue un predictor independiente de resistencia a la insulina en sujetos
obesos, no diabéticos (Kempf et al., Eur. J. endo. 2012, 167: 671-678). Un estudio
en gemelos mostré que las diferencias en niveles de GDF15 dentro de pares de

gemelos correlacionaron con las diferencias en BMI dentro de ese par, lo que
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sugiere que GDF15 sirve como un regulador a largo plazo de la homeostasis de
energia (Tsai et al., PLoS One. 2015,10(7):e0133362;

Mientras GDF15 se ha estudiado extensamente como un biomarcador
para varios estados cardiovasculares y de otras enfermedades, se ha descrito,
ademas, un rol de proteccion para GDF15 en la hipertrofia miocardica y lesion
isquémica (Collinson, Curr. Opin. Cardiol. 2014, 29: 366-371; Kempf et al., Nat. Med.
2011, 17: 581-589; Xu et al., Circ Res. 2006, 98:342-50). Se ha demostrado que la
GDF15 desempena un papel importante en la proteccion contra dafo intersticial y
renal tubular en modelos de raton de diabetes tipo 1 y tipo 2 (Mazagova et al., Am. J.
Physiol. Renal Physiol. 2013; 305: F1249-F1264). Se propone que la GDF15 tiene
un efecto de proteccion contra la pérdida relacionada con el envejecimiento, de
neuronas motoras y sensoriales y mejora la consiguiente recuperacion en dafos de
nervios periféricos (Strelau et al., J. Neurosci. 2009, 29: 13640-13648; Mensching et
al., Cell Tissue Res. 2012, 350: 225-238). De hecho, se demostré que ratones
transgénicos para GDF15 tienen un tiempo de vida mas largo que los controles de
su misma camada, lo cual puede indicar que esta molécula sirve como un factor de
la supervivencia a largo plazo (Wang et al., Aging. 2014, 6: 690-700).

Numerosos informes han demostrado la mejora de la tolerancia a la
glucosa y la sensibilidad a la insulina en modelos de raton durante el tratamiento
con la proteina GDF15. Dos cepas independientes de ratones transgénicos que
sobreexpresan GDF15 tienen peso corporal y masa grasa disminuidos, asi como,
ademas, una mejor tolerancia a la glucosa (Johnen et al., Nat. Med. 2007, 13:1333-

1340; Macia et al., PLoS One. 2012, 7:e34868; Chrysovergis et al., Int. J. Obesity.
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2014, 38: 1555-1564). Los incrementos en el gasto de energia y del metabolismo
oxidativo de todo el cuerpo se informaron en ratones transgénicos para GDF15
(Chrysovergis et al., 2014, 1d.). Estos se acompafiaron por un aumento en la
expresion de genes termogénicos en tejido adiposo marrén y un aumento en la
expresion de genes lipoliticos en tejido adiposo blanco. Los ratones que carecen
del gen GDF15 tienen peso corporal y masa grasa aumentados (Tsai et al., PLoS
One. 2013, 8(2):€55174). Una fusién con FC de GDF15 se demostré que
disminuye el peso corporal y mejora la tolerancia a la glucosa, asi como, ademas,
la sensibilidad a la insulina en un modelo de mono cinomdlogo obeso cuando se
administra semanalmente durante un periodo de seis semanas (WO 2013/113008).

Los efectos de GDF15 en el peso corporal se piensa que estan
mediados por la reduccion de la ingesta alimenticia y el gasto elevado de energia.
La GDF15 puede mejorar el control glicémico mediante mecanismos
dependientes e independientes del peso corporal.

Juntas, estas observaciones sugieren que aumentar los niveles de
GDF15 puede ser beneficioso como una terapia para enfermedades metabdlicas.
Existe la necesidad en la materia de contar con composiciones a base de GDF15
que puedan usarse para tratar o prevenir enfermedades metabdlicas, trastornos,
o afecciones.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencion satisface esta necesidad ya que proporciona proteinas

de fusion de GDF15 que demuestran un aumento en la solubilidad/estabilidad y

exhiben caracteristicas que indican que pueden usarse para tratar o prevenir
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enfermedades metabdlicas, trastornos, o afecciones. Estas caracteristicas
incluyen, por ejemplo, la disminucion de peso corporal, aumento de la tolerancia a
la glucosa y mejor sensibilidad a la insulina de un sujeto administrado con una
proteina de fusién de acuerdo con una modalidad de la invencion.

En un aspecto general, la invencioén se refiere a una proteina de
fusién que comprende: (a) una proteina de extension de vida media, (b) un
enlazador y (c) una proteina GDF15, en donde la proteina de fusion se dispone a
partir del extremo N-terminal hacia el extremo C-terminal en el orden (a)- (b)- (c).

En una modalidad de la invencion, la proteina GDF15 es una
proteina GDF15 humana, o una variante funcional de esta. En modalidades
particulares, la proteina GDF15 comprende una proteina GDF15 madura o
variante funcional de esta. En modalidades mas particulares, la proteina GDF15
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad
de secuencia con la sec. con num. de ident.: 6-11. En otras modalidades
particulares, la proteina GDF15 comprende la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 11, tal como una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 6-11.

En una modalidad de la invencidn, una proteina de extension de vida
media es la albumina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés) o una variante
funcional de esta. En modalidades particulares, la proteina de extension de vida
media comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de

identidad con la sec. con num. de ident.: 1. En otras modalidades particulares, la
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proteina de extension de vida media comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 1-3.

En una modalidad de la invencion, el enlazador es un enlazador
flexible. En modalidades particulares, el enlazador flexible contiene la secuencia
(GGGGS)n, en donde n es 2 a 20, preferentemente 4 a 10. En otra modalidad de
la invencion, el enlazador de la proteina de fusion es un enlazador estructurado.
En modalidades particulares, el enlazador estructurado contiene la secuencia
(AP)n o (EAAAK)N, en donde n es 2 a 20, preferentemente, 4 a 10.

En modalidades de la invencion, la proteina de fusidén comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con
las sec. con nums. de ident.: 5, 25-30, 36-37, 40, 48, 55-60 o 64-75. En modalidades
particulares, la proteina de fusion comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 5, 25-30, 40,
55-60 y 70. En modalidad mas particular de la invencién, la proteina de fusién
comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 60.

En otro aspecto general, la invencion se refiere a una molécula de
acido nucleico aislada que codifica una proteina de fusion de la invencién.

En otro aspecto general, la invencion se refiere a un vector de
expresion que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una
proteina de fusién de la invencion.

En otro aspecto general, la invencion se relaciona con una célula
huésped recombinante que comprende una molécula de acido nucleico que

codifica una proteina de fusion de la invencion.
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En otro aspecto general, la invencion se relaciona con un método
para obtener una proteina de fusion de la invencion. El método comprende: (1)
cultivar una célula huésped que comprende una molécula de acido nucleico que
codifica la proteina de fusion bajo una condicion que se produce la proteina de
fusién y (2) recuperar la proteina de fusion producida por la célula huésped.

En otro aspecto general, la invencién se relaciona con una
composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusion de la invencién
y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto general, la invencidn se relaciona con una composicion
farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una
proteina de fusion de la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto general, la invencién se relaciona con un estuche
que comprende una composicion farmacéutica de la invencién.

En otro aspecto general, la invencion se relaciona con un método
para tratar o prevenir una enfermedad metabdlica, trastorno o afeccion, el método
que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
terapéuticamente o profilacticamente efectiva de una composicién farmacéutica de
la invencion. En una modalidad particular, la composicion farmacéutica se
administra al sujeto por via subcutanea o por via intravenosa.

de acuerdo con modalidades de la invencion, un método para tratar un
trastorno metabdlico seleccionado del grupo que consiste en la diabetes tipo 2,
elevados niveles de glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la dislipidemia,

la nefropatia diabética, la lesion isquémica del miocardio, la insuficiencia cardiaca
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congestiva, o la artritis reumatoide, en un sujeto que lo necesite, comprende
administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién
farmacéutica que comprende una proteina de fusion que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.:
5, 25-30, 40, 55-60 y 70 y un portador farmacéuticamente aceptable. En una
modalidad particular, el método comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicion farmacéutica que comprende una
proteina de fusién que comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num.
de ident.: 60 y un portador farmacéuticamente aceptable.

Otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la invencién resultaran
evidentes a partir de la siguiente descripcion, que incluye la descripcion detallada
de la invencidn y sus modalidades preferidas y de las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

El sumario anterior, asi como, ademas, la siguiente descripcion
detallada de la invencion, se entenderan mejor cuando se lea junto con las figuras
adjuntas. Debe entenderse que la invencion no se limita a las modalidades
precisas, mostradas en las figuras.

En las figuras:

Las Figuras 1A'y 1B muestran la estructura cristalina de GDF15, en
donde el apareamiento por disulfuros del primer y segundo residuos de cisteina
(C1-C2) formo un lazo en el extremo N terminal de la proteina.

La Figura 2 muestra los efectos de la administracién subcutanea de

proteinas de fusién de acuerdo con modalidades de la invencidn, p. €j., las
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proteinas de fusion FP1 (sec. con num. de ident.: 60) y 6xHis-FP1 (sec. con num.
de ident.: 26 con una etiqueta de 6xHis unida en el extremo N-terminal), en la
ingesta de alimentos en ratones C57BL/6, se representa la ingesta de alimentos
acumulativa en 24 horas después de la administraciéon. Los valores que se
muestran dentro de las barras son los % de reduccién en comparacién con el
grupo del vehiculo (PBS) +SEM; N=8 animales por grupo para todos los grupos,
excepto N=9 en el grupo de 16 nmol de FP1/kg. *-p<0,05, en comparacion al
vehiculo; los valores p se calcularon por medio del uso de ANOVA unidireccional
y de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 3 muestra los efectos de la administracion subcutanea de FP1
y 6xHis -FP1 (sec. con num. de ident.: 26 con una etiqueta de 6xHis unida en el
extremo N-terminal) en la ingesta de alimentos en ratas Sprague-Dawley, se
representa la ingesta de alimentos acumulativa en 48 horas después de la
administracion. Los valores que se muestran dentro de las barras son los % de
reduccién en comparacion con el grupo del vehiculo (PBS) +SEM; N=8 animales por
grupo. *-p<0,05, en comparacion al vehiculo; los valores p se calcularon por medio del
uso de ANOVA unidireccional y de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 4 muestra el cambio en el peso corporal de ratones obesos
inducidos por la dieta (DIO) durante el tratamiento con FP1. Las flechas indican el
tiempo (dias) de la administracion subcutanea después de la dosis inicial (Dia 0);
N=8 animales por grupo. * - p<0,05, para 1 nmol de FP1/kg en comparacion con el

grupo del vehiculo; # - p<0,05, para 10 nmol de FP1/kg en comparacién con el
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grupo del vehiculo; valores p se calcularon por medio del uso ANOVA bidireccional
para observaciones repetidas y la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

Las Figuras 5A y 5B muestran los niveles de glucosa en sangre en
ratones DIO, durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) después de
14 dias de dosificacién de FP1 cada 3 dias (q3d), los niveles se expresan como el
area bajo la curva. N=8 animales por grupo. * - p<0,05, para 1 nmol de FP1/kg en
comparacion con el grupo del vehiculo; los valores p se calcularon por medio del uso
de ANOVA unidireccional y de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 6 muestra los niveles de glucosa en sangre alimentada en
ratones DIO durante el tratamiento con FP1. N=8 animales por grupo. *-p<0,05,
en comparacion al vehiculo; valores p se calcularon por medio del uso ANOVA
bidireccional para observaciones repetidas y la prueba de Tukey para
comparaciones multiples.

La Figura 7 muestra la evaluacion del modelo homeostatico de 4
horas de ayuno de la resistencia a la insulina (HOMA-IR) en ratones DIO,
después de 14 dias de tratamiento con FP1. N=8 animales por grupo. *-p<0,05,
en comparacion al vehiculo; los valores p se calcularon por medio del uso de
ANOVA unidireccional y de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 8 muestra el cambio en el peso corporal en ratones ob/ob
durante el tratamiento con FP1 cada 3 dias (qd3). Las flechas indican el tiempo
(dias) de la administracidon subcutanea después de la dosis inicial (Dia 0); N=9
animales por grupo. *-p<0,05, para 10 nmol de FP1/kg en comparacion con el

grupo del vehiculo; # - p<0,05, para 1 nmol de FP1/kg en comparacién con el grupo
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del vehiculo; valores p se calcularon por medio del uso ANOVA bidireccional para
observaciones repetidas y la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 9 muestra los niveles de glucosa en sangre en ratones
ob/ob durante el tratamiento con FP1. Las flechas indican el tiempo (dias) de la
administracion subcutanea después de la dosis inicial (Dia 0); N=9 animales por
grupo. *-p<0,05, para 10 nmol de FP1/kg en comparacién con el grupo del
vehiculo; # - p<0,05, para 1 nmol de FP1/kg en comparacioén con el grupo del
vehiculo; valores p se calcularon por medio del uso ANOVA bidireccional para
observaciones repetidas y la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 10 muestra la media (+ desviacion estandar, SD) del perfil
tiempo-concentracion del farmaco en suero de FP1 después de la administracion
subcutanea (SC) e intravenosa (IV) de 2 mg/kg en ratones C57BI/6.

La Figura 11 muestra la media (£SD) del perfil tiempo-concentracién
del farmaco en suero de FP1 después de la administracion SC e IV de 2 mg/kg en
ratas Sprague-Dawley.

La Figura 12 muestra la media (£SD) del perfil tiempo-concentracién
del farmaco en suero de FP1 después de la administracion SC e IV de 1 mg/kg en
monos cynomolgus, segun se determina por inmunoensayos.

La Figura 13 muestra la concentracion en suero (ng/ml) de FP1
como un dimero intacto en el tiempo después de una sola administracion IV en
monos cynomolgus, segun se determina por analisis de LCMS-captura por

inmunoafinidad (lA).
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La Figura 14 muestra la concentracion en suero (ng/ml) de FP1 como un
dimero intacto en el tiempo después de una sola administracion SC en monos
cynomolgus, segun se determina por analisis de LCMS-captura por inmunoafinidad.

La Figura 15 muestra la concentracién de FP1, representada como
un % de la concentracion inicial, después de 0, 4, 24 y 48 horas de incubacion ex
Vivo en plasma obtenido a partir de dos sujetos humanos (Sub), segun se
determina por medio de inmunoensayo.

La Figura 16 muestra la concentracién promedio de FP1, representada
como un % del tiempo 0, como un dimero intacto después de 0, 4, 24 y 48 horas de
incubacién ex vivo en plasma obtenido a partir de dos sujetos humanos (Sub), segun
se determina por analisis de LCMS-captura por inmunoafinidad de la masa intacta.

La Figura 17 muestra la ingesta aguda de alimentos en los ratones
macho C57BL6N sin grasa antes y después de la administracion de las diversas
variantes de delecion N-terminal de GDF15. (las sec. con nums. de ident.: 92, 111
y 112 en comparacion con la proteina de fusion silvestre sin delecion (sec. con
num. de ident.: 26 con una etiqueta de 6xHis unida en el extremo N-terminal).
N=8 animales por grupo; *-p<0,05, en comparacién al vehiculo; valores p se
calcularon por medio del uso ANOVA bidireccional para observaciones repetidas
y la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 18 muestra el efecto de una sola dosis de FP2 en la
ingesta de alimentos en ratones C57BL/6; especificamente, se muestra la ingesta
de alimentos acumulativa en 24 horas después de la administracion. Los valores

que se muestran dentro de las barras son los % de reduccion en comparacion



10

15

20

12

con el grupo de PBS (mediatSEM); N=8 animales por grupo para todos los
grupos, excepto N=6 en 6xHis-FP1. **-p<0,01, ***-p<0,001, ****-p<0,0001; Los
valores p se calcularon por medio del uso ANOVA bidireccional y la prueba de
Dunnetts para comparaciones multiples.

La Figura 19 muestra la ingesta de alimentos acumulativa medida en
ratas Sprague-Dawley en 24 horas después de la administracion de una sola
dosis de FP2. Los valores que se muestran dentro de las barras son los % de
reduccién en comparacion con el grupo de PBS (mediatSEM); N=8 animales por
grupo. ** - p<0,01, los valores p se calcularon por medio del uso de ANOVA
bidireccional y de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

La Figura 20 muestra el cambio porcentual en el peso corporal
durante el tratamiento con FP2 q3d en ratones DIO. Las flechas indican el
momento de las inyecciones subcutaneas de FP2; N=6 animales por grupo; * -
p,0,05, en comparacién con el vehiculo, por medio del uso de ANOVA
bidireccional y prueba de Tukey para comparaciones multiples;

Las Figuras 21A y 21B muestran el area bajo la curva (AUC) para
los niveles de la concentracion de glucosa en sangre durante la prueba OGTT
después de 14 dias de dosificacién q3d de FP2 en ratones DIO. * - p<0,05,
mediante ANOVA unidireccional y la prueba de comparaciones multiples de
Tukey, con el uso de N=8 animales por grupo.

La Figura 22A muestra los niveles de insulina en plasma durante
una OGTT, después de 8 dias de dosificacion g3d de FP2 en ratones DIO. * -

p<0,05, vehiculo en comparacioén con FP2 (0,3 nmol/kg); FP2 (10 nmol/kg); y
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Rosiglitazona. # - p<0,05, en comparacién con Rosiglitazona (10 mg/kg), con el
uso de ANOVA bidireccional para observaciones repetidas y la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

La Figura 22B muestra el AUC para los niveles de insulina en plasma
durante una OGTT, después de 8 dias de dosificacion g3d de FP2 en ratones DIO. *
- p<0,05, en comparacion al vehiculo; # - p<0,05, en comparacién con Rosiglitazona.

La Figura 23 muestra los niveles de glucosa en sangre alimentada,
después de 8 dias de dosificacion q3d de FP2 en ratones DIO. * - p<0,05, en
comparacion con el vehiculo, con el uso de ANOVA bidireccional para observaciones
repetidas y la prueba de comparaciones multiples de Tukey, n=8 animales por grupo.

La Figura 24 muestra la HOMA-IR en ayunas después de 14 dias de
tratamiento con FP2 q3d, seguido de 5 horas de ayuno en el Dia 14, en ratones
DIO. * - p<0,05, en comparacion con el vehiculo, mediante ANOVA unidireccional
y la prueba de comparaciones multiples de Tukey, para n=8 animales por grupo.

La Figura 25 muestra las concentraciones en suero de FP2 después
de la administracion subcutanea (SC) de 2 mg/kg e intravenosa (IV) de 2 mg/kg
en ratones C57BI/6. Los valores representan mediatSD (n=5 muestras por punto
de tiempo).

La Figura 26 muestra las concentraciones en suero de FP2 después
de la administracion subcutanea (SC) de 2 mg/kg e intravenosa (IV) de 2 mg/kg
en ratas Sprague Dawley. N=5 muestras por punto de tiempo.

La Figura 27 muestra las concentraciones en plasma de FP2 en

monos cynomolgus analizadas mediante inmunoensayo. Los valores representan
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la mediatSD de n=3, excepto n=2 para IV en el dia 22 (528 horas). IV = via
intravenosa, SC = via subcutanea;

La Figura 28 muestra las concentraciones en plasma de FP2 como
dimero intacto en monos cynomolgus analizados por LCMS. Los valores
representan la media + SEM de n=3, excepto n=2 para subcutanea (SC) a las 168
horas, n=1 para SC a las 120 horas y 432 horas y n=1 para |V - Intravenosa a las
168 horas y 432 horas.

La Figura 29 muestra la estabilidad ex vivo de FP2 (recuperacion
porcentual normalizada) durante 48 horas en plasma humano medido por
inmunoensayo.

La Figura 30 muestra la estabilidad ex vivo de FP2 (recuperacién
porcentual normalizada) durante 48 horas en plasma humano medido por LC/MS
intacta.

La Figura 31 muestra las curvas de respuesta a la concentracion para
FP2y el heterodimero HSA-GDF 15:GDF15 mediante el uso de ensayos pAKT en
células SK-N-As que expresan el receptor GFRAL humano recombinante (N=3).

La Figura 32 muestra ingesta de alimentos diaria (g) antes de y
después de una sola dosis de FP1 en monos cynomolgus. * - p<0,05 para
10 mg/kg de FP1 en comparacién con vehiculo.

La Figura 33 muestra el porcentaje de cambio de peso corporal antes de
y después de una sola dosis de FP1 en monos cynomolgus. *- p<0,05 para 10 mg/kg

de FP1 en comparacion con vehiculo; # - p<0,05 para 3 mg/kg en comparacion con el
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de comparaciones multiples de Tukey, para n=8 animales por grupo.

La Figura 34 muestra ingesta de alimentos diaria (g) antes de y después
de una sola dosis de FP2 en monos cynomolgus. * - p<0,05, en comparacion con el
vehiculo, con el uso de ANOVA bidireccional para observaciones repetidas y la prueba
de comparaciones multiples de Tukey, para n=8 animales por grupo.

La Figura 35 muestra el porcentaje de cambio de peso corporal antes
de y después de una sola dosis de FP2 en monos cynomolgus. * - p<0,05, para
10 nmol/kg de FP2 en comparacién al vehiculo, # - p<0,05, para 3 nmol/kg de FP2
en comparacioén al vehiculo, & - p<0,05, para 1 nmol/kg de FP2 en comparacién
con el vehiculo, con el uso de ANOVA bidireccional para observaciones repetidas y

la prueba de comparaciones multiples de Tukey, para n=8 animales por grupo.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Distintas publicaciones, articulos y patentes se citan o describen en
los antecedentes y a lo largo de toda la descripcidon; cada una de estas referencias
se incorpora en la presente descripcion como referencia en su totalidad. La
descripcion de documentos, actas, materiales, dispositivos, articulos o lo similar,
qgue se han incluido en la presente descripcion, es para el propdsito de
proporcionar el contexto para la invencion. Tal descripcion no es una admision de
que cualquiera o todos estos asuntos formen parte de la materia anterior con
respecto a cualquier invencion descrita o reivindicada.

A menos que se definan de cualquier otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente descripcion tienen el mismo significado
como lo entiende comunmente un experto en la materia a la que se dirige la invencién.
De cualquier otra manera, ciertos términos usados en la presente descripcion tienen
los significados tal como se establecen en la descripcion. Todas las patentes, las
solicitudes de patente publicadas y publicaciones mencionadas en la presente
descripcidn se incorporan como referencia ya que se describen detalladamente en la
presente descripcion. Debe destacarse que, como se usa en la presente descripcion y

en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen
los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

La invencion se relaciona con una proteina de fusion que comprende
(a) una proteina con extension de vida media, (b) un enlazador y (c) una proteina

GDF15, en donde la proteina de fusion se dispone a partir del extremo N-terminal

hacia el extremo C-terminal en el orden (a)- (b)- (c).
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Se encontré que una proteina de fusion de acuerdo con una
modalidad de la invencién, que comprende una proteina con extensiéon de vida
media, un enlazador y una proteina GDF15, resulta en un aumento de la vida
media de la proteina GDF15 y las proteinas de fusion de la invencién exhiben los
efectos metabdlicos que demuestran su idoneidad como agentes terapéuticos
para tratar y prevenir enfermedades metabdlicas, trastornos o afecciones. Tales
efectos incluyen, pero sin limitarse a reducir el peso corporal, aumentar la
tolerancia a la glucosa y mejorar la sensibilidad a la insulina, de los animales
administrados con las proteinas de fusion.

Como se usa en la presente descripcion, el término “proteina de fusion”
se refiere a una proteina que tienen dos o0 mas porciones unidas covalentemente entre
si, en donde cada una de las porciones se deriva de diferentes proteinas.

Las proteinas de fusion de acuerdo con modalidades de la invencion
pueden incluir cualquier proteina GDF15. Como se usa en la presente descripcion,
el término “proteina GDF15” se refiere a cualquier factor 15 proteico de
diferenciacion del crecimiento, silvestre, de origen natural, o una variante funcional
de este. La proteina GDF15 puede ser de cualquier mamifero, tal como un ser
humano u otro mamifero adecuado, tal como un ratén, conejo, rata, cerdo, perro, o
un primate. En modalidades particulares, la proteina GDF15 es una proteina
GDF15 humana, o una variante funcional de esta. En modalidades preferidas, la
proteina GDF15 es una proteina GDF15 madura o una variante funcional de esta.

Como se usa en la presente descripcion, el término “proteina GDF15

madura” se refiere a la porcion de la pre proproteina de GDF15 que se libera de la
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proteina de longitud completa después de la escision intracelular en el sitio de escision
RXXR de tipo furina. Las proteinas GDF15 maduras se secretan como homodimeros
unidos por enlaces disulfuro. En una modalidad de la invencion, una proteina madura
GDF15, abreviada GDF15(197-308) (sec. con num. de ident.: 6), contiene
aminoacidos 197-308 de una proteina humana GDF15 de longitud completa.

Como se usa en la presente descripcion, “variante funcional” se refiere
a una variante de una proteina original que tiene sustancial o significativa identidad
de secuencia con la proteina original y retiene al menos una de las actividades
biolégicas de la proteina original. Una variante funcional de una proteina original
puede prepararse por medios conocidos en la materia en vista de la presente
descripcion. Una variante funcional puede incluir una o mas modificaciones a la
secuencia de aminoacidos de la proteina original. Las modificaciones pueden
cambiar las propiedades fisicoquimicas del polipéptido, por ejemplo, mediante
mejora de la estabilidad térmica del polipéptido, alteracion de la especificidad de
sustrato, cambio del pH éptimo y lo similar. Las modificaciones pueden alterar,
ademas, las actividades bioldgicas de la proteina original, siempre que no destruyan
o supriman todas las actividades biologicas de la proteina original.

de acuerdo con modalidades de la invencion, una variante funcional de
una proteina original comprende una sustitucion, preferentemente, una sustitucion
conservativa de aminoacidos de la proteina original, que no afecta significativamente
la actividad biolégica de la proteina original. Las sustituciones conservativas incluyen,
pero sin limitarse a, sustituciones de aminoacidos dentro del grupo de aminoacidos

basicos (arginina, lisina e histidina), aminoacidos acidicos (acido glutamico y acido
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aspartico), aminoacidos polares (glutamina y asparagina), aminoacidos hidréfobos
(leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y
tirosina) y aminoacidos pequenos (glicina, alanina, serina, treonina y metionina).
Pueden usarse, ademas, aminoacidos no naturales o no estandar (tales como 4-
hidroxiprolina, 6-N-metil lisina, acido 2-aminoisobutirico, isovalina y alfa-metil serina)
para sustituir residuos de aminoacidos estandar en la proteina original.

De acuerdo con otras modalidades de la invencion, una variante
funcional de una proteina original comprende una delecion y/o insercion de uno o
mas aminoacidos en la proteina original. Por ejemplo, una variante funcional de una
proteina GDF15 madura puede incluir una delecién y/o inserciébn de 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 o
mas aminoacidos a la proteina GDF15 madura, preferentemente, una delecion de 1
a 30 aminoacidos en el extremo N-terminal de la proteina GDF15 madura.

De acuerdo con aun otras modalidades de la invencion, una variante
funcional de una proteina original comprende una sustitucion, preferentemente,
una sustitucion conservativa de aminoacidos y una delecién y/o insercion,
preferentemente, una pequefa delecion y/o insercidn de aminoacidos, en la
proteina original.

De acuerdo con modalidades de la invencién, una proteina de fusion
de la invencién comprende una proteina GDF15 que tiene una secuencia de
aminodacidos al menos 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de una GDF15
madura, tal como GDF15(197-308) (sec. con num. de ident.: 6) o una secuencia de

aminoacidos al menos 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de una GDF15
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madura truncada en el extremo N-terminal, tal como GDF15(200-308) (sec. con

num. de ident.: 7), GDF15 (201-308) (sec. con num. de ident.: 8), GDF15 (202-308)
(sec. con num. de ident.: 9), GDF15 (203-308) (sec. con num. de ident.: 10) o GDF15
(211-308) (sec. con num. de ident.: 11). La proteina GDF15 puede tener al menos
una de sustituciones, inserciones y deleciones con la sec. con num. de ident.: 6, 7, 8,
9, 10 u 11, siempre que esta mantenga al menos una de las actividades biolégicas
de la proteina GDF15, tales como sus efectos sobre la ingesta de alimentos, los
niveles de glucosa en sangre, la resistencia a la insulina y el peso corporal, etc.

En modalidades particulares, una proteina de fusién de la invencién
comprende una proteina GDF15 que tiene la secuencia de aminoacidos de la sec.
con num. de ident.: 11, que incluye, pero sin limitarse a la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 6, 7, 8,9, 10 u 11.

Cualquier proteina con extensiéon de vida media puede usarse en las
proteinas de fusién de acuerdo con modalidades de la invenciéon. Como se usa en
la presente descripcion, el término “proteina de extension de vida media” puede
ser cualquier proteina o fragmento de esta que se conoce por extender la vida
media de las proteinas a las que se fusiona. Ejemplos de tales proteinas de
extension de vida media incluyen, pero sin limitarse a, albumina sérica humana
(HSA), el dominio del fragmento constante (Fc) de una inmunoglobulina (Ig), o
transferrina (Tf). En modalidades de la invencion, la proteina de extension de vida
media comprende HSA o una variante funcional de esta. En modalidades
particulares de la invencion, la proteina de extension de vida media comprende

una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a la sec. con num.
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de ident.: 1. En modalidades preferidas de la invencidn, la proteina de extensiéon
de vida media comprende HSA o variante funcional de esta, en donde el residuo
de cisteina en la posicion 34 de la HSA se ha reemplazado por serina o alanina.

En modalidades particulares, una proteina de fusién de la invencion
comprende una proteina de extension de vida media que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 1-3.

Cualquier enlazador puede usarse en las proteinas de fusiéon de acuerdo
con modalidades de la invencion. Como se usa en la presente descripcion, el término
“enlazador” se refiere a una porcion enlazante que comprende un enlazador
peptidico. Preferentemente, el enlazador ayuda a asegurar el plegamiento correcto,
minimiza el impedimento estérico y no interfiere significativamente en la estructura de
cada componente funcional dentro de la proteina de fusién. En algunas modalidades
de la invencidn, el enlazador peptidico comprende 2 a 120 aminoacidos. Por ejemplo,
el enlazador peptidico comprende 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, 40,
41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119 0 120 aminoacidos.

En modalidades de la invencion, el enlazador aumenta la flexibilidad de
los componentes de la proteina de fusion. En modalidades particulares de la

invencion, el enlazador puede ser un enlazador flexible que comprende la secuencia
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(GGGGS)n, que incluye, pero sin limitarse a, GS-(GGGGS)n o AS-(GGGGS)n-GT,
endondenes 2a 20, talcomo 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 0 15.

En otras modalidades de la invencion, el enlazador es estructurado.
En modalidades particulares de la invencién, el enlazador puede ser un enlazador
estructurado que comprende la secuencia (AP)n o (EAAAK)n, que incluye, pero
sin limitarse a, AS-(AP)n-GT o AS-(EAAAK)n-GT, en donde n es 2 a 20, tal como
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 o 15. En otras modalidades de la invencion,
el enlazador comprende las secuencias (GGGGA)n, (PGGGS)n, (AGGGS)n 0
GGS-(EGKSSGSGSESKST)n-GGS en donde n es 2 a 20 aminoacidos.

En modalidades de la invencion, la proteina de fusion comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con las
sec. con nums. de ident.: 5, 25-30, 36-37, 40, 48, 55-56, 59-60 o 64-75. En
modalidades particulares, la proteina de fusidbn comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 5,
25-30, 36-37, 40, 48, 55-56, 59-60 y 64-75. En modalidades mas particulares de la
invencidn, la proteina de fusiébn comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 5, 25-30, 40, 55-
56, 55-56, 59-60 y 70. En modalidades mas particulares adicionales de la invencion, la
proteina de fusidbn comprende la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de
ident.: 92, la sec. con num. de ident.: 60 o la sec. con num. de ident.: 26. La proteina
de fusion puede incluir, ademas, pequefa(s) extension(es) en el extremo amino o
carboxilo terminal de la proteina, tal como una etiqueta que facilita la purificacion, tal

como una etiqueta de polihistidina, un epitopo antigénico o un dominio de union.
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Las proteinas de fusion descritas en la presente descripcidn pueden
caracterizarse o evaluarse por las actividades biolégicas de GDF15 que incluyen,
pero sin limitarse a los efectos sobre la ingesta de alimentos, las pruebas de
tolerancia oral a la glucosa, las mediciones de los niveles de glucosa en sangre, el
analisis de la resistencia a la insulina, los cambios en el peso corporal, analisis
farmacocinético, analisis toxicocinéticos, analisis de inmunoensayos y de
espectrometria de masas del nivel y la estabilidad de proteinas de fusién de
longitud completa y analisis de estabilidad ex vivo del plasma humano.

La invencion proporciona, ademas, una molécula aislada de acido
nucleico que codifica una proteina de fusién de la invencion. En modalidades de la
invencioén, la molécula aislada de acido nucleico codifica una proteina de fusién
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de
identidad de secuencia con las sec. con nums. de ident.: 5, 25-30, 36-37, 40, 48,
55-56, 59-60 o 64-75. En modalidades particulares, la molécula aislada de acido
nucleico codifica una proteina de fusidon que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.:
5, 25-31, 36-37, 40, 48, 55-56, 59-60 y 64-75. En modalidades mas patrticulares, la
molécula aislada de acido nucleico codifica una proteina de fusidon que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las sec.
con nums. de ident.: 5, 25-30, 40, 55-56, 59-60 y 70. En modalidades mas
particulares adicionales, la molécula aislada de acido nucleico comprende la

secuencia de nucledtidos de las sec. con nums. de ident.: 76-91.



10

15

20

24

de acuerdo con otras modalidades de la invencion, la molécula de acido
nucleico que codifica la proteina de fusion puede estar en un vector de expresion. Los
vectores de expresion incluyen, pero sin limitarse a, vectores para la expresion de
proteinas recombinantes y vectores para el suministro de acidos nucleicos en un
sujeto para la expresion en un tejido del sujeto, tal como los vectores virales. Los
ejemplos de vectores virales adecuados para su uso con la invencién incluyen, pero
sin limitarse a los vectores de adenovirus, vectores de virus asociados con adenovirus,
vectores de lentivirus, etc. El vector puede ser, ademas, un vector no viral. Los
ejemplos de vectores no virales incluyen, pero sin limitarse a, plasmidos, cromosomas
artificiales bacterianos, cromosomas artificiales de levadura, bacteriéfagos, etc. El
vector puede incluir cualquier elemento para establecer una funcién convencional de
un vector de expresion, por ejemplo, un promotor, un elemento de unién al ribosoma,
terminador, potenciador, marcador de seleccion, o un origen de replicacion.

De acuerdo con otras modalidades de la invencién, la molécula de
acido nucleico que codifica la proteina de fusién puede ser optimizada por codones
para mejor expresion recombinante de una célula huésped deseada, tal como
células de rifion embrionario humano (HEK) o de ovario de hamster chino (CHO),
con el uso de métodos conocidos en la materia en vista de la presente descripcion.

La invencidn proporciona, ademas, una célula huésped que
comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién
de la invencion. Las células huésped incluyen, pero sin limitarse a, células
huésped para la expresion de la proteina recombinante y células huésped para el

suministro del acido nucleico en un sujeto para la expresion en un tejido del
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sujeto. Los ejemplos de células huésped adecuadas para su uso con la invencion
incluyen, pero sin limitarse a las células CHO o HEK.

En otro aspecto general, la invencién se relaciona con un método
para obtener una proteina de fusion de la invencién. En un aspecto general, el
método comprende: (1) cultivar una célula huésped que comprende una molécula
de acido nucleico que codifica una proteina de fusion bajo una condicién que se
produce la proteina de fusién y (2) recuperar la proteina de fusién producida por
la célula huésped. La proteina de fusion puede purificarse adicionalmente
mediante el uso de métodos conocidos en la materia.

En algunas modalidades, la proteina de fusion se expresa en células
huésped y se purifica a partir de estas mediante el uso de una combinacion de
una o mas técnicas de purificacion estandar, que incluyen, pero sin limitarse a,
cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusién por tamafo, ultrafiltracion y
dialisis. Preferentemente, la proteina de fusion se purifica para estar libre de
cualesquiera de las proteasas.

La invencion proporciona, ademas, una composicidon farmacéutica
que comprende la proteina de fusién de la invencién y un portador
farmacéuticamente aceptable.

La invencion proporciona, ademas, una composicion que comprende
una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién de la invencion
y un portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones que comprenden
una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién de la invencion

puede comprender un vehiculo de suministro para la introduccion de la molécula
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de acido nucleico en una célula para la expresion de la proteina de fusién. Los
ejemplos de vehiculos de suministro de acido nucleico incluyen liposomas,
polimeros biocompatibles, que incluyen polimeros naturales y polimeros sintéticos,
lipoproteinas, polipéptidos, polisacaridos, lipopolisacaridos, envolturas virales
artificiales, particulas metalicas y bacterias, virus, tales como baculovirus,
adenovirus y retrovirus, bacteriéfagos, césmidos, plasmidos, vectores fungicos y
otros vehiculos de recombinacion usados, tipicamente, en la materia los cuales se
han descrito para la expresiéon en una variedad de huéspedes eucariotas.

El portador farmacéuticamente aceptable puede incluir uno o mas de
excipiente farmacéuticamente aceptable, amortiguador, estabilizador u otros
materiales conocidos por los expertos en la materia. Los ejemplos de portadores
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitarse a, uno o mas de agua,
solucion salina, amortiguador, agentes isotdnicos, tales como azucares,
polialcoholes, sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o
emulsionantes, conservantes, asi como ademas combinaciones de estos. Tales
materiales deben ser no toéxicos y no deben interferir con la eficacia del ingrediente
activo en las dosificaciones y concentraciones usadas. La naturaleza precisa del
portador u otro material puede depender de la via de administracion, p. €j., las vias
intramuscular, subcutanea, oral, intravenosa, cutanea, intramucosal (p. €j., por el
intestino), intranasal o intraperitoneal. Por ejemplo, las composiciones
farmacéuticas liquidas generalmente incluyen un portador liquido tal como agua,
petréleo, aceites animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Pueden

incluirse, ademas, solucién salina fisiolégica, dextrosa u otra solucion de sacaridos
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o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Las composiciones
para la administracion parenteral pueden almacenarse en forma liofilizada o en una
solucion y se colocan, generalmente, en un recipiente que tiene un puerto de
acceso estéril, tal como una bolsa o frasco de solucion intravenosa que tiene un
tapdn perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica.

De acuerdo con modalidades de la invencion, una composicion
farmacéutica puede comprender uno o0 mas componentes adicionales, tales como
otro ingrediente activo.

La invencion se relaciona, ademas, con estuches que comprenden una
composicion farmacéutica de la invencién. Los estuches pueden contener un primer
envase que tiene una proteina de fusion seca de la invencion y un segundo envase
que tiene una solucién acuosa para mezclarse con la proteina de fusion seca antes de
la administracion a un sujeto, o0 un Unico envase que contiene una composicion
farmacéutica liquida de la invencién. El estuche puede contener una unidad de
administracion de una sola dosis o unidades de administracién de multiples dosis de
una composicion farmacéutica de la invencion. El estuche puede incluir, ademas, una
0 mas jeringas llenadas previamente (p. €j., jeringas con liquido y jeringas Lyo). Un
estuche puede comprender, ademas, instrucciones para el uso de estos. Las
instrucciones pueden describir el uso y naturaleza de los materiales incluidos en el
estuche y pueden hacerse a la medida del trastorno metabdlico preciso que se trata.

La invencion se relaciona, ademas, con el uso de las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente descripcion para tratar o prevenir una

enfermedad metabdlica, trastorno o afeccién, tales como la diabetes tipo 2,
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elevados niveles de glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la
dislipidemia, la nefropatia diabética, la lesion isquémica del miocardio, la
insuficiencia cardiaca congestiva, o la artritis reumatoide. de acuerdo con
modalidades de la invencion, un método para tratar o prevenir una enfermedad
metabdlica, trastorno o afeccidon en un sujeto que necesita el tratamiento
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente o profilacticamente
efectiva de una composicion farmacéutica de la invencion. Cualesquiera de las
composiciones farmacéuticas descritas en la presente descripcion pueden usarse
en un método de la invencién, que incluyen composiciones farmacéuticas que
comprenden una proteina de fusion de la invencién o composiciones farmacéuticas
que comprenden un acido nucleico que codifica la proteina de fusion.

Como se usa en la presente descripcion, “sujeto” significa cualquier
animal, particularmente un mamifero, mas particularmente, un ser humano, que
sera o que se ha tratado mediante un método de acuerdo con una modalidad de
la invencion. El término “mamifero” como usa en la presente descripcion, abarca
cualquier mamifero. Los ejemplos de mamiferos incluyen, pero sin limitarse a,
vacas, caballos, ovejas, cerdos, gatos, perros, ratones, ratas, conejos, cobayas,
primates no humanos (NHP) tales como monos o simios, seres humanos, etc.,
mas particularmente, un ser humano.

Una “enfermedad metabdlica, trastorno o afeccidon” se refiere a
cualquier trastorno relacionado con el metabolismo anormal. Los ejemplos de
enfermedades metabdlicas, trastornos o afecciones que pueden tratarse de

acuerdo con un método de la invencion incluyen, pero sin limitarse a, la diabetes
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tipo 2, elevados niveles de glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la
dislipidemia, la nefropatia diabética, la lesidén isquémica del miocardio, la
insuficiencia cardiaca congestiva, o la artritis reumatoide.

Los términos “tratar”, “que se trata” y “tratamiento” como se usan en
la presente descripcion se refieren a administrar una composicion a un sujeto para
lograr un resultado clinico o terapéutico deseado en el sujeto. En una modalidad,
los términos “tratar”, “que se trata” y “tratamiento” se refieren a administrar una
composiciéon farmacéutica de la invencion para reducir, aliviar o atrasar la
progresion o desarrollo de un trastorno metabdlico, tal como diabetes tipo 2,
elevados niveles de glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la
dislipidemia, la nefropatia diabética, la lesién isquémica del miocardio, la
insuficiencia cardiaca congestiva, o la artritis reumatoide.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” significa una cantidad
de un compuesto terapéuticamente activo necesaria para provocar el efecto clinico
o biolégico deseado. de acuerdo con modalidades de la invencién, “una cantidad
terapéuticamente efectiva” es una cantidad suficiente para efectuar resultados
beneficiosos o deseados, que incluyen resultados clinicos. Una cantidad
terapéuticamente efectiva puede administrarse en una o mas administraciones. En
términos de estado de una enfermedad, una cantidad efectiva es una cantidad
suficiente para mejorar, estabilizar, o retrasar el desarrollo de una enfermedad. de
acuerdo con modalidades especificas de la invencion, una cantidad

terapéuticamente efectiva es una cantidad de una proteina de fusion necesaria

para tratar o prevenir una enfermedad metabdlica, trastorno o afeccion, tales como
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la diabetes tipo 2, elevados niveles de glucosa, elevados niveles de insulina, la
obesidad, la dislipidemia, la nefropatia diabética, la lesion isquémica del miocardio,
la insuficiencia cardiaca congestiva, o la artritis reumatoide.

de acuerdo con modalidades de la invencién, una composicion
farmacéutica de la invencion puede administrarse a un sujeto mediante cualquier
meétodo conocido por los expertos en la materia en vista de la presente descripcion, tal
como mediante via de administracién intramuscular, subcutanea, oral, intravenosa,
cutanea, intramucosal (p. €j., por el intestino), intranasal o intraperitoneal. En
modalidades particulares, una composicion farmacéutica de la invencion se administra
a un sujeto mediante inyeccidn intravenosa o inyeccion subcutanea.

Los parametros, tales como la cantidad de la dosificacion, la frecuencia
de administracién y duracion de la administracion de una composicion farmacéutica a
un sujeto de acuerdo con una modalidad de la invencion, no se limitan de ninguna
manera particular. Los valores 6ptimos de esos parametros pueden depender de una
variedad de factores, tales como el sujeto que se va a tratar, la enfermedad
metabdlica particular que se va a tratar, la gravedad de la enfermedad, la via de
administracion, etc. y un experto en la materia sera capaz de determinar los valores
optimos para esos parametros con el fin de lograr el resultado clinico o terapéutico
deseado. Por ejemplo, una composicién farmacéutica puede administrarse una vez al
dia, 0 mas de una vez al dia, tal como dos veces, tres veces, cuatro veces, etc. Una
dosificacion tipica puede variar de aproximadamente 0,1 ug/kg hasta
aproximadamente 100 mg/kg o mas de la proteina de fusion, en dependencia de los

factores, tales como aquellos mencionados anteriormente.
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MODALIDADES

La Modalidad 1 es una proteina de fusién que comprende: (a) una
proteina de extension de vida media, (b) un enlazador y (c) una proteina GDF15; en
donde la proteina de fusion se dispone a partir del extremo N-terminal hacia el
extremo C-terminal en el orden (a)- (b)- (c).

La Modalidad 2 es una proteina de fusion de acuerdo con la
Modalidad 1, en donde la proteina GDF15 es una proteina GDF15 humana o una
variante funcional de esta.

La Modalidad 3 es una proteina de fusion de acuerdo con la Modalidad
1, en donde la proteina GDF15 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos 90 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 6-11.

La Modalidad 4 es una proteina de fusion de acuerdo con la
Modalidad 1, en donde la proteina GDF15 comprende una secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 11.

La Modalidad 5 es una proteina de fusion de acuerdo con la Modalidad
4, en donde la proteina GDF15 comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 6-11.

La Modalidad 6 es una proteina de fusién de acuerdo con cualquier
Modalidad 1 a 5, en donde la proteina de extension de vida media comprende

albumina sérica humana (HSA) o una variante funcional de esta.
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La Modalidad 7 es una proteina de fusion de acuerdo con la Modalidad
6, en donde la proteina de extension de vida media comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad con la sec. con num. de ident.: 1.

La Modalidad 8 es una proteina de fusion de acuerdo con la Modalidad
7, en donde la proteina de extension de vida media comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 1-3.

La Modalidad 9 es una proteina de fusién de acuerdo con cualquiera
de las Modalidades 1 a 8, en donde el enlazador es un enlazante flexible.

La Modalidad 10 es una proteina de fusién de acuerdo con la
Modalidad 9, en donde el enlazador comprende la secuencia (GGGGS)n, en
donde n es 2 a 20, tal como GS-(GGGGS)x8 o AS-(GGGGS)x8-GT.

La Modalidad 11 es una proteina de fusion de acuerdo con cualquier
Modalidad 1 a 9, en donde el enlazador es un enlazador estructurado.

La Modalidad 12 es una proteina de fusion de acuerdo con la
Modalidad 11, en donde el enlazador comprende la secuencia (AP)n o (EAAAK)nN,
en donde n es 2 a 20, tal como AS-(AP)n-GT o AS-(EAAAK)n-GT.

La Modalidad 13 es una proteina de fusién que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia
con las sec. con nums. de ident.: 5, 25-31, 36-37, 40, 48, 55-60 o 64-75.

La Modalidad 14 es una proteina de fusion de acuerdo con la Modalidad
13, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en la sec. con num. de ident.: 5, 25-31, 36-37, 40, 48, 55-60 y 64-75.
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La Modalidad 15 es una proteina de fusién de acuerdo con la
Modalidad 14, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 5, 25-30, 40, 55-60 y 70.

La Modalidad 16 es una molécula aislada de acido nucleico que
codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las Modalidades 1 a 15.

La Modalidad 17 es una molécula aislada de acido nucleico que
comprende la secuencia de nucledtidos de las sec. con nums. de ident.: 76-91.

La Modalidad 18 es un vector de expresion que comprende la
molécula de acido nucleico de la Modalidad 16 o 17.

La Modalidad 19 es una célula huésped que comprende la molécula
de &cido nucleico de la Modalidad 16 o 17.

La Modalidad 20 es un método para producir la proteina de fusion de
una cualquiera de las Modalidades 1 a 15, que comprende: (1) cultivar una célula
huésped que comprende una molécula de acido nucleico que codifica la proteina
de fusion bajo una condicion que se produzca la proteina de fusion; y (2)
recuperar la proteina de fusién producida por la célula huésped.

La Modalidad 21 es un método de acuerdo con la Modalidad 20, en
donde la etapa de recuperacion comprende purificar la proteina de fusion para
eliminar proteasas.

La Modalidad 22 es una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteina de fusién de una cualquiera

de las Modalidades 1 a 15 y un portador farmacéuticamente aceptable.
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La Modalidad 23 es una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad terapéuticamente efectiva de una molécula de acido nucleico que
codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las Modalidades 1 a 15y un
portador farmacéuticamente aceptable.

La modalidad 24 es un estuche que comprende una composicion
farmacéutica de acuerdo con la Modalidad 22 o 23.

La Modalidad 25 es un método para tratar o prevenir un trastorno
metabdlico, que comprende administrar a un sujeto con necesidad de este una
cantidad efectiva de la composicion farmacéutica de acuerdo con cualquier
modalidad 22 y 23.

La Modalidad 26 es un método de acuerdo con la Modalidad 25, en
donde el trastorno metabdlico se selecciona del grupo que consiste en la diabetes
tipo 2, elevados niveles de glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la
dislipidemia, la nefropatia diabética, la lesidén isquémica del miocardio, la
insuficiencia cardiaca congestiva, o la artritis reumatoide.

La Modalidad 27 es un método de acuerdo con la Modalidad 25 o
26, en donde la composicion farmacéutica se administra al sujeto por via
subcutanea o por via intravenosa.

La Modalidad 28 es un método para tratar un trastorno metabdlico
seleccionado del grupo que consiste en la diabetes tipo 2, elevados niveles de
glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la dislipidemia, la nefropatia
diabética, la lesidén isquémica del miocardio, la insuficiencia cardiaca congestiva, o

la artritis reumatoide, en un sujeto con necesidad de este, el método comprende
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administrar por via intravenosa o por via subcutanea al sujeto, una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicion farmacéutica. que comprende una
proteina de fusién que comprende una secuencia de aminoacidos, seleccionada
del grupo que consiste en las sec. con nums. de ident.: 5, 25-30, 40, 55-60y 70 y
un portador farmacéuticamente aceptable.

La Modalidad 29 es un método para tratar un trastorno metabdlico
seleccionado del grupo que consiste en la diabetes tipo 2, elevados niveles de
glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la dislipidemia, la nefropatia
diabética, la lesidn isquémica del miocardio, la insuficiencia cardiaca congestiva,
o la artritis reumatoide, en un sujeto con necesidad de este, el método comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion
farmacéutica, que comprende una proteina de fusion que comprende la
secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 60 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

La Modalidad 30 es un método de una cualquiera de las
Modalidades 25 a 29, en donde la composicién farmacéutica se administra al
sujeto por via intravenosa o subcutanea.

La Modalidad 31 es una proteina de fusion de una cualquiera de las
Modalidades 1 a 15 para usar en el tratamiento o prevencion de un trastorno
metabdlico seleccionado del grupo que consiste en la diabetes tipo 2, elevados
niveles de glucosa, elevados niveles de insulina, la obesidad, la dislipidemia, la
nefropatia diabética, la lesidén isquémica del miocardio, la insuficiencia cardiaca

congestiva, o la artritis reumatoide.
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos de la invencion son para ilustrar aun mas la
naturaleza de la invencion. Debe entenderse que los siguientes ejemplos no
limitan la invencién y que el alcance de la invencion debe determinarse mediante
las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: Diseino de moléculas de fusién que comprenden
GDF15 — Efecto de truncamientos de GDF15

Al igual que otros miembros de la familia TGFB, GDF15 se sintetiza
como una pre proproteina que forma un dimero en el reticulo endoplasmatico y
experimenta escision por furina para producir GDF15 secretada madura
(aminoacidos 197-308). EI homodimero de GDF15 maduro secretado es de
aproximadamente 25k Daltons y cada mondmero tiene el potencial para formar
hasta 4 enlaces disulfuro intramoleculares con un solo disulfuro intermolecular lo
gue une los componentes del homodimero.

La estructura cristalina de GDF15 se determiné en la invencion y se
ilustra en las Figuras 1Ay 1B. La estructura cristalina muestra que el extremo C-
terminal de GDF15 madura se sepulta en la interfase del dimero, mientras que el
extremo N-terminal esta expuesto. Este extremo expuesto permite el enlace de
las proteinas de fusidn, tal como las proteinas de extensidon de vida media, al
extremo N-terminal de GDF15.

La estructura cristalina representa, ademas, el nuevo patrén de
apareamiento por disulfuros de residuos de cisteina de GDF15. Mientras que

TGFB1 tiene apareamientos C1-C3 y C2-C7, (es decir, apareamiento entre su
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primero y tercero residuos de cisteina, asi como, ademas, entre su segundo y
séptimo residuos de cisteina), GDF15 tiene apareamientos C1-C2 y C3-C7 (ver
Figuras 1A'y 1B). Este apareamiento unico por disulfuros resulta en un lazo
formado por el apareamiento C1-C2 que se localiza en el extremo N-terminal de
la proteina y alejado del nudo de cisteinas que contiene otros enlaces disulfuro.
La estructura predice que el extremo N-terminal de GDF15 puede no ser critico
para la formacién del dimero o para el plegamiento general de la proteina y que
GDF15 y las moléculas de fusién del extremo N-terminal de esta pueden ser
tolerables con deleciones en el extremo N-terminal que supriman C1y C2,
residuos dentro del lazo C1-C2, o incluso residuos del extremo C-terminal a C2.

Ejemplo 2: Diseio de moléculas de fusién que comprenden
GDF15 - Efecto del enlazador

Se evaluaron diferentes enlazadores entre la molécula de HSA 'y
molécula de GDF15. Se evaluaron ambos enlazadores flexibles, el enlazador que
contienen la secuencia (GGGGS)n y el estructurado, que contienen la secuencia
(AP)n o (EAAAK)Nn, en donde nes 2 a 20.

Las proteinas de fusion que comprenden los distintos enlazadores
se compararon para sus propiedades biofisicas, su efecto sobre la eficacia de la
ingesta de alimentos en ratones sin grasa, sus valores farmacocinéticos (PK) en
ratdn y su estabilidad ex vivo en la sangre humana. Los resultados de las
variantes de enlazadores probados se muestran en la Tabla 1. La molécula que

comprende la sec. con num. de ident.: 31, que contenia el enlazador (EAAAK)s,
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mostré agregacion mediante HPLC. Las restantes siete variantes de enlazadores
en la Tabla 1 no mostraron agregacion.

Tabla 1: Resumen del analisis de variantes de enlazadores

Sec. con | Enlazador de Agregacion | Buena PK Estabilidad ex
nam. de en ratones Vivo en sangre
ident.* (WT) humana

25 AS(GGGGS).GT No Si Si

5 GS(GGGGS)4 No Si Si

26 AS(GGGGS)sGT No Si Si

27 AS(AP)sGT No Si Si

28 AS(AP)1cGT No Si Si

29 AS(AP)20GT No Si Si

30 AS(EAAAK),GT No Si Si

31 AS(EAAAK)sGT Si No probado No probado

*- se uni6 etiqueta de 6xHis al extremo N-terminal para el propésito de purificacion

Se evalud, ademas, la estabilidad del enlazador para estas variantes
mediante estudios in vivo en ratones y mediante estudios de estabilidad ex vivo en
muestras de sangre completa y de plasma de humano. Se usaron para analizar los
resultados de estos estudios dos formas de deteccion. Se usé un inmunoensayo con
captura de anti-GDF15 y pares de anticuerpos de deteccion anti-HSA para evaluar
cdmo era el enlazador intacto por medicidn de la presencia de ambas moléculas en
cualquier lado del enlazador. Se analiz6 un amplio panorama de la integridad de la
molécula completa mediante analisis de cromatografia liquida-espectrometria de
masas (LC-MS) con el uso de diferentes secuencias de péptidos sustitutos tanto de

GDF15 como de HSA. El inmunoensayo demostré un perfil PK estable para todas
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las variantes de enlazadores y no se observo ninguna pérdida de concentracion de
la muestra de plasma adicionada para ninguna de las variantes de enlazadores,
durante 48 horas. Los resultados de LC-MS fueron consistentes con el
inmunoensayo que muestra que los péptidos sustitutos de diferentes partes de las
moléculas de HSA y de GDF15 estaban intactos. El perfil PK de las variantes de
enlazadores analizado mediante LC-MS, con el uso de péptidos sustitutos, mostro
una tendencia similar para diferentes variantes de enlazadores, en donde todos
tuvieron niveles detectables en el dia 7. Todas las variantes en la Tabla 1, excepto la
sec. con num. de ident.: 31, tuvieron propiedades biofisicas y valores PK deseables.
Las variantes de enlazadores se evaluaron para determinar su actividad
in vivo mediante realizacion de estudios de la ingesta de alimentos en ratones sin
grasa. La Tabla 2 muestra la influencia de las variantes de enlazadores en la eficacia
de la proteina de fusion en la disminucion de la ingesta de alimentos. Se produjo una
clara influencia del enlazador en la eficacia. Con respecto a enlazadores (GGGGS)n
flexibles, un aumento en la longitud del enlazador de 2 a 4 a 8, incrementd
dramaticamente la eficacia de la proteina de fusion. Para enlazadores (AP)n mas
rigidos, la tendencia fue menos obvia, lo que sugiere que el grado de libertad de la
molécula de GDF15 dentro de la proteina de fusion, juega un rol critico en su eficacia.
Tabla 2: Efecto del enlazador sobre la eficacia in vivo de las

proteinas de fusion HSA-GDF15 en ratones sin grasa

Sec. con num. Enlazador % de disminucién en la ingesta de
de ident.* alimentos (media)

25 AS(GGGGS),GT 28,8

5 GS(GGGGS)4 40,5

26 AS(GGGGS)sGT 60,7




5

10

15

20

40

Sec. con num. Enlazador % de disminucidn en la ingesta de
de ident.* alimentos (media)

27 AS(AP)sGT 48,2

28 AS(AP)1oGT 66,2

29 AS(AP)20GT 55,1

30 AS(EAAAK).GT 51,9

*- se uni6 etiqueta de 6xHis al extremo N-terminal para el propésito de purificacion

Ejemplo 3: Diseiio de moléculas de fusién que comprenden
GDF15 - Efecto de mutaciones de HSA

Se disefiaron proteinas recombinantes con la proteina de extension de
vida media de albumina sérica humana fusionada al extremo N-terminal de GDF15 a
través de un enlazador. Este disefio debe tener en cuenta la interfase de dimerizacién
de GDF15 para permanecer inmutable y tener en cuenta la formacion de los enlaces
disulfuro nativos intracatenarios, lo que resulta en un homodimero de GDF15 con
fusion de HSA extendido a partir de cada brazo de GDF15. Con este enfoque, se
requiere solamente un solo gen para generar el homodimero HSA-GDF15.

La proteina albumina sérica humana nativa contiene 35 residuos de
cisteina (Cys, C) que forman 17 enlaces disulfuro, con el residuo Cys-34, que es la
unica cisteina libre en la molécula. Esta Cys-34 libre se ha demostrado que funciona
como un depurador de radicales libres, mediante captura de multiples especies
reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS). Esta Cys libre
se mutd asi, para minimizar el riesgo de heterogeneidad debido a la oxidacion.

La cisteina libre en la posicion 34 de la HSA se muté ya sea a serina o
alanina y se analizaron las moléculas de fusién de GDF15, lo mismo con una

mutacion HSA (C34S) como una HSA (C34A). Ambas moléculas se purificaron por
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medio del uso de un método de purificacién de tres etapas: (i) cromatografia de
intercambio iénico, (ii) cromatografia de interaccion hidrofébica y (i) cromatografia de
exclusion por tamafio. Cuando se generaron, primeramente, el analisis por HPLC
mostré que ambas moléculas estaban puras y libres de agregacion (Tabla 3).

Sin embargo, dos semanas después de su generacion, la proteina de
fusién que contiene la mutacién HSA (C34A) (que comprende la sec. con num. de
ident.: 48) mostrd agregacion por medio de HPLC, mientras que la proteina de
fusién que contiene la mutacion HSA (C34S) (la sec. con num. de ident.: 40)
permanecio libre de agregacién después de cuatro semanas.

Tabla 3: La influencia de la HSA C34 mutante sobre la agregacion

de la proteina de fusion

Sec. con num. de | Mutacién de % de agregacion % de agregacion 2
ident. HSA cuando se purifica semanas después de
la purificacion

40 C34S 0 0

48 C34A 0 33,29

Ejemplo 4: Propension a la escision con proteasas en GDF15

Se observo por los inventores que el residuo de arginina en la posicion
198 del aminoacido de GDF15 (R198), es susceptible a la degradacion por proteasas
dentro de las moléculas de fusion HSA-GDF15. Esa degradacion resulta en una
poblacion heterogénea y es indeseable para composiciones terapéuticas. Puede
impedirse la escisiéon mediante un coctel inhibidor de proteasas. Se investigaron los
métodos de purificacion para la eliminacion de proteasas. La Tabla 4 enumera los dos

tipos de columnas de afinidad de HSA que se probaron para la purificacion de
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proteinas de fusién HSA-GDF 15, segun se midié por medio de HPLC. En el momento
de la purificacion, las proteinas de fusion HSA-GDF15 purificadas por ambos métodos
estaban 100 % puras e intactas. A bajas concentraciones (2-5 mg/ml), las proteinas
purificadas por ambos métodos permanecieron intactas durante todo el periodo de la
prueba de 4 semanas. Sin embargo, a altas concentraciones (40-50 mg/ml),
unicamente la resina para HSA a base de anticuerpos (CaptureSelect), produjo
proteinas libres de proteasas que permanecen intactas durante todo el periodo de la
prueba de 4 semanas. La resina a base de ligando de HSA (Albupure) genero
proteinas que estaban intactas inicialmente, pero mostr6é degradacion a través del
tiempo cuando se almacena a altas concentraciones. La adicion de un coctel inhibidor
de proteasas (PIl) y EDTA detuvo completamente la degradacion de la alta
concentracion de proteina de fusion HSA-GDF15 purificada en lotes mediante el uso
de la resina Albupure. Asi, el método de purificacion desempefia un rol critico en la
generacion de una composicion terapéutica estable. No se observo degradacion
correspondiente in vivo o ex vivo, lo que sugiere que una vez que la composicidn
terapéutica se ha hecho libre de proteasas, la degradacion de las proteinas de fusion
no es un problema in vivo. Por lo tanto, los métodos de purificacion que pueden
eliminar efectivamente las proteasas potenciales durante la produccion, tales como
aquellos que usan una resina CaptureSelect, son cruciales para fabricar exitosamente
agentes terapéuticos de GDF15, que sean homogéneos, intactos y estables.

Tabla 4: La escisidn por proteasas de las proteinas de fusion HSA-

GDF15 pueden eliminarse por métodos de purificacion de la muestra
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Condicion

% de poblacion degradada de HSA-GDF15 (Sec.
con num. de ident. 60)

Concentracion |[Resina [+PI SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA | SEMANA
/EDTA 2 3 4

Baja Capture |No 0 0 0 0
Select

Baja Albupure |No 0 0 0

Alta Capture |No 0 0 0
Select

Alta Albupure |No 3,04 9,47 11,57 13,89

Alta Capture [Si 0 0 0 0
Select

Alta Albupure [Si 0 0 0 0 0

Ejemplo 5: Variantes de delecion del extremo N-terminal de GDF15

La estructura cristalina de GDF15 representada en las Figuras 1Ay

1B predice que el extremo N-terminal de GDF15, involucrado en las variantes de

delecidén, no es critico para la formacion de dimeros y el plegamiento general de

la proteina. Esto predice, ademas, que tales deleciones en el extremo N-terminal

no deberian afectar cualquier interaccion potencial con el receptor. Las proteinas

de fusién HSA-GDF15 que comprenden diversas deleciones del extremo N

terminal de GDF15, se probaron para la actividad in vivo.

Las variantes de delecion del extremo N-terminal de GDF15 se

disefiaron para eliminar el sitio de escision por proteasas en GDF15 (R198).

Inmediatamente a continuacién del residuo R198, existe un sitio potencial de

desamidacion en los residuos N199 - G200 y la desamidacion del sustrato tampoco es

propicio en composiciones terapéuticas. Las deleciones en el extremo N-terminal de

GDF15, pueden eliminar simultaneamente, tanto el sitio de escision proteolitica como

los sitios de desamidacion. Las variantes de delecion de GDF15 resultantes que se
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incorporaron dentro de proteinas de fusién con HSA incluyeron GDF15 (201 - 308;
Sec. con num. de ident.: 8), GDF15 (202 - 308; Sec. con num. de ident.: 9) y GDF15
(211 - 308; Sec. con num. de ident.: 11). Los estudios in vivo en ratones mostraron
que las variantes de delecion del extremo N-terminal de GDF15 son aun activas en la
reduccion de la ingesta de alimentos (Figura 17). Los resultados experimentales
confirmaron que tales variantes de delecion del extremo N-terminal de GDF15 se
expresan adecuadamente, forman dimeros apropiados y son activos in vivo.

Ejemplo 6: Mutantes inactivos de GDF15

La Tabla 5 enumera doce mutantes de GDF15 que se realizaron para
eliminar GDF15 actividad in vivo funcional e identificar el epitopo de GDF15. Los
mutantes incluyen cinco mutantes sencillos, dos mutantes dobles y cinco mutantes
triple. Las proteinas de fusion HSA-GDF15 que comprenden estas mutaciones se
caracterizaron por sus propiedades biofisicas y actividades (Tabla 5). De los 12
mutantes, uno no se expresoé y cuatro formaron agregados con el paso del tiempo,
lo que indica que las mutaciones interfirieron en el plegamiento de la proteina y las
propiedades biofisicas. De los siete mutantes restantes, cuatro de ellos contenian
una sola mutacion de GDF15 y estos mutantes se probaron en ratones para la
reduccion de la ingesta de alimentos en comparacién con el tipo silvestre. Tres de
los mutantes sencillos (I89R, I89W y W32A) perdieron la actividad in vivo, mientras
que el mutante restante (Q60W) es tan activo como el tipo silvestre. Estos
resultados indicaron que la mutacién I189R, I89W o W32A interfiere en la
interaccién del receptor/correceptor con GDF15, lo que sugiere que los epitopos

funcionales de GDF15 son residuos alrededor de 189 y W32. La numeracién de la
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mutacion se basa en el GDF15 maduro presente en la proteina de fusion, p. ej., “1”

se refiere al 1.°" aminoacido del GDF15 maduro (sec. con num. de ident.: 6) y “89”

se refiere al 89.° aminoacido de la proteina GDF15 madura.

proteinas de fusion que comprenden mutantes de GDF15

Tabla 5: Resumen de las propiedades biofisicas y actividades de las

Sec. con
num. de Mutaciones en
ident. GDF15 Propiedades biofisicas | Actividades
Se expresa bien, Actividad de tipo
5 Tipo silvestre estable silvestre
Se expresa bien, Pérdida completa de la
64 I89R estable actividad
Se expresa bien, Pérdida completa de la
65 189W estable actividad
Se expresa bien,
66 L34A, S35A, R37A estable
Se expresa bien,
67 V8T7A, 189A, L98A inestable
Se expresa bien,
68 L34A, S35A, I89A estable
Se expresa bien,
69 V87A, 189A estable
Se expresa bien, Tan activo como el tipo
70 Q60w estable silvestre
Se expresa bien, Pérdida completa de la
71 W32A estable actividad
Se expresa bien,
72 W29A inestable
Se expresa bien,
73 QG60A, S64A, R67A | inestable
74 W29A,Q60A,I61A No se expresa
Se expresa bien,
75 W29A, W32A inestable

*- se uni6 etiqueta de 6xHis al extremo N-terminal para el propésito de purificacion
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Ejemplo 7: Métodos de expresion y purificacion

Expresion

Para la expresion de 20 ml y mayor, la expresion se realizé con el
uso de células HEK Expi293™ cultivadas en medio de expresion Expi293™. Las
células se cultivaron a 37 °C mientras se agitaban a 125 rpm con 8 % de COZ2.
Las células se transfectaron a 2,5 x 108 células por ml, con el uso del estuche de
expresion Expi293™ Por cada litro de células transfectadas, se diluyé 1 mg de
ADN total en 25 ml de Opti-MEM vy se diluyé 2,6 ml del reactivo Expi293™ en
25 ml de Opti-MEM y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
ADN diluido y el reactivo Expi293 diluido se combinaron y se incubaron durante
20 minutos a temperatura ambiente. EI complejo de ADN se adicion6 después a
las células. Las células se colocaron en el incubador de agitacién durante la
noche. El dia después de la transfeccion, 5 ml del potenciador 1 del estuche se
diluy6 en 50 ml de potenciador 2 del estuche y el volumen total de los dos
potenciadores se adiciond a las células. Las células transfectadas se colocaron
de nuevo en el incubador durante 4 dias hasta que se cosecharon. Las células se
concentraron por centrifugacion a 6000 g durante 30 minutos y después se
filtraron con un filtro de 0,2 um antes de la etapa de purificacion.

La expresion se completd, ademas, en células CHO. El plasmido se
purifico y se caracterizé. Antes de la transfeccion, 1 alicuota de 200 pg de plasmido
de ADN que contiene la regién codificante de HSA-GDF15 se linealiz6 por
digestion con enzimas de restriccion con Acl I. La digestién con la endonucleasa de

restriccion asegura la eliminacion del gen de resistencia a la ampicilina. Dos
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alicuotas de ADN 15 pg linealizado se transfectaron en dos colecciones de 1 x 107
células CHO (designado como coleccién de transfeccidon A y B) mediante el uso del
electromanipulador de células BTX ECM 830 (Harvard Apparatus, Holliston, MA).
Las células se electroporaron 3 veces a 250 voltios con pulsos de duracién de
15 milisegundos e intervalos de pulsos de 5 segundos en cubeta de abertura de
4 mm. Las células transfectadas se transfirieron a MACH-1 + L-glutamina en un
matraz de agitacion y se incubaron durante 1 dia. La coleccion de transfeccion A'y
la coleccion de transfeccion B se centrifugaron, se resuspendieron en MACH-1 +
MSX y se transfirieron a los matraces de agitacion para incubar durante 6 dias. Las
células transfectadas que producen proteina de fusién HSA de la coleccion de
transfeccion A y de coleccién de transfeccién B se combinaron y se sembraron en
placas en metilcelulosa en el dia 8 posterior a la electroporacion.

Purificacion

Se uso la cromatografia de exclusidon por tamafio y dos etapas de
purificacion con el uso de la resina CaptureSelect. Los sobrenadantes celulares de
las células Expi293™ transfectadas temporalmente, se cargaron sobre una
columna CaptureSelect para HSA (PBS, pH 7,2) preequilibrada (matriz de afinidad
CaptureSelect para albumina humana de ThermoFisher Scientific) a una capacidad
aproximada de 10 mg de proteina por ml de resina. Después de cargar, las
proteinas no unidas se eliminaron por lavado de la columna con 10 volumenes de
columna (CV) de PBS, pH 7,2. La HSA-GDF15 que se uni6 a la columna se eluyo
con 10 CV de MgCl2 2 M en 20 mM de Tris, pH 7,0. Las fracciones pico se

agruparon, se filtraron (0,2 p) y se dializaron contra PBS pH 7,2 a 4 °C. Después
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de la dialisis, la proteina se filtré (0,2 y) nuevamente y se concentré hasta un
volumen apropiado antes de cargarla sobre una columna 26/60 superdex 200 (GE
Healthcare). Las fracciones de proteinas que eluyeron de la columna de
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) con alta pureza (determinada por
SDS-PAGE) se combinaron. La concentracion de proteina se determiné mediante
la absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro BioTek Synergy HTTM. La
calidad de las proteinas purificadas se evalué por SDS-PAGE y HPLC de exclusién
por tamano (sistema HPLC Dionex, SE-HPLC). Los niveles de endotoxina se
midieron con el uso de un ensayo LAL (Pyrotell®-T, Associates de Cape Cod).

Se usb, ademas, la purificacion en dos etapas con el uso de la resina
Albupure y SEC. Las proteinas de fusién HSA-GDF15 se purificaron a temperatura
ambiente con el uso de la resina AlbuPure (ProMetic Biosciences Ltd), que usa un
ligando sintético de triazina inmovilizado para unirse selectivamente a HSA. Los
sobrenadantes de expresion se aplicaron a la resina AlbuPure. Después, la resina
se lavé, primero con 4 CV de PBS pH 7,2 seguido por 4 CV de Tris pH 8,0 50 mM,
amortiguador de NaCl 150 mM. La HSA-GDF15 que se unio a la columna se eluyé
con 4 CV de amortiguador de PBS pH 7,2 que contenia octanoato de Na 100 mM.
Las fracciones que contienen proteina se concentraron hasta un volumen de 10 ml
por medio del uso de un gel concentrador dindmico para limite de peso molecular
de 30,000 kDa (Amicon) y después se aplicd a una columna 26/60 Superdex
S200pg (GE) que se equilibré en amortiguador de PBS pH 7,2. Las fracciones de la

SEC que contenian el homodimero HSA-GDF 15 se identificaron mediante SDS-
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PAGE y se combinaron para el andlisis. Las purezas de las proteinas se evaluaron
por SDSPAGE y SE-HPLC.

Los Ejemplos 8-14 y 19 implican la caracterizacion de una proteina
de fusidn ilustrativa de la invencién, que tiene la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 60. Esta proteina de fusidon es una proteina
completamente recombinante que existe como un homodimero de una fusion de
HSA con el GDF15 humano maduro, a través de un enlazador de 42 aminoacidos
que consiste en residuos de glicina y serina, GS-(GGGGS)s. El peso molecular
previsto de esta proteina de fusion es 162.696 Daltons y la Unica cisteina libre
nativa en la posicion 34 de HSA se ha mutado a serina. Esta proteina de fusién
HSA-GDF15 particular se denominara simplemente como “FP1” en los siguientes
ejemplos, para simplificar. Una variante de FP1 con etiqueta de 6xHis (6xHis-
FP1, sec. con num. de ident.: 26), que contiene un enlazador AS-(GGGGS)x8-
GT, se uso para la comparacién en algunos de los ejemplos que siguen.

Ejemplo 8: Efectos de FP1 sobre la ingesta de alimentos de
ratones C57B1/6

El objetivo de este experimento fue demostrar el efecto de dosis-
respuesta de FP1 en la inhibicién de la ingesta de alimentos en ratones C57BI/6.

Los ratones macho C57BI/6 se aclimataron durante un minimo de 72
horas en jaulas BioDAQ. Los ratones después se agruparon en base a la ingesta
de alimentos en las 24 horas previas en seis grupos de ocho. Entre 4:00 y 5:00 pm,
los animales se pesaron y se dosificaron con el vehiculo o una composicion que

comprende FP1 a través de inyeccion subcutanea. EI cambio en el peso de los
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alimentos para cada jaula se registré continuamente por el sistema BioDAQ

durante un periodo de 48 horas después de las inyecciones. Se us6 6xHis-FP1

para la comparacion en este estudio.

Los resultados (Figura 2 y la Tabla 6) se expresaron como un

promedio de la ingesta de alimentos acumulativa para un intervalo dado de

tiempo. Los resultados indicaron que la administracion subcutanea de FP1 a

ratones C57BL/6 inhibi6 significativamente la ingesta de alimentos con respecto a

los animales tratados con el vehiculo, en todas las dosis y puntos de tiempo

probados. 6xHis-FP1 redujo la ingesta de alimentos en la dosis de 8 nmol/kg.

Tabla 6: Efectos de la administraciéon subcutanea de FP1 en la

ingesta de alimentos en ratones C57BL/6; Se muestra la ingesta de alimentos

acumulativa en 12, 24 y 48 horas después de la administracion

Ingesta de alimentos acumulativa (g)

Tratamiento 12 horas 24 horas 48 horas
PBS 3,7+0,2 4,3+0,1 84+0,3
FP1, 1 nmol/kg 29+0,1% 3,4+0,2* 7,0+£0,3**
FP1, 4 nmol/kg 23+0,2"* |3,1+0,1** |6,6+0,3""
FP1, 8 nmol/kg 2,1+£0,2"* | 3,2+0,1*** 6,4 + 0,2%***
FP1, 16 nmol/kg 1,7 £ 0,29 | 2,7+0,2* |6,2+0,3**
6xHis-FP1, 8 nmol/kg 1,8+0,2*** |2,6+0,2** |6,0+0,2"**

Los datos se expresan como la media £+ SEM.

* p <0,05, en comparacion con PBS; ** p < 0,01, en comparacion con PBS;

*k%

p=<0,001, en comparacion con PBS; ****p<0,0001, en comparacién con PBS

Prueba ANOVA unidireccional-prueba de comparaciones multiples de

Tukey; n=8/grupo
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Ejemplo 9: Efectos de FP1 sobre la ingesta de alimentos en
ratas Sprague Dawley

El objetivo de este experimento fue demostrar el efecto de dosis-
respuesta de FP1 en la inhibicién de la ingesta de alimentos en ratas Sprague Dawley.

Las ratas macho Sprague-Dawley se aclimataron durante un minimo
de 72 horas en jaulas BioDAQ. Las ratas después se agruparon en base a la
ingesta de alimentos en las 24 horas previas en seis grupos de ocho. Entre 4:00 y
5:00 pm, los animales se pesaron y se dosificaron con el vehiculo o una
composicidon que comprende la proteina de fusidn a través de inyeccion
subcutanea. El cambio en el peso de los alimentos para cada jaula se registro
continuamente por el sistema BioDAQ, durante un periodo de 48 horas después
de las inyecciones. Se us6 6xHis-FP1 para la comparacion en este estudio.

Los resultados se muestran en la Figura 3 y la Tabla 7. La
administracion subcutanea de FP1 inhibié la ingesta de alimentos en dosis de
2,5 nmol/kg y de 10 nmol/kg en comparacion con los animales tratados con el
vehiculo. La inhibicién alcanzé la significancia estadistica solamente con la dosis
mayor probada (10 nmol/kg) a 24 y 48 horas después de la administracion. FP1 la
redujo la ingesta de alimentos en la dosis de 8 nmol/kg y el efecto fue significativo
en 24 y 48 horas.

Tabla 7: Efectos de la administracion subcutanea de FP1 sobre la
ingesta de alimentos en ratas macho Sprague-Dawley; Se muestra la ingesta de

alimentos acumulativa en 12, 24 y 48 horas después de la administracion
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Ingesta de alimentos acumulativa (g)
Tratamiento 12 horas 24 horas 48 horas
PBS 20,6 £+ 1,3 253+1,3 49,1+ 2,1
FP1, 0,1 nmol/kg 23,3+1,4 26,9+0,8 52,8 +1,3
FP1, 0,5 nmol/kg 226 +1,7 251+1,0 48,3+1,8
FP1, 2,5 nmol/kg 20,0+1,4 220+1,0 446 +1.4
FP1, 10 nmol/kg 18,7+0,9 19,9+ 1,0 39,9+23
6xHis-FP1, 8 nmol/kg 17,0+£1,5 18,8 £ 1,4 38,4+25"

Los datos se expresan como la media + SEM.

*p = 0,05, en comparacion con PBS; **p<0,01, en comparacion con PBS
Prueba ANOVA unidireccional-prueba de comparaciones multiples de
Tukey; n=8/grupo

Ejemplo 10: Efectos de FP1 en la homeostasis de la glucosa y
en el peso corporal en ratones obesos inducidos por la dieta (DIO)

El objetivo de este experimento fue evaluar los efectos de FP1 en la
ingesta de alimentos, peso corporal y la homeostasis de la glucosa a lo largo de
dos semanas de tratamiento en ratones C57BI/6 DIO.

Los ratones macho DIO se pesaron y se dosifico FP1 por via
subcutanea, 2 ml/kg cada tres dias (q3d) en el Dia 0, 3, 6, 9y 12. Los grupos de
tratamiento del vehiculo y de rosiglitazona se dosificaron con PBS en un régimen
similar. La rosiglitazona de control se proporcioné en la dieta a 0,015 % ad
libitum. Se registraron diariamente los pesos de los alimentos y de los ratones. La
glucosa se midié por medio del uso de un glucémetro (One Touch®Ultra®,
Lifescan, Milpitas, CA). La masa de grasa y la magra se cuantificé en ratones
conscientes por NMR de dominio del tiempo (TD-NMR) con el uso de Bruker Mini-

Spec LF110. Para una prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT), los ratones
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se mantuvieron en ayuno durante 4 horas. La glucosa sanguinea se midi6 a
través de tijeretazo en la cola a 0, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la
administracion por sonda oral de 2 g/kg de glucosa en 10 ml/kg. La insulina se
midié a 0, 30 y 90 minutos después de la administracion de glucosa.

Al final del estudio, los ratones se sacrificaron mediante inhalacion de
COg2 y se recolecté una muestra de sangre terminal. El suero se coloco en una
placa de 96 pocillos sobre hielo humedo y, después, se almacend a -80 °C. El
higado se extrajo, y el contenido de grasa en relacién con la masa total de las
secciones de higado se evalué mediante el uso de TD-NMR con el Bruker
MiniSpec mqg60 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La evaluacion del modelo homeostatico en ayunas de la resistencia
a la insulina (HOMA-IR) se calcul6 en base al producto de glucosa en ayunas (en
mg/dl) e insulina (en mU/I) dividido entre un factor de 405.

El tratamiento de los ratones DIO con FP1 q3d a 1 nmol/kg y
10 nmol/kg, redujo el peso corporal (Tabla 8) y la ingesta de alimentos (Tabla 9).
Las reducciones alcanzaron la significancia estadistica solamente en ciertos
puntos de tiempo, como se describe a continuacion.

FP1 disminuyo el peso corporal en dosis de 1 (desde el dia2 al 14) y
10 nmol/kg (desde el dia 1 al 14) en ratones DIO (Tabla 8 y Figura 4). Una reduccion
significativa en la ingesta de alimentos se observé en los dias 1y 2 del estudio a la
dosis de 1 nmol/kg y en los dias 1, 8 y 9 a la dosis de 10 nmol/kg (Tabla 9).

Tabla 8: Cambio de peso corporal (% de inicio) durante el

tratamiento con FP1 en ratones DIO
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Tratamiento | Vehiculo FP1 (nmol/kg) Rosiglitazona
Dia n/a 0,1 1 10 10 mpk/dia
-2 0,1+0,2 | -01+0,4 0,6+0,4 02+0,3 0,1+0,2
-1 -0,8+0,3 | -02+0,3 | 04+0,3 -0,3+04 -0,9+0,2
0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
1 01+02 | -01+£04 | -1,5+0,5 | -2,8+0,4* 1,9+0,2
2 00+03 | -08+05 | -3,2+0,4* | -3,1+0,5" 22+05
3 -02+04 | -04+£04 | -32+0,6 | -40£0,77 26+0,5
4 -04+05 | -07+05 | -3,8+0,6* | -4,4+0,8" 3,0+0,5*
5 -056+04 | 1,003 | 40+0,5* | -46+0,9" 3,8+0,6"
6 -04+06 | -05+05 | -38+0,4* | -56+0,9" 4,0+0,77
7 -0,3+0,5 | -05+05 | 43+0,6" | -6,1+0,9" 55+0,8"
8 -06+05 | -05+05 | -42+0,6* | -6,7+1,1% 6,1+0,9*
9 -04+05 | -02+05 | 45+0,6* | -7,2+1,2* 7,0 +£1,0*
10 -0,3+0,5 | 0,3+0,5 | 44+0,8° | -7,8+1,2* 78+1,1*
11 -05+0,5 | 05+04 | -44+0,8* | -7,9+14" 8,2+1,2*
12 -08+06 | 08+0,5 | 43+1,0¢ | -79+1,5* 8,5+1,2*
13 -0,8+06 | 0,5+05 | -3,9+0,9* | -8,7£1,6" 8,6 +1,3*
14 -1,7+06 | -04+05 | 46+1,00 | -90+1,7* 7,6 +£1,3*

Los datos se expresan como Media + SEM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, en comparacién con el del grupo tratado con el vehiculo.

Tabla 9: Ingesta de alimentos diaria (g) durante el tratamiento con

FP1 en ratones DIO

Tratamiento | Vehiculo FP1 (nmol/kg) Rosiglitazona

Dia n/a 0,1 1 10 10 mpk/dia
-2 29+0,1 3,0+0,2 29+0,1 28+0,1 28+0,1

0 3,0+£0,1 3,0+0,1 28+0,1 28+0,1 3,0+0,1

1 29+0,1 3,1+0,1 21+02* | 1,5+0,1* 3,6+0,1*

2 3,0+0,1 3,0+0,1 23+0,1* 26+0,2 3,9+0,2*

3 28+0,1 3,0+£0,1 26+0,1 24+0,2 3,5+0,1*

4 23+0,1 26+0,1 22+0,1 23+0,1 3,3+0,1*
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5 28+0,1 3,0+0,1 2,8+0,1 26+0,1 3,7+0,2¢
6 2,8+0,1 3,1+0,1 29+0,1 24+0,2 3,7+0,2¢
7 2,7+0,1 29+0,1 26+0,1 24+0,1 3,8+0,2¢
8 2,7+0,1 29+0,1 26+0,1 21+0,1* 3,5+0,2*
9 3,0+£0,1 3,3+0,1 28+0,1 25+0,2* 4,3+0,2"
10 26+0,1 3,0+0,1 26+0,1 2,2+0,1 3,6+0,1*
11 29+0,1 3,1+0,1 2,7+0,2 26+0,2 3401
12 2701 3,1+0,1 3,0+£0,1 3,0+0,2 3,6 £0,2*
13 26+0,1 28+0,1 2,8+0,1 22+0,2 3,2+0,1*

Los datos se expresan como Media £+ SEM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, en comparacién con el del grupo tratado con el vehiculo.

En una OGTT realizada en el dia 14 del estudio, FP1 disminuye
significativamente los niveles de glucosa en comparacion con los animales tratados
con el vehiculo en todos los puntos de tiempo posteriores al tiempo 0 en las tres
dosis probadas (Tabla 10). Esta se cuantificd, ademas, como area total bajo la
curva (AUC) y delta AUC, que fueron significativamente inferiores en comparacion
con el vehiculo para las tres dosis probadas (Tabla 10 y Figuras 5A y 5B).

Tabla 10: Niveles de glucosa sanguinea (mg/dl) durante la OGTT

después de catorce dias de la dosificacion q3d de FP1 en ratones DIO

20

Tiempo después del reto con glucosa
(min)
AUC total| ®'@
Dosi 0 30 60 90 120 | (mg/dL/

osis 120 min) (mg/dL/
Tratamiento |(nmol/kg) 120 min)
Vehiculo NA 209,6 |399,4 +|338,5 £{297,5 +|269,3 +| 38244,4 +|13089,4 +
+16,5| 464 | 46,3 | 38,0 | 36,6 4308,2 3573,0

01 196,6 |319,0 £/241,6 £{196,0 +|184,0 £| 28408,1 +| 4885,5

EP1 ’ +76 | 21,5 | 144* | 12,8* | 6,3* 1236,1* | 955,1*

1 164,0 |251,4 +|227,6 £{191,9 £/ 180,6 +| 25295,6 + | 5615,6 *

+7,2 | 130" | 12,6* | 94* | 13,1* | 1026,7* | 647,6*
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Tiempo después del reto con glucosa
(min)
AUC total| o2
Dosi 0 30 60 90 120 | (mg/dL/

osis 120 min) (mg/dL/
Tratamiento |(nmol/kg) 120 min)
10 146,6 |195,6 £|197,1 £{172,1 £|{174,9 £| 21768,8 +| 4211,4

+59 | 145* | 6,9* 6,3* | 13,8* | 603,0* 425,8*
Rosiglitazona |10 mpk/dia 130,8 [199,1 +|204,4 +|184,1 £/169,1 | 22115,6 + | 6425,6 +
9 P +6,0 | 129* | 85" | 10,9* | 57 671,9* 599,6

Los datos se expresan como Media + SEM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, en comparacion con el del grupo tratado con el vehiculo.

Se midieron los niveles de glucosa en sangre alimentada al inicio

(dia 0), en el dia 7 y en el dia 13 del estudio (Tabla 6 y Figura 11). FP1 la

disminuy0 la glucosa en sangre en una forma estadisticamente significativa en

dosis de 1 nmol/kg y de 10 nmol/kg en el dia 13 del estudio.

Tabla 11: Glucosa en sangre alimentada durante el tratamiento de

ratones DIO con tratamiento q3d de FP1

Tiempo después del comienzo del tratamiento
(dias)
Tratamiento (nﬂ%sl‘lllig) 0 4 13

Vehiculo NA 177,6 £ 10,9 173,6 £ 10,6 225,3 £ 23,0

0,1 174,1+£8,5 171,8 £ 16,3 196,4 + 8,1
FP1 1 167,5+7,8 135,11+ 11,2 165,3 + 10,3*
10 165,3 £ 13,7 145,3+£4,9 153,8 £ 7,5*
Rosiglitazona 10 mpk/dia 189,6 + 17,3 122,6 £ 8,1* 154,8 + 6,5*

Los datos se expresan como Media + SEM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, en comparacion con el del grupo tratado con el vehiculo.

Los niveles de insulina en plasma durante la OGTT fueron

significativamente superiores para FP1 que para el grupo correspondiente del

vehiculo para una dosis de 0,1 nmol/kg en 30 minutos, e inferior en las dosis de 1
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y 10 nmol/kg en el mismo punto de tiempo (Tabla 12). La salida de insulina
durante la OGTT, como se mide por el AUC total, fue superior que el grupo del
vehiculo para la dosis de 0,1 nmol/kg de FP1 (Tabla 12), e inferior en las dosis de
1y 10 nmol/kg. En ambos casos, la significancia estadistica se alcanz6
solamente en la dosis mas baja. En el punto de tiempo de 90 minutos, los ratones
tratados con 1y 10 nmol/kg de FP1 tenian niveles mas bajos de insulina; sin
embargo, este efecto no alcanzd la significacién estadistica. HOMA-IR, usada
como una medida de la sensibilidad a la insulina, se midio en el dia 14 del
estudio. En este punto de tiempo, FP1 disminuy6 la HOMA-IR, o mejord la
sensibilidad a la insulina, a 10 nmol/kg (Tabla 13 y Figura 7).

Tabla 12: Niveles de insulina en plasma (pg/ml) durante una OGTT

después de catorce dias de dosificacion q3d de FP1 en ratones DIO

Tiempo después del reto con
glucosa (min)
Dosis 0 30 90 AUC total
Tratamiento (nmol/kg) (pg/ml/90 min)
Vehiculo NA 6096,0 + | 14660,0 + | 5034,4 + 902151,9 +
774,3 3031,2 405,1 143123,2
01 7861,0+ | 33825,8+ | 6494,4 + 1834808,8 +
’ 779,5 7902,0* 797.0 381276,1*
FP1 1 4808,1 + | 13061,8 + | 34435 + 763218,1 +
795,8 2226,3 3425 119766,8
10 3478,3 + 7147,0+ | 2958,0 + 462528,8 +
634.,6 823.,8 414,0 446531
- , 2965,6 + 2203,1 + | 1180,0 £ 179025,0 +
Rosiglitazona | 10 mpk/dia 524.2 193.5* 571 99707

Los datos se expresan como Media £+ SEM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, en comparacién con el del grupo tratado con el vehiculo.
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Tabla 13: HOMA-IR en ayunas en ratones DIO después de catorce

dias de tratamiento q3d de FP1

Tratamiento Dosis (nmol/kg) HOMA-IR
Vehiculo NA 93,5+15,3
0,1 112,4 + 14,6

FP1 1 56,7 £ 9,7

10 37,7+£8,2*

Rosiglitazona 10 mpk/dia 27,3 +4,7*

Los datos se expresan como la media £ SEM.
n = 8 por grupo
* = p<0,05, en comparacién con el del grupo tratado con el vehiculo.

La magnitud de la pérdida de peso lograda alrededor del dia 13, no
resulté en cambios medibles en la masa de grasa absoluta o la masa de grasa en
por ciento en cualquier dosis (Tabla 14). En la dosis de 10 nmol/kg, se observo
una disminucion significativa de la masa magra absoluta. Esta disminucién no se
observé cuando se expresan como masa magra. en por ciento. Se midieron los
pesos de los higados durante la necropsia en el dia 15 del estudio (Tabla 15).
FP1 disminuyo el peso absoluto del higado y el peso del higado como un
porcentaje del peso corporal en la dosis de 10 nmol/kg. Una disminucion se
observé en la dosis de 1 nmol/kg, pero esta no alcanzo significacion estadistica
para ningun parametro. Se midié la grasa del higado en una biopsia mediante
NMR (Tabla 16). La proteina de fusion FP1 disminuyé el contenido de grasa
hepatica, expresado como un porcentaje del peso de la biopsia hepatica, en las

dosis de 1y 10 nmol/kg. La reduccion fue significativa en la dosis mas alta.
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Tabla 14: Composicion corporal después de trece dias de

tratamiento con FP1 q3d en ratones DIO

Masa
Dosis Masa de magra (%
Tratamient | (nmol/kg | Masa de Masa grasa (% de de la
o ) grasa (g) | magra(g) | lacorporal) | corporal)
5 Vehiculo NA 11,6+05| 296+0,4 23,4+0,8 59,6 £ 0,9
0,1 12,2+04 | 29,7104 241+0,6 58,5+ 0,6
FP1 1 121+0,3 | 28,0+04 251+0,3 58,3+ 0,6
10 10,6 £0,3 | 27,7 £ 0,4* 23,1+0,3 60,6 £ 0,6
Rosiglitazo | 10 mpk/di 14,9*J_r 300+ 0.5 27.2 +0,4* 55.0 + 0,6*
na a 0,6
Los datos se expresan como Media £+ SEM. n=8 por grupo.
10 L ‘
* = p<0,05, en comparacién con el del grupo tratado con el vehiculo.
Tabla 15: Peso del higado después de quince dias de tratamiento
con FP1 q3d en ratones DIO
Dosis Peso del Peso del higado (% del
Tratamiento (nmol/kg) higado (g) corporal)
Vehiculo NA 26+0,1 54+0,2
1
> 0,1 29+0,2 58+0,2
FP1 1 2,2+0,1 46+0,2
10 1,9+0,1* 4,2+0,1*
Rosiglitazona 10 mpk/dia 25+0,2 4,6 +0,2
Los datos se expresan como Media £ SEM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, en comparacion con el del grupo tratado con el vehiculo.
20

Tabla 16: Contenido de grasa del higado medido después de quince

dias de tratamiento con FP1 q3d en ratones DIO

Grasa (%)
27,3+2,1

Dosis (nmol/kg)
NA

Tratamiento

Vehiculo
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0,1 26,0+14

FP1 1 225+14

10 17,8 £1,6*

Rosiglitazona 10 mpk/dia 259+0,8

Los datos se expresan como Media £+ SEM. n=8 por grupo.

* = p<0,05, en comparacién con el del grupo tratado con el vehiculo.

Ejemplo 11: Efectos de FP1 en los niveles de glucosa en sangre
y el peso corporal en ratones ob/ob

El objetivo de este experimento fue evaluar los efectos de FP1 en el
peso corporal y los niveles de glucosa en sangre durante ocho dias de
tratamiento en ratones ob/ob obesos, hiperglicémicos, deficientes en leptina.

Los ratones ob/ob macho se pesaron y FP1 se administré por via
subcutanea a 2 ml/kg cada tres dias (q3d) en el dia 0, 3 y 6. Se registraron
diariamente los pesos de los alimentos y de los ratones. La glucosa se midié
diariamente por medio del uso de un glucometro. Al final del estudio, los ratones
se sacrificaron y se recolecté una muestra de sangre terminal.

FP1, en la dosis de 1 nmol/kg, disminuyd significativamente el peso
corporal (expresado como un porcentaje del peso corporal de partida) en ratones
ob/ob a partir del dia 2 hasta el dia 8, en relacion con los ratones tratados con
vehiculo. FP1, en la dosis de 10 nmol/kg, disminuyé significativamente el peso
corporal (expresado como un porcentaje del peso corporal de partida) en ratones
ob/ob a partir del dia 1 hasta el dia 8, en relacion con los ratones tratados con

vehiculo (Tabla 17 y Figura 8).



61

Tabla 17: Cambio de peso corporal (% del inicial) durante el

tratamiento con FP1 q3d en ratones ob/ob

Tratamiento Vehiculo FP1
Dia n/a 1 nmol/kg 10 nmol/kg
-6 -25+0,3 -28+0,4 -3,6+0,5
5 -5 2,4+0,3 -3,0+0,5 -35+0,5
-4 -1,9+0,2 25104 -2,8+0,3
-1 -0,3+0,3 0,1+0,2 -0,3+0,2
0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
1 0,5+0,2 -1,6 £0,2 -2,3+0,5"
2 1,1+£0,2 -1,8 £ 0,4* -2,0 £ 0,9%
3 1,3+£0,3 -2,5+0,4" -3,1+1,1%
10 4 1,8+0,3 -3,3+0,5* 4,2 +1,3*
5 1,8+04 -3,5+0,5* 4,7 +1,5*
6 20+£0,5 -4,0+0,7* -5,7 £ 1,6%
7 2,8+0,6 -4,8 +0,8" -6,3+1,7%
8 3,5+0,8 -4,5 +1,0* -6,1 +1,9%
Los datos se expresan como Media + SEM. n=8 por grupo.
* = p<0,05, en comparacion con el del grupo tratado con el vehiculo.
15
FP1, en la dosis de 10 nmol/kg, disminuyd los valores de glucosa en
sangre alimentada en ratones ob/ob en el dia 1 y 2 del estudio y desde el dia 4
hasta el dia 8 en relacion con los ratones tratados con vehiculo. Una reduccién en
el nivel de glucosa en sangre se observé en 1 nmol/kg; sin embargo, este efecto
20  no alcanzé la significacion estadistica (Tabla 18 y Figura 9).

Tabla 18: Glucosa en sangre alimentada durante el tratamiento de

ratones ob/ob con FP1 q3d

Tratamiento Vehiculo FP1

Dia n/a 1 nmol/kg 10 nmol/kg
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-6 463,6 + 31,2 395,7 +52,0 463,6 + 41,0
-5 554,9 + 57,5 609,6 + 53,6 552,9 + 53,0
-4 502,9 + 41,6 517,91+ 71,6 490,3+54,4
-1 552,1 + 45,1 567,2 + 51,2 586,0 + 42,6
0 468,8 + 57,3 479,7 £ 61,8 437,0 £ 42,7
1 537,0 + 42,8 439,0 + 80,4 336,2 + 51,0*
2 511,7 £ 43,5 440,0 £ 74,3 293,7 + 37,6%
3 447.,8 + 54,2 369,6 + 75,9 279,4 + 38,8
4 516,3 + 47,0 384,6 +84,0 261,2 +43,7*
5 531,0 + 47,1 410,9 £ 92,2 286,9 + 55,8*
6 596,1 + 45,1 451,1 £ 82,6 301,9 + 49,3*
7 566,7 + 44,3 425,3 + 86,9 246,7 + 43,5*
8 509,9 + 37,6 337,8 £ 75,1 2234 + 34 1%
Los datos se expresan como Media + SEM. n=8 por grupo.

Ejemplo 12: Farmacocinética de multiespecies

Farmacocinética de raton

FP1 se administro a ratones C57BI/6 hembra en una dosis de
2 mg/kg IVy SC en PBS, pH 7. Se recogieron muestras de sangre, se proceso el
suero y se midieron las concentraciones de farmacos hasta 7 dias después de
ambas vias de administracion. La concentracion de FP1 se determiné con el uso
de un método de inmunoensayo. La concentracion sérica de farmacos-perfil de
tiempo se resume en las Tablas 19y 20 y se ilustra en la Figura 10.

Tabla 19: Concentracion sérica (nM) de FP1 con el tiempo después

de una sola administracién SC en ratones C57BI|/6 hembra
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FP1 - Dosis SC
Punto |Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado Desviacion
de |del Animal|del Animal|del Animal|del Animal|del Animal| promedio estandar
tiempo| 56 (nM) | 57 (nM) | 58 (nM) | 60 (nM) | 63 (nM) (nM)
4h 32,299 50,735 42,766 32,407 23,018 36,245 10,698
24 h 88,822 106,418 88,648 103,841 80,346 93,615 11,093
5 72h 33,563 38,473 32,473 33,625 32,769 34,181 2,451
96 h 20,639 24,988 21,247 19,356 20,771 21,400 2,124
Dia 7 5,399 6,919 7,234 5,994 5,637 6,237 0,803
Tabla 20: Concentracion sérica (nM) de FP1 con el tiempo después
de una sola administraciéon IV en ratones C57BI/6 hembra
10 FP1 - Dosis IV
Punto |Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado | Resultado Desviacion
de |del Animal|del Animal|del Animal|del Animal|del Animal| promedio estandar
tiempo| 52(nM) | 53(nM) | 65(nM) | 66 (nM) | 70 (nM) (nM)
1h 240,419 233,318 232,484 276,913 272,727 251,172 21,857
24 h 86,823 95,774 80,201 93,153 88,853 88,961 6,027
72 h 33,634 37,447 33,108 41,680 34,034 35,981 3,612
96 h 22,666 20,588 19,458 33,718 20,361 23,358 5,909
15 Dia 7 7,401 5,606 4,896 8,556 4,205 6,133 1,803
El andlisis farmacocinético revel6 una vida media terminal de 1,67 y 1,57
dias para FP1 en ratones C57BI/6 después de la administracion SC e IV,
respectivamente (Tabla 21). FP1 demostré una biodisponibilidad media de ~71 %
después de la administracion SC.
20

Tabla 21: Media (£ SD) de parametros farmacocinéticos de FP1

después de la administracion IV y SC de 2 mg/kg en ratones C57BI/6 hembra
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Ruta ( ;1{;) CloCLF | Vss | Cmsx | Tma" Azcl,::i"a' p}l:,ic;oi"f
(ml/dia/kg) | (ml/kg) | (ng/ml) | (dia) ng/ml) ng/ml)

SC | Media | 1,67 49,48 14994 1 38315 40734
(SD) | (0,14) (4,791) (1776) (3851) (4072)

IV | Media | 1,57 35,00 69,03 | 40231 0,04 55263 57531
(SD) | (0,19) (3,13) (5,8) | (3500) (4853) (5416)

Nota: * Tmax (mediana)

Farmacocinética de ratas

FP1 se administré a ratas Sprague Dawley hembra en una dosis de

2 mg/kg IVy SC en PBS, pH 7. Se recogieron muestras de sangre, se proceso el

suero y se midieron las concentraciones de farmacos hasta 7 dias después de

ambas vias de administracion. La concentracion de FP1 se determind con el uso

de un método de inmunoensayo. La concentracion sérica de farmacos-perfil de

tiempo se resume en las Tablas 22 y 23 y se ilustra en la Figura 11.

Tabla 22: Concentracion sérica (nM) de FP1 con el tiempo después

de una sola administracion SC en ratas Sprague Dawley hembra

FP1 - Grupo 3 (dosis SC)
Punto Result_ado Result.ado Result_ado Result_ado Result_ado Resultat?o Desviacion
de |del Animal|del Animal|del Animal|del Animal|del Animal| promedio .
tiempo| 53 (nM) | 55(nM) | 67 (nM) | 68 (nM) | 69 (nM) | (nm) | ©Standar
4 h 4,766 3,500 3,932 3,546 3,250 3,799 0,593
24h | 45,118 53,192 39,196 39,823 40,804 43,627 5,826
72h 18,900 24,102 23,124 23,718 18,933 21,755 2,615
96 h 12,193 14,333 14,185 14,669 11,256 13,327 1,511
Dia7 2,805 2,821 2,447 3,438 2,358 2,774 0,426
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Tabla 23: Concentracion sérica (nM) de FP1 con el tiempo después

de una sola administraciéon IV en ratas Sprague Dawley hembra

FP1 - Grupo 4 (dosis 1V)
Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado
Punto Resultado . ez
de del del del del del promedio Desviacién
tiemoo Animal 51 Animal 52 Animal 57 Animal 64 Animal 66 (nM) estandar
POl (nm) (nM) (nM) (nM)  (nM)
1h 43,620 382,676 403,255 443,080 510,105 | 356,547 181,560
24h | 102,665* 142,661 139,066 124,528 126,425 | 127,069 15,728
72 h 46,720 60,105 67,090 59,257 70,423 60,719 9,127
96 h 29,409 39,897 41,225 42,258 48,074 40,173 6,779
Dia7 6,976 11,251 8,913 9,540 13,006 9,937 2,298

* Repetir el andlisis confirmé los resultados

El analisis farmacocinético revel6 una vida media terminal de 1,34 y

1,51 dias para FP1 en ratas Sprague Dawley después de la administracion SC e

IV, respectivamente (Tabla 24). FP1 demostré una biodisponibilidad media de

~23 % después de la administracion SC.

Tabla 24: Media (£ SD) de parametros farmacocinéticos de FP1

después de la administracion IV y SC de 2 mg/kg en ratas Sprague Dawley

Ruta t1’,2 CloCL/F | Vss Cmax | Tmax* | AUCoinal AUC.int
(dia) | (ml/dia/kg) | (ml/kg) | (ng/ml) | (dia) |(dia * ng/ml)| (dia * ng/ml)
SC |Media| 1,34 100,09 6987 1 19250 20112
(SD) |(0,04) (3,97) (417) (794) (820)
IV [Media| 1,51 24,75 53,41 | 59000 | 0,04 83028 86525
(SD) [(0,12) (8,53) (17,15) | (25031) (20126) (20881)

Nota: * Tmax (mediana)
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Farmacocinética de monos

FP1 se administré a monos cynomolgus macho (Macaca fascicularis) no
tratados previamente en una dosis de 1 mg/kg IV y SC en PBS, pH 7. Se recogieron
muestras de sangre, se proceso el suero y se midieron las concentraciones de
farmacos hasta 21 dias después de ambas vias de administracion mediante el uso de
bioanalisis de inmunoensayo. La concentracion sérica de farmacos-perfil de tiempo se
resume en las Tablas 25y 26 y se ilustra en la Figura 12.

Tabla 25: Concentracion sérica (nM) con el tiempo después de una sola

Administraciéon SC de FP1 en monos cynomolgus, segun se determina por

inmunoensayo

FP1 (Dosis SC)
Punto de |Animal 110 |Animal 111 |Animal 112 |Resultado Desviacion
tiempo (nM) (nM) (nM) promedio (nM) |estandar
Predosis |<LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ n/a
6 h 49,304 43,784 72,110 55,066 15,017
24 h 93,368 71,958 96,863 87,396 13,483
48 h 107,689 97,509 115,144 106,781 8,853
72 h 113,601 104,190 104,449 107,414 5,360
120 h 101,490 95,049 91,717 96,085 4,968
168 h 82,167 75,435 81,569 79,724 3,726
240 h 71,033 56,732 59,266 62,344 7,631
336 h 44,380 42,758 42,571 43,236 0,995
432 h 30,911 29,445 32,839 31,065 1,702
528 h 21,277 20,404 26,427 22,703 3,255
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Tabla 26: Concentracion sérica (nM) con el tiempo después de una sola

Administracion IV de FP1 en monos cynomolgus, segun se determina por

inmunoensayo
FP1 (Dosis IV)

5 Punto de |Animal 104 |Animal 105 |Animal 106 |Resultado Desviacion
tiempo (nM) (nM) (nM) promedio (nM) |estandar
Predosis |<LLOQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ n/a
1h 212,661 235,168 189,000 212,276 23,087
6 h 190,315 185,331 183,575 186,407 3,497
24 h 141,743 155,943 146,487 148,058 7,229
48 h 111,765 126,105 120,744 119,538 7,246
72 h 105,076 106,955 106,441 106,157 0,971

10 120 h 92,591 103,882 103,757 100,077 6,483
168 h 71,368 93,055 87,706 84,043 11,298
240 h 71,554 65,093 65,685 67,444 3,572
336 h 46,184 38,961 41,696 42,280 3,647
432 h 34,589 31,266 19,492 28,449 7,933
528 h 26,885 24,154 22,422 24,487 2,250
15

El analisis farmacocinético revel6 una vida media terminal de 8,5y 9,2
dias para FP1 en monos cynomolgus después de la administracion SC e 1V,
respectivamente, con una biodisponibilidad media de ~88 % después de la
administracion SC (Tabla 27).

Tabla 27: Media (£ SD) de parametros farmacocinéticos de FP1

20
después de la administracion IV y SC de 1 mg/kg en monos cynomolgus

AUCO-finaI AUCO-inf
Clo CL/F Vss Cmax Tmax® (dia * (dia *

Ruta ti2 (dia) ((ml/dia/kg) |(ml/kg) |(ng/ml) |(dia) [ng/ml) ng/ml)
SC |Media (8,5 3,9 17776 |3 211030 256202
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(SD) |(1,5)  |(0,3) (950) (11332)  |(20192)
IV |Media 9,2 3,4 456  |34001 |0,04 |239758  |292206
(SD) [(0,5)  |(0,1) (1,6)  |(3698) (6095)  |(11516)

Nota: * Tmax (mediana)

Se uso el analisis de LCMS con captura por inmunoafinidad para

cuantificar la concentracion del dimero intacto presente en el suero de monos

cynomolgus después de la administracion IV y SC (Tablas 28 y 29 Figuras 13y

14). Las concentraciones determinadas con este método fueron similares a las

concentraciones determinadas por el inmunoensayo (IA), lo que demuestra que

FP1 circula como un dimero intacto, con propension metabdlica no detectable en

monos cynomolgus.

intacto en el tiempo después de una sola administracion IV en monos cynomolgus,

Tabla 28: Concentracion sérica (ng/ml) de FP1 como un dimero

segun se determina por analisis de LCMS con captura por inmunoafinidad.

Datos de MS del Dimero intacto (Muestras Datos de IA
Dia combinadas) (Promedio)
0,00 0 0
0,04 33347 34537
0,25 29686 30328
1,00 28787 24089
2,00 17249 19449
3,00 16827 17272
5,00 16159 16282
7,00 11124 13674
10,00 8746 10973
14,00 5328 6879
18,00 3857 4629
22,00 2252 3984
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Tabla 29: Concentracion sérica (ng/ml) de FP1 como un dimero intacto
en el tiempo después de una sola administracién SC en monos cynomolgus, segun

se determina por analisis de LCMS con captura por inmunoafinidad.

Datos de MS del Dimero intacto (Muestras Datos de 1A
Dia combinadas) (Promedio)
> 10,00 0 0
0,25 9625 8959
1,00 15799 14219
2,00 17671 17373
3,00 19130 17476
5,00 12284 15633
7,00 10808 12971
10 10,00 8910 10143
14,00 5814 7034
18,00 4074 5054
22,00 2967 3694
Se midid, ademas, la concentracion de analitos en suero de monos
15  cynomolgus después de la administracion IV'y SC, mediante analisis de LC-MS/MS
con digestion con tripsina, con captura por inmunoafinidad (Tablas 30 y 31). Los
péptidos tripticos seleccionados, especificamente, ALV
(ALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK), ASL (ASLEDLGWADWVLSPR)y TDT
(TDTGVSLQTYDDLLAK), que se localizan dentro de FP1 cerca del extremo N-
20 terminal de la regién de HSA, del extremo N-terminal de GDF15 y del extremo C-

terminal de GDF 15, respectivamente. Los péptidos se controlaron como péptidos
sustitutos de FP1. Las concentraciones de todos los péptidos sustitutos fueron

similares entre si y las concentraciones medidas mediante inmunoensayo, lo que
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demuestra que la secuencia de GDF15 en FP1 permanece intacto y unida a la
secuencia de HSA in vivo.
Tabla 30: Concentracion sérica (ng/ml) de péptidos sustitutos que
representan varias regiones de FP1 con el paso del tiempo después de una sola
5  administracién IV en monos cynomolgus, segun se determina por analisis de LC-

MS/MS con digestién con tripsina, con captura por inmunoafinidad.

Datos
de lA
Punto de tiempo | FP1 promedio (ng/ml) Desviacion estandar (ng/ml)
Dia Hora | ALV DT ASL ALV DT ASL
0,00 0 <LLOQ | <LLOQ | <LLOQ | n/a n/a n/a 0,0
10 0,04 1 32400,0 | 39766,7 | 33333,3 | 2623,0 | 3162,8 | 2722,7 | 34536,9
0,25 6 29100,0 | 27166,7 | 30600,0 | 3439,5 | 1006,6 | 2095,2 | 30328,1
1,00 24 24366,7 | 23300,0 | 23800,0 | 4215,8 | 3996,2 | 4100,0 | 24088,7
2,00 48 19433,3 | 17733,3 | 18700,0 | 1457,2 | 1193,0 | 854,4 [ 19448,6
3,00 72 18100,0 | 17200,0 | 17166,7 | 360,6 | 871,8 |1001,7 [ 17271,6
5,00 120 15966,7 | 14033,3 | 14233,3 | 1001,7 | 642,9 | 1011,6 | 16282,3
7,00 168 13733,3 | 11800,0 | 12100,0 | 1115,0 | 600,0 | 300,0 [ 13673,6
15 10,00 240 9303,3 | 8570,0 |8570,0 |2290,1 | 1682,2 | 1685,9 | 10973,0
14,00 336 5860,0 | 5890,0 |6056,7 |4158 |312,2 |388,0 |6878,9
18,00 432 4143,3 | 4400,0 |4226,7 |374,3 |529 571,2 | 4628,6
22,00 528 2830,0 |3256,7 |2753,3 | 3554 |420,0 |319,0 [3984,0

Tabla 31: Concentracion sérica (ng/ml) de péptidos sustitutos que
representan varias regiones de FP1 con el paso del tiempo después de una sola
administracion SC en monos cynomolgus, segun se determina por analisis de LC-

MS/MS con digestidn con tripsina, con captura por inmunoafinidad.
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Datos

de lA
Punto de tiempo | FP1 promedio (ng/ml) Desviacion estandar (ng/ml)
Dia Hora | ALV TDT ASL ALV | TDT ASL
0,00 0 <LLOQ | <LLOQ | <LLOQ | n/a n/a n/a 0,0
0,25 6 9323,3 | 7430,0 |8123,3 [ 1900,3 | 2471,6 | 1954,1 | 8959,1
1,00 24 15233,3 | 13390,0 | 14533,3 | 2926,3 | 3222,0 | 2683,9 | 14219,2
2,00 48 15366,7 | 14000,0 | 14166,7 | 2579,4 | 1646,2 | 2311,6 | 17373,0
3,00 72 17300,0 | 16033,3 | 15333,3 | 1571,6 | 1001,7 | 986,6 | 17476,0
5,00 120 | 15333,3 | 13366,7 | 13666,7 | 1222,0 | 1692,1 | 1501,1 | 15632,9
7,00 168 | 13333,3 | 11633,3 | 11700,0 | 709,5 | 472,6 | 781,0 | 12970,9
10,00 240 |8496,7 | 7376,7 |8343,3 |14755|189,0 | 1039,1 | 10143,2
14,00 336 |6046,7 |6116,7 |6253,3 90,2 118,5 | 110,6 | 7034,5
18,00 432 | 4593,3 | 5250,0 |4636,7 |802,6 |1157,5|621,7 |5054,2
22,00 528 |3056,7 |3490,0 |3116,7 |[424,5 |687,7 |220,5 |3693,7

Ensayo de estabilidad en plasma humano

El objetivo de este estudio fue analizar la estabilidad ex vivo de FP1 en
plasma humano. El plasma humano fresco, no congelado se generd a partir de sangre
heparinizada de dos sujetos (una macho y una hembra) por centrifugacion. FP1 se
incubd en esta matriz a 37 °C con mezclado suave, durante 0, 4, 24 y 48 horas. La
concentracion de FP1 se determiné con el uso de un método de inmunoensayo. La
diferencia en por ciento promedio a partir de la concentracion inicial (O hora) varié
desde -4,1 a-12,9 y no aumento con el tiempo, lo que demuestra que FP1 es estable
en plasma humano durante hasta 48 horas ex vivo (Tabla 32 y Figura 15).

Tabla 32: Concentracion de FP1 (ug/ml) después de 0, 4, 24 y 48
horas (h) de incubacion ex vivo en plasma obtenido a partir de dos sujetos

humanos (Sub) segun se determina por inmunoensayo
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Conc. del Conc. del Conc
o D : 9
Muestra Ex Vivo Sub 1 '!'0 o d"? Sub 2 TO %o d? Promedio '!'0 Yo de_
macho | diferencia| hembra | diferencia diferencia
(ug/ml)
(ug/ml) (ug/ml)
Plasma -TOh_ | 11503 | na 12649 | nla | 12076 | n/a
Plasma Toh_ | 10524 | -85 | 10521 | -168 | 10523 | -129
PlasmFaF;1T24h_ 9,934 13,6 12,402 -2,0 11,168 7,5
Plasml:a|:-1T48h_ 10,582 8,0 12,575 -0,6 11,578 -4,1

Se us6 LCMS con captura por inmunoafinidad para cuantificar la
concentracion del dimero intacto presente después de la incubacion en plasma
humano. Las concentraciones determinadas por este método fueron estables con el
paso del tiempo (0, 4, 24 y 48 horas), lo que demuestra que FP1 permanece como
dimero intacto en plasma humano ex vivo hasta 48 horas (Tabla 33 y Figura 16).

Tabla 33: Concentracion promedio de FP1 (ug/ml) y % de la
diferencia desde la concentracion inicial como un dimero intacto después de 0, 4,
24 y 48 horas (h) de incubacion ex vivo en plasma obtenido a partir de dos

sujetos humanos segun se determina por LCMS con captura por inmunoafinidad

Conc.del Dimero (ug/ml) % de diferencia
Oh 15,8 100,0
4 h 15,8 100,1
24 h 15,9 100,9
48 h 15,2 96,0
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Ejemplo 13: Estrategia de IR

Los ensayos de respuesta inmune (IR) se desarrollaran para la
deteccion de anticuerpo anti-farmaco (ADA) en animales y en muestras clinicas.
El ensayo de IR identificara muestras positivas para ADA para la comparacién del
estado de ADA con resultados farmacocinéticos/téxicocinéticos (PK/TK), lo que
permite la evaluacién de la exposicién de FP1 y la farmacocinética. El ensayo de
IR clinica se usara para seleccion de muestras séricas, confirmar la especificidad
de muestras positivas para ADA y determinar el titulo de ADA para muestras
positivas confirmadas. El desarrollo del ensayo de anticuerpos neutralizantes
(NAD), seguira para usar en muestras positivas confirmadas de sujetos positivos
para ADA, en la Fase 1 del programa. Adicionalmente, la determinacion de la
reactividad cruzada de ADA con GDF15 enddgeno seguira para usar en la Fase 2
del programa. La evaluacion del riesgo de inmunogenicidad se llevara a cabo
antes del primer ensayo clinico en humanos (FIH) y pueden implementarse
ensayos de caracterizacion adicionales de la respuesta inmune si se justifican.

Ejemplo 14: Plan de Toxicologia

Dado que el receptor objetivo endégeno para GDF15 no se ha
identificado, existe la falta de union y de datos funcionales in vitro para FP1. Sin
embargo, los estudios de farmacologia y eficacia de una o varias dosis en ratas,
ratones y monos cynomolgus han demostrado actividad de FP1 en estas
especies, o que muestra su efecto en la reduccion de la ingesta de alimentos,
disminucioén del peso corporal y modulacion de la tolerancia oral a la glucosa. La

rata y el mono seran, respectivamente, las especies de roedor y no roedor de
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pruebas de toxicologia sobre la base de resultados de la eficacia, con la
comprension de que la potencia intrinseca de FP1 en el receptor en estas
especies (frente a la de seres humanos) no se ha caracterizado completamente.

Los Ejemplos 15-19 implican la caracterizacion de otra proteina de
fusion ilustrativa de la invencion, descrita en el Ejemplo 5, que tiene la secuencia de
aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 92 (codificada por secuencias de
nucledtidos de las sec. con nums. de ident.: 92 (optimizacién por codéon 1)y 110
(optimizacion por coddn 2)). Esta proteina de fusidén es una proteina completamente
recombinante que existe como un homodimero de una fusién de HSA (C34S) con la
variante de delecion del GDF15 maduro humano (201 - 308; Sec. con num. de
ident.: 8) a través de un enlazador de 42 aminoacidos que consiste en residuos de
glicina y serina, GS-(GGGGS)s. La unica cisteina nativa libre en la posicién 34 de
HSA se ha mutado a serina. Esta proteina de fusion particular HSA-GDF15 se
denominara como “FP2” en los siguientes ejemplos, para simplificar.

Ejemplo 15: Efectos de FP2 sobre la ingesta de alimentos de
ratones C57BI/6

FP2 se evalud con respecto a su capacidad para reducir la ingesta
de alimentos en ratones macho C57BI/6 después de una sola dosis. Se usaron en
el estudio ratones macho C57BI/6N (10 - 12 semanas de edad) obtenidos de
Taconic Biosciences (Hudson, NY). Los ratones se alojaron individualmente en
una habitacion con temperatura controlada con ciclo de luz/oscuridad de 12 horas
(6am/6pm) y acceso ad libitum a comida y agua. Los ratones macho C57BI/6 se

aclimataron durante un minimo de 72 horas en las jaulas BioDAQ. Los ratones
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después se agruparon en base a la ingesta de alimentos en las ultimas 24 horas
en seis grupos de ocho cada uno. Entre 4:00 - 5:00 pm, los animales se pesaron
y se dosificaron con vehiculo o compuestos a través de inyeccién subcutanea. Se

registré continuamente el cambio en el peso de los alimentos para cada jaula por

5 el sistema BioDAQ, durante un periodo de 48 horas después de la administracion
del compuesto. 6xHis - FP1 se us6 como un comparador en este estudio.

FP2 tuvo efectos significativos en la reduccioén de la ingesta de
alimentos en 12, 24 y 48 horas después de la administracion a todos los niveles
de dosis probados (Tabla 34). Hubo una reduccion en el cambio porcentual en la

10  ingesta de alimentos con respecto a PBS a todos los puntos de tiempo y todos los
niveles de dosis (Tabla 35) en ratones.
Tabla 34: Efecto de una sola dosis de FP2 sobre la ingesta de alimentos en
ratones C57BI/6 durante 48 horas
Ingesta de alimentos acumulativa (g)
15 Tratamiento 12 horas 24 horas 48 horas
PBS 3,7+0,2 4,4+0,2 8,8+0,4
FP2, 1 nmol/kg 2,8+0,4* 3,0+£0,4** 6,9+0,7*
FP2, 4 nmol/kg 2,4+0,2*** 3,11£0,2** 7,010,3*
FP2, 8 nmol/kg 1,9+0,2**** | 2,4+0,1**** | 6,2+0,2***
FP2, 16 nmol/kg 1,8+0,1*** | 2,7+0,1*** 6,310,4**
6xHis-FP1, 8 nmol/kg | 2,3+0,3*** 2,8+0,4** 6,6+0,7**
20 Los datos se expresan como la media £ SEM.

*p<0,05, en comparacion con PBS

**p<0,01, en comparacién con PBS

*k%*

*kk*x

p<0,001, en comparacion con PBS

p<0,0001, en comparacion con PBS, respectivamente
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n=8/grupo, excepto para 6xHis-FP1 8 nmol/kg (n=6).

Tabla 35: Efecto de una sola dosis de FP2 sobre el porcentaje de reduccion en la

ingesta de alimentos (con relacién al vehiculo) durante 48 horas en ratones C57BI/6

Porcentaje de inhibicién en relacion a PBS
Tratamiento 12 horas 24 horas 48 horas
PBS 0,0+7,9 0,0+7,7 0,0+5,9

FP2, 1 nmol/kg 22,4+12,5* 31,8+10,5** | 21,848,1*

FP2, 4 nmol/kg 36,6+7,2*** | 30,415,8** 20,2+4,7*
FP2, 8 nmol/kg 47,016,2**** | 45,7+3,8**** | 29,7+3,9***
FP2, 16 nmol/kg 49,244 1*** | 38,1+4,1*** | 27,8+5,1**
6xHis-FP1, 8 nmol/kg | 36,9+9,9*** 36,5+8,8** 24,6+8,2**

El efecto anoréxico de FP2 se expresa como la reduccion relativa en la ingesta de

alimentos en comparacion con los respectivos controles de PBS.
Los datos se expresan como la media £ SEM.

*p<0,05, en comparacion con PBS

**p=<0,01, en comparacién con PBS

***p<0,001, en comparacion con PBS

****n<0,0001, en comparacién con PBS, respectivamente

Andlisis estadisticos usados: ANOVA y la prueba de comparaciones multiples de

Dunnett.

n=8/grupo, excepto para 6xHis-FP1 8 nmol/kg (n=6).

Ejemplo 16: Efectos de FP2 sobre la ingesta de alimentos en
ratas Sprague Dawley

FP2 se evalud con respecto a su capacidad para reducir la ingesta de
alimentos y la ganancia de peso corporal en ratas Sprague-Dawley machos, después

de una sola dosis. Los animales se obtuvieron de Charles River Labs (Wilmington,
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MA), a 200 - 225 g de peso corporal y se usaron dentro de la semana de la entrega.
Ellos se alojaron uno por caja en lecho seco y un tubo plastico para enriquecimiento
en una habitacion con temperatura controlada con ciclo de luz/oscuridad de 12 horas.
Tuvieron acceso ad libitum al agua y se alimentaron con dieta de roedores de
laboratorio; dieta de roedores 20, 5K75* PicoLab® certificada irradiada (distribuida por
Purina Mills, St. Louis, MO. via ASAP Quakertown, PA). Los pesos de los animales se
tomaron y registraron para cada rata antes de la dosificacion.

Los animales se aclimataron durante un minimo de 72 horas en las
jaulas BioDAQ; las ratas después se agruparon en base a la ingesta de alimentos en
las ultimas 24 horas en seis grupos de ocho cada uno. Entre 4:00 - 5:00 pm, los
animales se pesaron y se dosificaron con vehiculo o compuestos a través de
inyeccion subcutanea. Se registré continuamente el cambio en el peso de los
alimentos para cada jaula por el sistema BioDAQ, durante un periodo de 48 horas
después de la administracion del compuesto. 6XHis - FP1 se usé como un
comparador en este estudio.

Se probaron las reducciones dependientes de la dosis en la ingesta
de alimentos después de una sola dosis de FP2. Ninguna diferencia significativa
en la ingesta de alimentos se observo en la dosis de 0,3 nmol/kg. Se observaron
efectos significativos en la reduccion de la ingesta de alimentos a las 12 horas,
pero no a 24 o 48 horas a 1 nmol/kg. Se observaron reducciones significativas en
la ingesta de alimentos en todos los puntos de tiempo para niveles de dosis de 3

y 10 nmol/kg (Tabla 36, Figura 19). Hubo una reduccién en el cambio porcentual
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todos los niveles de dosis (Tabla 37).

Tabla 36: Efecto de una sola dosis de FP2 sobre la ingesta de alimentos a lo

largo de 48 horas en ratas Sprague Dawley.

Ingesta de alimentos acumulativa (g)

Tratamiento 12 horas 24 horas 48 horas

PBS 21,7+0,6 25,0+0,8 53,1+1,6

FP2, 0,3 nmol/kg 19,540,9 22,9+0,7 48,4+1,5

FP2, 1 nmol/kg 17,5£0,9* | 19,840,8 47,0+2,6
FP2, 3 nmol/kg 16,1+1,2** | 17,0£1,0** | 39,2+3,2**
FP2, 10 nmol/kg 15,8+0,9*** | 16,5+0,9** | 36,5+3,2**
6XHis - FP1 8 nmol/kg | 15,0+1,4*** | 15,741,2** | 37,2+4,5**

Los datos se expresan como la media £ SEM.
*p<0,05, en comparacion con PBS
**p<0,01, en comparacién con PBS

p< 0,001, en comparacion con PBS, respectivamente

Andlisis estadisticos usados: ANOVA y la prueba de comparaciones multiples de

Dunnett.
n = 8/grupo

Tabla 37: Efecto de una sola dosis de FP2 sobre el porcentaje de reduccion en la

ingesta de alimentos (con relacién al vehiculo) durante 48 horas en ratas Sprague

Dawley.
Porcentaje de inhibicién en relacion a PBS

Tratamiento 12 horas 24 horas 48 horas

PBS 0,0+4,0 0,0+4,6 0,0+4,3

FP2 0,3 nmol/kg 10,0+4,7 8,5%4,1 8,8+3,9

FP2 1 nmol/kg 19,3+4,7* | 20,844,1 11,515,5

FP2 3 nmol/kg 25,9+6,1** | 32,0+4,7** | 26,216,5**
FP2 10 nmol/kg 27,4+4,8*** | 33,8+4,1** | 31,216,4**




10

15

20

79

6XHis - FP1 8 nmol/kg | 30,8+6,6*** | 37,0£5,4** | 29,9+8,8**

El efecto anoréxico de FP2 se expresa como la reduccion relativa en la ingesta de

alimentos en comparacion con los respectivos controles de PBS.
Los datos se expresan como la media + SEM.

*p<0,05, en comparacion con PBS

**p<0,01, en comparacién con PBS

***p<0,001, en comparacion con PBS, respectivamente

Andlisis estadisticos usados: ANOVA y la prueba de comparaciones multiples de

Dunnett.
n = 8/grupo

Ejemplo 17: Efectos de FP2 sobre la ingesta de alimentos, peso
corporal y la homeostasis de la glucosa en ratones C57BI1/6 obesos
inducidos por la dieta (DIO)

FP2 se evalud con respecto a su capacidad para reducir la ingesta
de alimentos y el peso corporal y mejorar la homeostasis de glucosa en
dosificacion repetida en ratones macho C57BI/6 durante un periodo de 8 dias. Se
usaron en el estudio ratones macho C57BI/6 DIO (21 semanas de edad,
alimentado con alto contenido de grasas durante 15 semanas) obtenidos de
Taconic Biosciences (Hudson, NY). Los ratones se alojaron individualmente en
una habitacion con temperatura controlada con ciclo de luz/oscuridad de 12 horas
(6am/6pm) y acceso ad libitum a agua y se alimentaron con dieta de investigacién
D12492 (Research Diets, New Brunswick, NJ). Los ratones se aclimataron >1
semana en habitacidon de alojamiento de ratones antes del experimento. Las
variables de valoracion del estudio se midieron de la ingesta de alimentos, peso

corporal, composicion corporal y punto final glicémico (OGTT, glucosa en
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sangre). Un dia antes de la dosificacion, los animales se pesaron y se agruparon
por peso corporal (BW). Los ratones se dosificaron por medio de inyeccion
subcutanea. Los animales dosificados con FP2 recibieron este compuesto en el
Dia 0, Dia 3, Dia 6, Dia 9 y Dia 12. El grupo del vehiculo y el grupo de
rosiglitazona recibieron PBS estéril S.C. en estos dias, ademas. La rosliglitazona
se proporcion6 en la dieta a 0,015 % p/p ad libitum. EI BW y la ingesta de
alimentos se registré diariamente, durante un periodo de quince dias. La glucosa
en sangre se midié en los Dias 0, 7 y 13. Una prueba de tolerancia oral a la
glucosa (OGTT) se realiz6 en el Dia 14. Los niveles de insulina se midieron en
puntos de tiempo seleccionados durante la OGTT. Los ratones se sacrificaron
con COz2 y se recolectaron para su exposicion las muestras de sangre terminal
por medio de puncion cardiaca en el Dia 15. Se realizé un estudio Pk separado
con tres ratones por grupo de dosis con un total de 15 ratones.

Andlisis de exposicion-respuesta (E-R) para FP2 en ratones DIO

La mayoria de los animales en grupos de farmacodinamica (PD)
(eficacia) tuvo concentraciones de farmacos indetectables en el ultimo dia del
estudio cuando se obtuvieron las muestras farmacocinéticas (PK), potencialmente
debido a la inmunogenicidad. Por lo tanto, la media de los perfiles PK de los grupos
PK, en lugar de PK individual de grupos PD, se usaron para conducir la exposicion-
respuesta (desde el dia 3, 6 y 9, respectivamente) para el % de cambio en el peso
a partir de los valores iniciales en grupos PD en el correspondiente nivel de dosis.
Este método supone que los grupos PK se comporten de manera similar a los

grupos PD en términos de la exposicion al farmaco.
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El modelo Emax (Graphpad Prism 6, log (agonista) frente a la
respuesta) se uso para correlacionar la exposicion con los datos de respuesta
(log transformada de concentraciones de farmacos). La pendiente maxima se fija
en 1. Tener en cuenta que los valores de EC10 a ECso0 ajustados al modelo
estuvieron dentro del doble entre el dia 3, 6 y 9, a pesar de que los estimados de
Emax fueron diferentes (Emax = -4,26 %, -8,18 % y -9,85 %, respectivamente).
Algunos animales en el dia 9 mostraron, ademas, la pérdida de exposicién al
farmaco, debido a la formacién potencial de ADA y, por lo tanto, las estimaciones
del parametro E-R basadas en el dia 9 deben interpretarse con precaucion.

Los efectos de dos semanas de exposicion de FP2 sobre la ingesta
de alimentos, peso corporal, la homeostasis de la glucosa y contenido de grasa
en el higado, se evaluaron en ratones macho C57BI/6 obesos inducidos por la
dieta. La exposicion valle entre 1,7 y 3,3 nM de FP2 para el grupo de tratamiento
de 0,3 nmol/kg, entre 7,1y 14 nM para el grupo de tratamiento de 1,0 nmol/kg,
entre 20,8 y 41,6 nM para el grupo de tratamiento de 3,0 nmol/kg y entre y 28,5y
112,9 nM de FP2 para el grupo de tratamiento de 10 nmol/kg, se mantuvo hasta
el dia 9 en el grupo PK del estudio (n=2 o 3, Tabla 49). Después del dia 9, una
disminucion en los niveles circulantes se observé en la mayoria de los animales,
a pesar de la dosificacion continuada g3d (Tabla 49). Consistente con esta
disminucion acelerada, la mayoria de los animales en el grupo PD del estudio
tuvo niveles circulantes indetectables de FP2 en el dia 15 (Tabla 50).

El tratamiento de ratones DIO con FP2 q3d redujo la ingesta de

alimentos (Tabla 38), peso corporal (Tabla 39, 40 y Figura 20) y glucosa en sangre
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alimentada en comparacion con al tratamiento con vehiculo (Tabla 43 y Figura 23).
Una reduccion significativa en la ingesta de alimentos se observé en el dia 2, dia 5
y dia 8 para 0,3 nmol/kg, desde el dia 1 hasta 7 para 1,0 nmol/dia, en el dia 1, dia
2, dia 4 hasta dia 6 y dia 8 para 3,0 nmol/kg y en el dia 1, dia 3 hasta dia 6, dia 8y
dia 9 para 10,0 nmol/kg. El porcentaje de los cambios de peso corporal fueron
significativos desde el dia 5 hasta dia 13 para 0,3 nmol/kg, desde el dia 3 hasta dia
13 para 1,0 nmol/kg y para 10,0 nmol/kg y desde el dia 4 hasta dia 13 para

3,0 nmol/kg. Los cambios en gramos de peso corporal fueron significativos desde
el dia 8 para 0,3 nmol/kg, desde el dia 6 para 1,0 nmol/kg, desde el dia 7 para

3,0 kg/nmol y desde el dia 5 para 10,0 nmol/kg. Las disminuciones en los niveles
de glucosa en sangre alimentada fueron significativas en el dia 7 para los animales
en el nivel de dosis de 3,0 nmol/kg y en el dia 13 fueron significativas para los
animales en el nivel de dosis de 3,0 y 10,0 nmol/kg.

Los ratones DIO tratados con FP2 g3d tuvieron mejor tolerancia a la
glucosa en el dia 14 en comparacion con tratamiento con vehiculo durante un reto con
glucosa oral (Tabla 41; Figura 21A y 21B). La glucosa fue significativamente menor en
30 minutos para el grupo de 0,3 nmol/kg, en 60 minutos y 120 minutos para grupo de
1,0 nmol/kg, en 120 minutos para el grupo de 3,0 nmol/kg y en 30, 90 y 120 minutos
para el grupo de 10,0 nmol/kg. El area total bajo la curva fue significativa para todos
los grupos de dosis. Los niveles de insulina durante el reto con glucosa fueron
significativamente menores para los grupos de 0,3 y 10,0 nmol/kg en 30 minutos
(Tabla 42; Figuras 22A y 22B). Ademas, en comparacion con los animales tratados

con vehiculo, hubo una reduccién significativa en la HOMA-IR en ayunas calculada en
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los ratones DIO, después de 14 dias de tratamiento con FP2 q3d a 10,0 nmol/kg
indicativo de mejor sensibilidad a la insulina (Tabla 44 y Figura 24).

La composicion corporal se midié mediante MRI en el dia 1 antes del
inicio del estudio y en el dia 13 (Tabla 47 y Tabla 48). Los ratones DIO tratados con
FP2 a 1,0 nmol/kg y 10,0 nmol/kg tuvieron reducciones significativas en la masa de
grasa en el dia 13; mientras que no hubo cambios en la masa magra para
cualquier grupo de tratamiento. En el dia 13, el grupo de tratamiento de
10,0 nmol/kg tuvieron un aumento significativo en el porcentaje de masa magra y
una reduccion significativa en el porcentaje de masa de grasa en comparacién con
el grupo tratado con el vehiculo. Los cambios en el dia 1 al dia 13 fueron
significativos para masa magra en los grupos de tratamiento de 0,3 nmol/kg,

1,0 nmol/kg y 10,0 nmol/kg y fueron significativos para el porcentaje de la masa
magra en los grupos de tratamiento de 1,0, 3,0 y 10,0 nmol/kg. Los cambios en el
dia 1 al dia 13 fueron significativos para la masa de grasa y el porcentaje de la
masa magra en todos los grupos de tratamiento en comparacion con el vehiculo.

No hubo ninguna diferencia significativa en los niveles séricos de
GDF15 enddgeno de raton entre los animales tratados con vehiculo y los ratones
tratados con FP2 q3d durante15 dias (Tabla 46).

Conclusién: los resultados sugieren que la mayor exposicion a
farmacos se asocia, generalmente, con un mayor % de cambio de peso desde los
valores iniciales, en un nivel de la poblacion a través de los grupos de dosis

estudiados en el dia 3,6y 9.
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La exposicion a FP2 mas de dos semanas condujo a la reduccién en la
ingesta de alimentos, la disminucion de peso corporal, la disminucién de glucosa en
sangre, mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina en los ratones DIO.
Disminuciones significativas en la ingesta de alimentos durante multiples dias se
lograron en 1,0, 3,0 y 10,0 nmol/kg q3d. El peso corporal se redujo significativamente
desde tres a cinco dias después del inicio del estudio. La glucosa en sangre
alimentada en el dia 13 disminuy¢ significativamente después de la administracion de
FP2 q3d a 3,0 y 10,0 nmol/kg. La sensibilidad a la insulina representada por una
reduccion significativa de HOMA-IR en ayunas se logré 14 dias después de
10,0 nmol/kg de FP2 administrados q3d. En el dia 13, un aumento significativo en el
porcentaje de masa magra y una reduccion significativa en el porcentaje de masa de
grasa se observo en los ratones DIO tratados q3d con 10,0 nmol/kg de FP2.

Tabla 38: Efecto de FP2 en la ingesta de alimentos diaria (g) a lo largo de 13 dias

de tratamiento.

Tratamiento | Vehiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglitazona
Dia n/a 0,3 1,0 3,0 10,0 10 mpk/dia
0 2,0+0,1 1,9+0,1 | 2,2+0,2 | 1,9+0,2 | 1,9+0,2 2,2+0,1
1 2,4+0,2 | 2,1¢0,1 | 1,6+£0,1* | 1,5¢£0,1* | 1,3+0,1* 2,701
2 2,5+0,1 | 1,8+0,1* | 1,7£0,2* | 1,9+0,1* | 2,0+0,1 3,01+0,2
3 2,5¢0,1 | 2,1+0,1 | 1,7+0,17* | 1,940,171 | 1,8%+0,1* 2,8+0,2
4 2,6£0,1 | 2,0+£0,1 | 1,8+0,1* | 1,940,1* | 1,94£0,1* 2,9+0,2
5 2,8+0,1 | 2,1+£0,2* | 2,2+0,1* | 2,2+0,0* | 1,9+0,1* 2,7+0,2
6 2,8+0,1 | 2,3+0,2 | 2,1+0,1* | 2,2+0,1* | 2,0+0,1* 2,8+0,2
7 2,6£0,2 | 2,3%0,1 | 2,0+0,1* | 2,0+0,2 | 2,1+0,1 2,9+0,2
8 2,7£0,2 | 2,1+0,1* | 2,2+0,1 | 2,0+0,1* | 2,0+0,1* 3,1+0,2
9 2,8£0,1 | 2,3+0,1 | 2,3+0,2 | 2,3+0,2" | 2,110,2* 3,2+0,1
10 2,6+0,1 | 2,5+0,1 | 2,4+0,2 | 2,3+0,2" | 2,1+0,2 3,010,2
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11 2,9+0,1 2,520,1 | 2,8+0,2 | 2,6x0,4 | 2,60,1 3,3+0,1
12 2,8+0,1 2,7+0,2 | 2,8%0,1 | 2,8+0,2 | 2,9+0,1 3,1+0,2
13 2,701 2,520,2 | 2,620,1 | 2,620,1 | 2,2+0,1 3,1+0,2

Los valores representan la media £ SEM para los datos de 8 animales por tiempo

por grupo, excepto n=7 cuando se indica por *

* - p<0,05, en comparacioén con el vehiculo

5
Analisis estadisticos usados: ANOVA RM bidireccional, prueba de comparaciones
multiples de Tukey
Tabla 39: Efecto de FP2 en el porcentaje de cambio de peso corporal a lo largo
de 13 dias de tratamiento
Tratamiento | Vehiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglitazona
10 Dia n/a 0,3 1,0 3,0 10,0 10 mpk/dia
-1 -0,1+#04 | 0,5#0,2 | -0,1£0,1 | -0,4+0,2 | 0,0+0,6 0,1+0,2
0 0,0+0,0 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
1 -0,4+0,5 | -1,0£0,3 | -2,2+04 | -1,840,6 | -2,4+0,5 1,310,4
2 -0,4+0,3 | -2,2+0,4 | -3,4+0,6 | -3,0+0,6 | -3,1+0,4 1,310,5
3 -0,310,4 | -2,3+0,4 | -4,2+0,6* | -3,5+0,6 | -4,3+0,5* 1,9+0,5
4 -0,3+0,5 | -2,940,5 | -5,3+0,6* | -4,9+0,7* | -5,8+0,7* 1,80,7
15 5 -0,240,4 | -4,2+0,7* | -6,24£0,6* | -5,6+0,7* | -6,8+0,7* 1,7£0,8
6 -0,41+0,6 | -5,1+0,7* | -7,4+0,8* | -6,9+0,7* | -8,5+0,9* 1,1£0,9
7 0,2+0,8 | -5,1+0,7* | -7,74£0,9* | -7,4+0,7* | -8,7+0,9* 2,0+1,0
8 0,2¢1,0 | -6,1+0,8* | -7,9+0,9* | -8,0+0,8* | -9,7+0,8* 2,4+1,1
9 0,5¢1,1 | -6,0+0,9* | -8,4+0,9* | -8,8+0,9* | -10,1£1,0* 3,1£1,0
10 1,1£1,2 | -5,740,8* | -8,1+0,9* | -8,9+0,9* | -10,7£1,2* 3,5%1,2
11 1,2¢1,3 | -6,1£0,9* | -8,2+0,8* | -8,6+1,3* | -11,1£1,4* 3,7£1,2
20 12 1,4+1,3 | -6,3%1,2* | -7,7+0,8* | -8,2+1,4* | -10,9+1 4* 4,1+1,3
13 1,7£0,9 | -5,8%14* | -7,1£1,0* | -7,2+1,4* | -10,9+1 4* 4,741,3

Los valores representan la media £ SEM para los datos de 8 animales por tiempo
por grupo

* p<0,05, en comparacion con el vehiculo
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Analisis estadisticos usados: ANOVA RM bidireccional, prueba de comparaciones

multiples de Tukey

Tabla 40: Efecto de FP2 en el cambio de peso corporal (g) a lo largo de 13 dias

de tratamiento

10

15

20

Tratamiento | Vehiculo FP2 (nmol/kg) Rosiglitazona
Dia n/a 0,3 1,0 3,0 10,0 10 mpk/dia
-1 44,6+0,6 | 44,5+0,6 | 44,5¢0,6 | 44,5+0,6 | 44,51+0,6 44,5+0,6
0 44,6+0,6 | 44,310,6 | 44,610,6 | 44,7+0,6 | 44,610,7 44,4+0,6
1 44,5+0,7 | 43,840,6 | 43,6+0,6 | 43,9+0,7 | 43,5+0,7 45,0£0,7
2 44,5+0,7 | 43,3+0,7 | 43,1£0,6 | 43,3+0,7 | 43,2+0,7 45,0+0,7
3 44,5+0,7 | 43,2+0,7 | 42,7+0,6 | 43,1+0,7 | 42,6+0,6 45,3+0,7
4 44,5+0,7 | 43,0£0,7 | 42,240,6 | 42,5+0,7 | 42,0+0,7 45,240,7
5 44,5+0,7 | 42,4+0,7 | 41,840,5 | 42,24+0,7 | 41,5+0,6* 45,2+0,7
6 44,5+0,7 | 42,0+0,7 | 41,3+0,6" | 41,6+0,7 | 40,7+0,5* 44,9+0,8
7 44,7+0,7 | 42,0+0,7 | 41,1£0,6 | 41,4+0,7* | 40,6+0,5* 45,3+0,8
8 44,7+0,7 | 41,6£0,7* | 41,1£0,7* | 41,1£0,7* | 40,2+0,6* 45,5+0,8
9 44,8+0,7 | 41,6+0,8* | 40,8+0,7* | 40,8+0,8* | 40,0+0,8* 45,840,7
10 45,1+0,7 | 41,8+0,8" | 41,0+0,8* | 40,8+0,8" | 39,8+0,8* 46,0+0,8
11 45,2+0,8 | 41,6+0,8* | 40,9+0,7* | 40,8+0,9* | 39,6+0,9* 46,1+0,8
12 45,3+0,7 | 41,5+0,9* | 41,2+0,7* | 41,0+£0,9* | 39,7+0,9* 46,3+0,9
13 45,4+0,7 | 41,7£0,9* | 41,4£0,8* | 41,5+£0,9* | 39,7+0,9* 46,5+0,9

Los valores representan la media £+ SEM para los datos de 8 animales por tiempo

por grupo

* - p<0,05, en comparacioén con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA RM bidireccional, prueba de comparaciones

multiples de Tukey
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Tabla 41: Efecto de FP2 en los niveles de glucosa en sangre (mg/dl) durante la

OGTT después de 14 dias de tratamiento

o Tiempo después del reto con glucosa
c (min)
2 ) AUC total A AUC
€ | Dosis
8 (nmol/ (mg/dl/ (mg/dl/
Z 120 min) | 120 min)
kg) 0 30 60 90 120
o
=2
:"E’ NA | 161110 | 22517 | 228+14 | 208+18 | 213+19 | 25429+1228 | 609411430
>
0,3 14414 |163+£14*| 209+11 | 180+£12 | 17117 | 21270£399* | 39854521
N 1,0 15149 | 179+£18 | 18817 | 17913 | 163+8* | 210961754 | 2972+907
L 3,0 14948 | 180+£18 |[179+11*| 16416 | 163+9* | 203381876 | 2426+1058
10,0 | 13446 | 163+7* | 190113 | 152+7* | 163+8* | 19599+614* | 3539+1198
c
o
& |10 mpk/
% dl’ap 13249 |152+10%|162+13*| 138+9* | 159+9* | 17904+632* | 2139+£1179
®
o
(14

Los valores representan la media £ SEM para los datos de 8 animales por tiempo
por grupo
* - p<0,05, en comparacioén con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA RM bidireccional, prueba de comparaciones

multiples de Tukey para valores de glucosa;

ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey para AUC

Tabla 42: Efecto de FP2 en los niveles de insulina (ng/ml) durante la OGTT

después de 14 dias de tratamiento

Tiempo después del reto con
glucosa (min)

Dosis AUC total
Tratamiento (nmol/kg) 0 30 90 (ng/ml/90 min)

Vehiculo NA 4,2+0,7 | 12,2#2,3 | 3,6%0,5 716,1£122,0
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0,3 29+0,6 | 58+1,8* | 2,4+0,4 377,1£97,3

P2 1,0 2,904 8,2+2,6 2,604 491,8+118,2

3,0 3,0+0,3 8,415 2,5+0,3 498,6+77,0

10,0 2,410,4 | 4,3x0,5" | 2,1+04 295,5+32,0*

Rosiglitazona | 10 mpk/dia 0,9+0,1 1,8+0,2* | 0,8+0,1 118,5+9,6*

Los valores representan la media £+ SEM para los datos de 8 animales por tiempo
por grupo
* - p<0,05, en comparacioén con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA RM bidireccional, prueba de comparaciones

multiples de Tukey para valores de insulina;

ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples de Tukey para AUC

Tabla 43: Efecto de FP2 sobre lo niveles de glucosa en sangre alimentada (mg/dl)

Tiempo después del comienzo del
tratamiento (dias)
Dosis

Tratamiento | (nmol/kg) 0 7 13
Vehiculo NA 16215 15916 1809
0,3 1435 1509 1689
1,0 153+12 13517 15917

FP2

3,0 14843 127+6* 15148*
10,0 14616 13614 148+3*
Rosiglitazona | 10 mpk/dia 13717 11714 13416*

Los valores representan la media £+ SEM para los datos de 8 animales por tiempo
por grupo

* - p<0,05, en comparacioén con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA RM bidireccional, prueba de comparaciones

multiples de Tukey
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Tabla 44: HOMA-IR en ayunas en ratones DIO después de 14 dias de

tratamiento q3d con FP2

Dosis HOMA-
Tratamiento | (nmol/kg) IR
Vehiculo NA 48,7+9,2
5
0,1 30,116,6
1,0 30,51£3,8
FP2
3,0 31,313,2
10,0 22,7+3,1*
10 Rosiglitazona | 10 mpk/dia | 8,7+1,0*
Los valores representan la media £+ SEM para los datos de 8 animales por tiempo
por grupo
* - p<0,05, en comparacioén con el vehiculo
Analisis estadisticos: ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples
de Tukey
15
Tabla 45: Peso del higado después de 15 dias de tratamiento con FP2 q3d en
ratones DIO
Peso del
Dosis h':e::odt(al) higado (% del
Tratamiento | (nmol/kg) 9 -9 corporal)
Vehiculo NA 1,940,1 4,3+0,3
20
0,1 1,7+0,1 4,0+0,1
FP2 1,0 1,7+0,0 4,2+0,1
3,0 1,8+0,1 4,2+0,1
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10,0 1,7+0,1 4,2+0,1

Rosiglitazona | 10 mpk/dia 1,940,1 4,1+0,2

Los valores representan la media £ SEM para los datos de 8 animales por tiempo
por grupo
* - p<0,05, en comparacioén con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples

de Tukey

Tabla 46: Niveles séricos de GDF15 (pg/ml) de ratén, después de 15 dias de

tratamiento con FP2 q3d en ratones DIO

Dosis
Tratamiento | (nmol/kg) mGDF15
Vehiculo NA 258,3+21,4
0,1 214,1+10,3
1,0 191,6+12,7
FP2
3,0 254 5+28,6
10,0 202,0+10,0
Rosiglitazona | 10 mpk/dia | 509,6+26,2*

Los valores representan la media £+ SEM para los datos de 8 animales por tiempo
por grupo
* - p<0,05, en comparacion con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples

de Tukey
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Tabla 47: Efecto de JNJ-64739090 g3d en ratones DIO sobre la composicién

corporal (g) medido por MRI

Tratamiento | Dosis | Grasa |Grasa (g)| A Grasa| Masa Masa A Masa
(nmol/ |(g) dia -1| dia 13 (g) |magra(g)| magra |magra (g)
kg) Dia-1 |(g) Dia13

Vehiculo NA |17,4+0,6|18,240,6 | 0,9+0,3 | 25,4+0,3 | 25,1+0,3 | -0,440,2

FP2 0,3 [17,0+0,6|15,2+0,8 [-1,9+0,6*| 25,840,7 | 24,5+0,5 | -1,2+0,2*
1,0 |17,0+0,6 [14,9+0,6*|-2,1+0,4*| 25,8+0,5 | 24,6+0,4 | -1,2+0,2*
3,0 [17,4+0,7|15,1+1,1 |-2,3+0,5*| 25,3+0,4 | 24,2+0,4 | -1,110,1
10,0 |16,7+0,6 |13,2+0,8*|-3,6+0,5%| 26,1+0,6 | 24,5+0,6 | -1,7+0,2*

Rosiglitazona|10 mpk/| 17,2+0,6 | 19,1+£0,5 | 1,940,6 | 25,5+0,7 | 25,1+0,6 | -0,4+0,2

Dia

Los valores representan la media £+ SEM para los datos de 8 animales por tiempo

por grupo

* p<0,05, en comparacién con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples

de Tukey

Tabla 48: Efecto de FP2 g3d en ratones DIO sobre la composicion corporal (%)

medido por MRI
Dosis | Grasa | Grasa A Grasa Masa Masa A Masa
(nmol/ |(%) Dia -| (%) Dia (%) magra |magra (%) magra
Tratamiento kg) 1 13 ? (%) Dia1| Dia13 (%)

Vehiculo NA |38,1+1,0{40,1+1,0| 2,1£0,3 |55,94+0,9 | 55,3+0,9 | -0,6+0,3
0,3 |37,6%+1,2|36,3+1,3|-1,3£0,9%|56,8+1,3| 59,0+1,4 | 2,2+0,8
FP2 1,0 |37,2+1,1|35,840,9 |-1,4+0,5*|56,7+1,1| 59,5+1,0 | 2,8+0,6*
3,0 |38,3+1,4|36,1£2,0|-2,3+0,7*|55,9+1,2| 58,7+2,0 | 2,8+0,8*
10,0 |36,9+1,1|33,1+1,5%|-3,8+0,8*|57,5£1,0 | 61,7+1,4* | 4,2+0,7*

Lo 10 mpk/
Rosiglitazona Dia 38,0+1,2141,1+0,9 | 3,1+0,9 |56,2+1,2| 53,9+0,8 | -2,3+0,8

Los valores representan la media £ SEM para los datos de 8 animales por

tiempo por grupo
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* p<0,05, en comparacion con el vehiculo

Analisis estadisticos: ANOVA unidireccional, prueba de comparaciones multiples

de Tukey

Tabla 49: Exposiciones séricas de FP2 (nM) del grupo PK durante el tratamiento

5 g3d en ratones DIO

Tiempo posterior a la dosis inicial
(Tiempo posterior a la ultima dosis)

Grupo de |ldent. del Dia 14 | Dia15 | Dia 17
tratamiento| sujeto | Dia3 | Dia6 | Dia9 | Dia12 | (48 h) | (72 h) | (120 h)

9 [1,930 | 2,993 | <LoQ | <Loq | <Loq | <Loq | <Loq
0.1 ::°" 10 | 1,853 | 3,369 | 2,817 | <Loq | <Loq | <Loq | <Loaq
10 11 | 1715 | 25637 | 2,568 | 2,709 | 3,441 | 1,313 | <LOQ
9 [8198 | 9,660 | 9,645 | <LOQ | <LOQ | <LoQ | <LoQ

1’°::°" 10 | 7,073 | 10,595 | 8,966 | <Loq | <LoqQ | <Loq | <Loq
11 | 6,689 | 13,967 | 10,802 | <LoqQ | <LoQ | <Loq | <LoQ
9 |20,802] 26,329 | 27,863 | <LOQ | <Loq | <Loq | <LoQ
3’°::°" 10 |23,563| 32,020 | 41,576 | 1,168 | <LoQ | <Loq | <LoqQ

11 |21,704] 30,101 | <LoQ | <LoQ | <LoQ | <LoQ | <LOQ
15 9 [28495| 33,050 | <LOQ | <LoQ | <LoqQ | <Loq | <Loq
1°’°kr;m°" 10 [70,779]112,898| <Loq | <Loq | <Loq | <Loq | <Loaq

11 |70.404[111,767| 55117 | <LoqQ | <LoqQ | <Loq | <Loaq

Los datos se expresan como la concentracidon para cada animal.

<LOQ=por debajo del limite de la cuantificacién; LOQ es 0,494 nM

** Los valores en el dia 3, 6, 9 y 12 son inmediatamente antes de la siguiente dosis

20
Tabla 50: Exposiciones séricas terminales (nM) de FP2 después de 15 dias de

tratamiento q3d en ratones DIO
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Grupo de tratamiento (nmol/kg)

Ident.
del 10,0
animal 0,1 1,0 3,0

2,567 <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ 44,149
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
1,144 0,678 <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
3,440 <LOQ <LOQ <LOQ
2,727 <LOQ <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Los datos se expresan como la concentracidon para cada animal.

0 N OO a h~h WODN -

<LOQ=por debajo del limite de la cuantificacién; LOQ es 0,494 nM

Ejemplo 18: Farmacocinética de multiespecies de FP2 y
Respuesta inmune

Farmacocinética de ratéon

Las propiedades farmacocinéticas de FP2 se evaluaron cuando se
administra por via subcutanea a ratones hembra C57BI/6. FP2 se administré por
via subcutanea (n= 5 muestras por punto de tiempo) y por via intravenosa (n= 5
muestras por punto de tiempo) a ratones hembra C57BI/6 (Sage Laboratories, St
Louis, MO) en un nivel de dosis de 2,0 mg/kg en PBS, (pH 7,3-7,5). La coleccién
de muestra en el ultimo punto de tiempo fue a través de un sangrado terminal. Se
recogieron muestras sanguineas, suero procesado y se midieron las
concentraciones de farmacos hasta 168 horas. Los niveles de FP2 se midieron
por medio de un método de inmunoensayo. Los perfiles de concentracion de

farmacos en plasma se resumen en la Tabla 51 y 52 y se ilustra en la Figura 25.
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El analisis farmacocinético de FP2 en ratones C57BI/6 demostrd una

vida media terminal de ~1,51 y ~1,76 dias después de la dosificaciéon IV y SC

respectivamente, con una biodisponibilidad media de ~61 % después de la

administracion SC.

Tabla 51: Concentracion sérica (ng/ml) de FP2 después de una sola dosis

subcutanea (SC) en ratones C57BI/6

FP2 - Dosis SC

Punto

tiempo

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado
del del del del del . .
de |\ nimal 31 Animal 32 Animal 33 Animal 35 Animal 36| Promedio estandar

Resultado Desviacion

(ng/ml)  (ng/ml)

168

4h [11310,11 6323,44 23489,21 4357,74 4835,54
24h | 12378,58 10896,80 17769,03

72h | 5127,95 5569,27 6727,37 7909,66
96 h | 3059,83 3350,25 4042,04 4095,15

7550,32

4431,94
h | 784,61 1202,66 1364,68 1557,60 1678,02

15928,14 15404,08 | 14475,33  2785,0

10063,21  7995,0

6576,91 1210,5
3795,84 569,0
1317,51 348,9

Tabla 52: Concentracion sérica (ng/ml) de FP2 después de una sola dosis

intravenosa (1V) en ratones C57BI/6.

FP2 - Dosis IV

Punto Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado

de

. Animal 37 Animal 40 Animal 41 Animal 45 Animal 48
tiempo

del del del del del

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Resultado Desviacion
promedio estandar

(ng/mil) (ng/ml)

1h
24 h
72 h
96 h
168 h

49573,59 42382,59 40001,18 43085,75 46443,59
22173,85 19120,39 19393,78 19798,29 17459,96
8334,33 7989,10 8573,44 9086,37 8186,68
4478,83 4699,80 4749,93 5331,39 4579,08

1044,24 1419,64 1393,44 1835,63 979,49

44297,34 37429
19589,25  1696,7
8433,98 422,5
4767,81 332,3
1334,49 343,6
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Tabla 53: Parametros farmacocinéticos de FP2 después de la administracion de

2 mg/kg IV y 2 mg/kg SC en ratones C57BI/6.

tiz | CloCL/IF [VZoVZIF| Cmix | Tmax* | AUCosfinai | AUCo.inf

Ruta (dia) |(ml/dia/kg)| (ml/kg) |(ng/ml)| (dia) (dia* (dia*
ng/ml) ng/ml)

SC | Media | 1,76 43 108 15619 1 44972 48379
SD 0,16 8 20 4870 8563 9147

IV | Media | 1,51 25 55 44297 | 0,042 | 76269 79253
SD 0,18 1 6 3743 3788 4051

Farmacocinética de ratas

FP2 se administrd por via subcutanea (n= 5 muestras por punto de
tiempo) y por via intravenosa (n= 5 muestras por punto de tiempo) a ratas hembra
Sprague-Dawley (Sage Laboratories, St Louis, MO) en un nivel de dosis de
2,0 mg/kg en PBS, (pH 7,3-7,5). La coleccion de muestra en el ultimo punto de
tiempo fue a través de un sangrado terminal. Se recogieron muestras
sanguineas, suero procesado y se midieron las concentraciones de farmacos
hasta 168 horas. Los niveles de FP2 se midieron por medio de un método de
inmunoensayo. Los perfiles de concentracion de farmacos en plasma se resumen
en la Tabla 54 y 55 y se ilustra en la Figura 26. Parametros farmacocinéticos
calculados a partir de estos datos se resumen en la Tabla 56.

El analisis farmacocinético de FP2 en ratas Sprague Dawley
demostré una vida media terminal de ~1,46 y ~1,37 dias después de la
dosificacion IV y SC respectivamente, con una biodisponibilidad media de ~28 %

después de la administracién SC.



FP2 - Dosis SC
Punto Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado Desviacion
de del del del del del promedio estandar
tiembo Animal 01 Animal 02 Animal 03 Animal 04 Animal 05 (ng/ml)
5 POl (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) 9 (ng/ml)
4 h 730,95 257,94 469,95 496,34 400,65 471,16 172,2
24 h | 9236,27 6658,79 7728,92 744956 6502,60 | 7515,23 1092,1
72 h | 4559,04 4464,72 5619,82 4287,25 3844,15 | 4555,00 655,6
96 h | 2791,97 245235 3387,55 2316,06 2176,00 | 2624,79 483,8
168 h | 622,32 606,36 < 80,00 514,19 476,49 554,84 70,7
10  Tabla 55: Concentracion sérica (ng/ml) de FP2 después de una sola dosis
intravenosa (1V) en ratas Sprague Dawley.
FP2 - Dosis IV
Punto Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado Resultado Desviacién
de del del del del del promedio estandar
tiembpo Animal 06 Animal 07 Animal 08 Animal 09 Animal 10 (ng/ml)
POl (ngiml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) 9 (ng/ml)
15 1h |60785,80 47392,80 43046,54 46014,25 44547,65 | 48357,41 7134,5
24 h |25470,36 24729,88 21157,29 20497,32 21459,71 | 22662,91 2267,1
72h | 8208,46 9262,13 8866,76 8635,93 8843,83 | 8763,42 3841
96 h | 4433,18 4833,22 4995,63 4630,60 4604,13 | 4699,35 218,1
168 h | 1083,14 1469,35 1614,61 1394,17 1053,89 | 1323,03 2457
Tabla 56: Parametros farmacocinéticos de FP2 después de la administracion de
20 2 mg/kg IV y 2 mg/kg SC en ratas Sprague-Dawley.
ti CloCL/F |\VZOVZIF| Cmax | Tmax* | AUCosinat | AUCo.in
Ruta (dia) | (ml/dia/kg) | (ml/kg) |(ng/ml)| (dia) (dia* (dia*
ng/mil) ng/ml)
SC | Media| 1,37 84 165 7515 1 22614 24036

96

Tabla 54: Concentracion sérica (ng/ml) de FP2 después de una sola dosis

subcutanea (SC) en ratas Sprague Dawley.
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SD | 0,04 10 17 1092 2509 2893
IV | Media| 1,46 23 49 48357 | 0,042 | 83271 86089
SD | 0,12 2 6 7135 6081 5820

Farmacocinética de monos

FP2 se administré por via subcutanea a 1 mg/kg y por via
intravenosa a 1 mg/kg a tres monos cynomolgus macho cada una en PBS, (pH
7,0-7,6). Se recogieron muestras sanguineas, plasma procesado y se midieron
las concentraciones de farmacos hasta 21 dias.

La Farmacocinética (PK) de FP2 se caracteriz6 después de la
administracion de una sola dosis IV (1,0 mg/kg) y SC (1,0 mg/kg) en monos
cynomolgus. La concentracion plasmatica del farmaco - perfil de tiempo después
de la administracion SC se resume en las Tablas 57 y 58 para analisis de
inmunoensayo y LCMS respectivamente y después de la administracion IV de
analisis en las Tablas 59 y 60 para analisis de inmunoensayo y LCMS,
respectivamente. Los datos de inmunoensayo se grafica en la Figura 27 y los
datos de LCMS se representan en la Figura 28.

Con el uso de los resultados del analisis de inmunoensayo, la vida
media terminal basada en NCA media (t1/2) para FP2 fue ~7,05 y ~8,51 dias
después de la dosificacion IV y SC, respectivamente. Los parametros PK medios
después de la administracion IV y SC se resumen en la Tabla 61. Con el uso de los
resultados del bioanalisis de inmunoensayo, la vida media terminal estimada media
por el modelo no compartimental (t1/2) para FP2 fue ~7,05 y ~8,51 dias después de

la dosificacion IV y SC, respectivamente. La biodisponibilidad media (%F) de FP2 se
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estimd que sea ~98,5 % basada en el AUCo-final y se estimd que sea ~109,2 %
basada en AUCo-inf en monos cynomolgus después de la administracion SC.
Tabla 57: Concentracion plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por inmunoensayo

después de una sola dosis SC en monos cynomolgus.

S Inmunoensayo
Tiempo
(h) Animal  Animal Animal SC Desviacion
704 705 706 Prom estandar
< 80,0 < 80,0 < 80,0 < 80,0 n/a
7365,3 6128,5 6056,9 6516,9 735,6
24 19716,8 10903,8 10554,7 | 13725,1 5191,9
48 18191,7 14353,7 14464,7 | 15670,0 2184,5
10 72 17813,9 14207,5 12684,0 | 14901,8 2634,5
120 13823,9 114458 10590,8 | 11953,5 1675,3
168 12359,6 10103,8 9467,8 | 10643,8 1519,7
240 9457,9 7642,6 8109,1 8403,2 942,7
336 6796,8 5679,8 5235,7 5904,1 804,3
432 5581,3 3830,6 3746,5 | 4386,1 1035,9
528 4126,2 2613,4 2879,3 3206,3 807,7
N/A=no aplicable
15
Tabla 58: Concentracion plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por LCMS después
de una sola dosis SC en monos cynomolgus.
LC/MS
Tiempo
(h) Animal Animal Animal SC EEM
704 705 706 Prom
20 <1000 <1000 <1000 | <1000  n/a
6110,0 5910 6200,0 6073,3 85,7
24 Num. 10420,0 11300,0 | 10860,0 359,3
48 16560,0 13510,0 14960,0 | 15010,0  880,8
72 13690,0 13450,0 13380,0 | 13506,7 93,9
120 11040,0 Nam. Nam. 11040,0 n/a
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168 NUum. 8680,0 9400,0 9040,0 293,9
240 6940,0 7070,0 7140,0 7050,0 58,6
336 4400,0 4580,0 4430,0 4470,0 55,7
432 - 2910,0 - 2910,0 n/a
528 <1000 <1000 <1000 <1000 n/a
-=ejecucion inicial ha fallado, no suficiente muestra para repetir el analisis
5
#=tubo equivocado, muestra excluida del analisis
N/A=no aplicable
Tabla 59: Concentracion plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por inmunoensayo
después de una sola dosis IV en monos cynomolgus.
10 Inmunoensayo
Tiempo (h PRy
po (h) Animal 701 Animal 702 Animal 703 | IV Prom Desviacion
estandar
0 < 80,0 < 80,0 < 80,0 < 80,0 n/a
29938,3 31139,0 23545,3 28207,6 4082,0
6 24711,9 21173,0 20434.,4 22106,4 2286,5
24 19648,4 21420,9 8662,7 16577,3 6911,3
48 17790,1 17107,0 12983,1 15960,0 2600,7
15 72 17889,4 13871,1 13692,4 15151,0 2373,3
120 15298,6 11982,5 11361,5 12880,9 2116,7
168 11752,0 10982,8 9933,8 10889,5 912,7
240 8921,1 7465,0 6733,4 7706,5 1113,6
336 6572,8 5750,5 4687,6 5670,3 945,1
432 1099,6 3425,0 3458,0 2660,9 1352,2
528 < 80,0 2069,0 2416,2 2242 .6 n/a

20  N/A=no aplicable

Tabla 60: Concentracion plasmatica (ng/ml) de FP2 medida por LCMS después

de una sola dosis IV en monos cynomolgus
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Tiempo . ] LC_IMS
(h) A';'OTaI Ar;lon;al Ar_;:)rgal IVProm  EEM
0 <1000 <1000 <1000 <1000 n/a
25340,0 28820 26220,0 | 26793,3 1044,7
6 24610,0 26340,0 23810,0 | 24920,0 746,6
5 24 18410,0 18680,0 9810,0 | 15633,3 2912,7
48 16290,0 17370,0 13840,0 | 15833,3 1044,3
72 15430,0 14920,0 14280,0 | 14876,7 332,7
120 11180,0 11480,0 11440,0 | 11366,7 94,0
168 9170,0 Num. Num. 9170,0 n/a
240 6800,0 7380,0 7600,0 7260,0 238,6
336 2870,0 3860,0 3480,0 3403,3 288,3
10 432 - - 3030,0 3030,0 n/a
528 1150,0 1680,0 1400,0 1410,0 153,1
-=ejecucion inicial ha fallado, no suficiente muestra para repetir el analisis
N/A=no aplicable
#=tubo equivocado, muestra excluida del analisis
Tabla 61: Media (£ SD) de parametros farmacocinéticos de FP2 después de la
" administracion IV y SC de 1 mg/kg en monos cynomolgus.
t,» | Clo CL/F VZ o Coae | Trar* AUCoinal | AUCo.inf
Ruta (dia) | (miidiarkg) | 2" | (ngimly | (dia) | (@@ (dia *
(ml/kg) ng/ml) ng/ml)
Media | 8,51 4,6 56 16178 | 1,67 180792 221032
SC SD | 1,28 0,8 7 3065 29990 44931
20 v Media | 7,05 4,9 51 28208 | 0,042 | 183468 202380
SD 1,45 0,2 12 4082 18268 9617

Los parametros PK son valores medios en base al NCA de los datos PK de

inmunoensayo.

Tmax * (mediana)
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Ensayo de estabilidad en plasma humano

La estabilidad ex vivo de FP2 se examind en plasma fresco
heparinizado a 37 °C durante hasta 48 horas. El plasma humano fresco, no
congelado se gener6 a partir de sangre heparinizada de dos sujetos (una macho y
una hembra) por centrifugacion. FP2 se incubo en esta matriz a 37 °C con mezclado
suave, durante 0. 4. 24 y 48 horas. La concentracion de FP2 se determiné con el uso
de un método de inmunoensayo. Se usé la captura independiente por
inmunoafinidad seguido por el método de LCMS para cuantificar la concentracion del
dimero intacto presente en esta matriz en las condiciones del ensayo.

En el método de inmunoensayo, el porcentaje de recuperacion de la
concentracion inicial varié de 104,8 a 94,1 y no disminuyd con el tiempo, lo que
demuestra que FP2 es estable en plasma humano hasta 48 horas ex vivo (Figura
29 y Tabla 62). El método LCMS mostrd que las concentraciones eran estables con
el paso del tiempo lo que demuestra que JNJ-64739090 permanece como un
dimero intacto en plasma humano hasta 48 horas ex vivo (Figura 30 y Tabla 63).
Tabla 62: Estabilidad ex vivo de FP2 (recuperacién porcentual normalizada)

durante 48 horas en plasma humano (ng/ml) medido por inmunoensayo.

. . o s
Compuesto Género Tiempo Concentracion % de recuperacmn
(h) (ng/ml) normalizada
0 9104 100,0
4 9056 99,5
Hembras
24 9332 102,5
FP2 48 9374 103,0
0 9473 100,0
Machos 4 9929 104,8
24 9081 95,9
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| a8 | 8912 94,1 |

Tabla 63: Estabilidad ex vivo de FP2 (recuperacién porcentual normalizada)

durante 48 horas en plasma humano (ng/ml) medido por LC/MS intacta.

o -
Compuesto |Género |Tiempo (h) | Concentracion (ng/ml) % de recuperacion
normalizada
11090 100,0
4 10830 97,7
Hembras
24 10500 94,7
48 10030 90,4
FP2
10760 100,0
4 9640 89,6
Machos
24 10190 94,7
48 8500 79,0

Ejemplo 19: Eficacia de FP1 y FP2 en monos cynomolgus

Se evaluaron los efectos de FP1 y FP2 en la ingesta de alimentos y
del peso corporal después de una sola dosis en monos cynomolgus sin
tratamiento previo.

FP1 se administré por via subcutanea a una cohorte de monos
cynomolgus sin tratamiento previo en tres niveles de dosis; 1, 3 y 10 nmol/kg. Se
incluy6, ademas, un grupo tratado con vehiculo. Los animales se trataron de
manera ciega. El estudio durd un total de 6 semanas: 2 semanas de medicion de
los valores iniciales de la ingesta de alimentos y recoleccién de datos, 4 semanas
para recolectar datos después de una sola administracion del compuesto. Las
exposiciones plasmaticas de farmacos se midieron en los dias 1, 7, 14, 21 y 28

después de la dosificacién.
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El tratamiento de monos Cynomolgus con una sola dosis de FP1
redujo la ingesta de alimentos y el peso corporal en comparacion con el tratamiento
con vehiculo (Figuras 32-33). Una reduccion significativa en la ingesta de alimentos
diaria se observo en los dias 4, 5, 6 y 8 hasta el 12 para el nivel de dosis de
10 nmol/kg (Figura 32). El promedio semanal de ingesta de alimentos diaria se
redujo significativamente durante la semana 2 después de la administracién del
nivel de dosis de 10 nmol/kg. El nivel de dosis de 3 nmol/kg tuvo significativa
reduccion en porcentaje del promedio semanal de la ingesta de alimentos antes de
la dosificacion en la semana 2 después de la administracion y el nivel de dosis de
10 nmol/kg tuvo significativa reduccion en porcentaje del promedio semanal de la
ingesta de alimentos antes de dosificarla en las semanas 1y 2 después de la
administracion. Una reduccién significativa en el porcentaje de cambio de peso
corporal desde el dia 0 se observé en el dia 28 para el nivel de dosis de 3 nmol/kg
y en el dia 14, 21 y 28 para el nivel de dosis de 10 nmol/kg (Figura 33).

FP2 se administré por via subcutanea a una cohorte de monos
cynomolgus sin tratamiento previo en tres niveles de dosis; 1, 3 y 10 nmol/kg. Se
incluyé, ademas, un grupo tratado con vehiculo. Los animales se trataron de
manera ciega. El estudio durd un total de 11 semanas: 5 semanas de medicion
de los valores iniciales de la ingesta de alimentos y recoleccion de datos, 1
semana de tratamiento y 5 semanas de recoleccion de datos de la fase de
lavado. Las exposiciones plasmaticas de farmacos se midieron en los dias 1, 7,

14, 21, 28, 35 y 42 después de la dosificacion.
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El tratamiento de monos Cynomolgus con una sola dosis de FP2
redujo la ingesta de alimentos y el peso corporal en comparacion con el tratamiento
con vehiculo (Figuras 34-35). Una reduccion significativa en la ingesta de alimentos
diaria se observo en los dias 3, 5 hasta el 8, 10 y 12 para el nivel de dosis de
3 nmol/kg y desde los dias 3 y hasta el 38 y el dia 40 para el nivel de dosis de
10 nmol/kg (Figura 34). El promedio semanal de ingesta de alimentos diaria se
redujo significativamente durante la semana 1 posterior a la administracion del nivel
de dosis de 3 nmol/kg y se redujo significativamente durante las semanas 1 hasta la
6 para el nivel de dosis de 10 nmol/kg. El nivel de dosis de 3 nmol/kg, tuvo
significativa reduccién en porcentaje desde la semana antes de la dosificacion, en el
promedio semanal de ingesta de alimentos diaria en la semana 2 después de la
administracion y el nivel de dosis de 10 nmol/kg, tuvo significativa reduccién en
porcentaje desde la semana antes de la dosificacion, en el promedio semanal de
ingesta de alimentos diaria en las semanas 1 hasta la 6 después de la
administracion. Una reduccion significativa en el porcentaje de cambio de peso
corporal desde el dia 0 se observo desde los dias 21 hasta el 42 para el nivel de
dosis de 1 nmol/kg, desde los dias 14 hasta el 42 para el nivel de dosis de 3 nmol/kg
y desde los dias 7 hasta el 42 para el nivel de dosis de 10 nmol/kg (Figura 34).

Ejemplo 20: Heterodimero HSA-GDF15:GDF15

Se investigo la bioactividad del heterodimero HSA-GDF15:GDF15.

Para generar un heterodimero HSA-GDF15:GDF15 se disefiaron
dos constructos. El primer constructo contenia HSA fusionada al extremo N-

terminal de GDF15 maduro (AA 203-308) por medio de un enlazador de glicina-
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serina (sec. con num. de ident.: 93). El segundo constructo contenia una HSA con
etiqueta de 6xHistidinas fusionada al extremo N-terminal de GDF15 maduro (AA
197-308) por medio de un enlazador de glicina-serina y un sitio de escisién
HRV3C de proteasas (sec. con num. de ident.: 94). Los plasmidos se
transfectaron en forma conjunta en una relacion 1:1 mediante el uso del sistema
de expresion Expi293™ (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo
del fabricante. Los péptidos se secretaron como proteinas HSA-GDF15, que
incluyen tanto las formas de homodimero como heterodimero, en donde los
monomeros se unen por los enlaces disulfuro.

Los sobrenadantes celulares de células Expi293™ transfectadas
temporalmente se cultivaron 5 dias después de la transfeccién, se clarificaron por
centrifugacion y se filtraron en condiciones estériles (membrana PES de 0,2 y,
Corning). Los sobrenadantes clarificados se cargaron sobre una columna Histrap
HP (GE Healthcare) equilibrada con fosfato de sodio 20 mM, 500 mM de NaCl,
pH 7,4. Después de cargar, las proteinas no unidas se eliminaron por lavado de
la columna con un amortiguador de equilibrio. Las proteinas HSA-GDF15, que
incluyen tanto las formas de homodimero como heterodimero, se unieron a la
columna y se eluyeron con 20 mM de fosfato de sodio, 150 mM de imidazol, pH
7.,4. Las fracciones eluidas se combinaron y se incubaron durante la noche a 4 °C
en presencia de la enzima HRV3C con etiqueta de 6xHistidinas (Janssen) para
generar el heterodimero HSA-GDF15:GDF15. Después de la incubacion, la
solucién proteica se dializ6 en amortiguador de equilibrio para eliminar el imidazol

antes de aplicarla a una columna de HisTrap HP una vez mas. El heterodimero
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HSA-GDF15: GDF15 eluy6 en la etapa de lavado con 20 mM de fosfato de sodio,
50 mM de imidazol, pH 7,4, aunque se retuvieron las proteinas con etiqueta de
histidina. El heterodimero se refind aun mas por cromatografia de exclusién por
tamano (SEC) con el uso de columna HiLoad 26/60 Superdex 200 pg (GE
Healthcare) equilibrada en DPBS 1x, pH 7,2. Las fracciones eluidas de la SEC
con alta pureza (determinada por SDS-PAGE) del heterodimero HSA-GDF15:
GDF15 se combinaron y se filtraron. La concentracién de proteina se determiné
por absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro SynergyHTTM Biotek. La
calidad de las proteinas purificadas se evalué por SDS-PAGE y HPLC de
exclusion por tamafio (Sistema HPLC Ultimate3000). Los niveles de endotoxina
se midieron con el uso de un ensayo LAL (Pyrotell®-T, Associates de Cape Cod).
La proteina purificada se almacend a 4 °C.

Las células SK-N-As (ATCC) que expresaron de manera estable el
receptor de GDF15 (GFRAL) se sembraron en medio de crecimiento (10 % FBS)
en una placa de 96 pocillos 24 horas antes del ensayo. Después de 24 horas las
células se privaron de alimento al reemplazar el medio de cultivo con 200 ul de
medio DMEM complementado con suero de caballo HI al 1 % durante 3 horas en
una incubadora a 37 °C. Después, el medio complementado con suero de caballo
Hl al 1 % se reemplazoé con 200 ul de AB1 y se incubd durante 2 horas
adicionales en una incubadora a 37 °C. Para realizar el ensayo, se aspiré el AB1
de todos los pocillos y se adicion6é 100 ul de concentraciones variables del
compuesto de prueba en AB2 y la placa se incubd durante 15 min en una

incubadora a 37 °C. Después de 15 minutos, se eliminé la solucién de prueba y
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se adicion6 30 pl de amortiguador de lisis (proporcionado en el estuche de
deteccion) y la placa se agité en un agitador de placas a temperatura ambiente
durante 30 min. Para la deteccion, se transfirid a una placa de ensayo de 384
pocillos 16 pl de la muestra lisada y se anadieron 4 ul de los anticuerpos de
deteccion HTRF pAKT. La placa se incubé durante la noche a temperatura
ambiente y, después, la sefial HTRF se leyo en el Envision (Perkin Elmer).

Se calcularon los valores de ECso con el uso de regresion no lineal
Graphpad Prism® (curva ajustada). Los datos se expresan como media + error
estandar (SE) de tres experimentos por separado con tres réplicas por punto de datos.
La identidad molecular del heterodimero HSA-GDF15: GDF15 se confirmo por
espectrometria de masas. El desplazamiento hacia la izquierda de la curva del
heterodimero sugiere que el heterodimero HSA-GDF15: GDF15 es mas potente para
inducir pAKT que la molécula de homodimero pertinente con una albumina adicional.

Ejemplo 21: Estabilidad térmica del Enlazador

La estabilidad térmica se investigo para diversos enlazadores que
conectan GDF15 y HSA. Para evaluar el potencial para fragmentar y agregar, las
proteinas de fusion HSA-GDF15 con varios enlazadores se diluyeron hasta
10 mg/ml. Después de la adicion de EDTA y metionina, las muestras se incubaron a
40 °C durante 14 dias. Después las muestras se diluyeron hasta la concentracion de
1 mg/ml y se evaluaron bajo cromatografia liquida de alta resolucion de exclusion
por tamafio (SE-HPLC). El por ciento de proteina intacta, asi como ademas la

agregacion y fragmentacion se cuantificaron para estas proteinas. La Tabla 64
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muestra que las proteinas HSA-GDF15 con enlazadores que consisten en
repeticiones AP son mas estables a fragmentarse bajo estrés térmico.

Para evaluar si estos enlazadores afectan la interaccion de GDF15
con su receptor, se realizé un inmunoensayo con GFRAL-Fc proteina de fusion
recubierta sobre la placa y deteccidén de anti-GDF15 o anti-HSA, con el uso de
anticuerpos monoclonales para GDF15 (Janssen) y HSA (Kerafast, Inc., Boston,
MA). El ensayo demostro que todas estas variantes de enlazadores en la Tabla
66 tienen union similar al receptor.

Tabla 64. Resultados de SE-HPLC después del estrés térmico durante 14 dias.

2‘:‘;&222 num. Enlazador Agr(t‘a)/i;)a do Intacta (%) Fragz;: ;a nto
113 GS-(GGGGS)s 3,33 84,44 12,22
115 GA(GGGGA)s 3,51 87,98 8,5
117 (AP)10 1,64 98,36 0

119 (AP)12 2,36 97,64 0

121 GGS-(EGKSSGSGSESKST);-GGS 1,67 85,24 13,09
123 GS(PGGGS)s 2,96 88,12 8,91
125 GS(AGGGS)s 3,44 86,22 10,34
127 GGS-(EGKSSGSGSESKST),-GGS 1,71 91,17 7,12

Aunque la invencion se ha descrito en detalle y con referencia a
modalidades especificas de esta, sera evidente para los expertos de la materia
que pueden hacerse varios cambios y modificaciones en la misma sin apartarse
del espiritu y alcance de la invencién.

Las secuencias mencionadas en esta solicitud se proporcionan en la
siguiente Tabla:

WT — tipo silvestre
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Sec. con
nuam. de
ident.

Descripcion

Secuencia

Albumina Sérica
Humana, tipo
silvestre (HSA)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGL

Variante de HSA,
C34Ss

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGL

Variante de HSA,
C34A

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQAPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGL
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HSA (C34S)-
GS(GGGGS)s-

GDF15 (Tipo
silvestre) Fusion

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVL
IQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

GDF15 Maduro
(197-308)

ARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREV
QVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVP
ASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

GDF15 maduro
truncado (200-308)

GDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVT
MCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASY
NPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

GDF15 maduro
truncado (201-308)

DHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTM
CIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYN
PMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

GDF15 maduro
truncado (202-308)

HCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWYVLSPREVQVTMCI
GACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNP
MVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

10

GDF15 maduro
truncado (203-308)

CPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIG
ACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPM
VLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

11

GDF15 maduro
truncado (211-308)

CRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRA
ANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTG
VSLQTYDDLLAKDCHCI
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25

HSA (C34S)-
AS(GGGGS)GT -
- Fusién GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLASGGGGSGGGGS
GTARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREV
QVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPAS
YNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

26

HSA(C34S)-
AS(GGGGS)sGT —

GDF15 (tipo
silvestre)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLASGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGTARNGDH
CPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQ
KTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

27

HSA (C34S)-
AS(AP)sGT-
Fusién GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLASAPAPAPAPAPG
TARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQ
VTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASY
NPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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28

HSA (C34S)
AS(AP)10GT -
Fusién GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLASAPAPAPAPAPAP
APAPAPAPGTARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWAD
WVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVP
APCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

29

HSA (C34S) —
AS(AP)20GT-
Fusion GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LASAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPA
PGTARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPR
EVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCC
VPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

30

HSA (C34S) —
AS(EAAAK).GT -
Fusién GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLASEAAAKEAAAKEA
AAKEAAAKGTARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWAD
WVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVP
APCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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31

HSA (C34S)-
AS(EAAAK)sGT-
Fusién GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LASEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAA
KGTARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPR
EVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCC
VPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

36

HSA (C34S)-
GS(GGGGS)s-
Fusion GDF15

(mutante 13 por
delecién)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSCSRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTM
CIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPM
VLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

37

HSA (C34S) -
GS(GGGGS)s-
Fusién GDF15

(mutante 14 por
delecion)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCI
GACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMV
LIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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40

HSA (C34S) —
GS(GGGGS)s-
Fusién GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVWVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWA
DWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDT
VPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

48

HSA(C34A)-

GS(GGGGS)-
Fusion GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQAPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWA
DWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDT
VPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

55

HSA(C34A)-
GS(GGGGS)s-
GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQAPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGE
SGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWYV
LSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPA
PCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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56

HSA(C34A)-
(AP)10-
GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQAPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYG
EMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTA
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECC
QAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAF
KAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLEC
ADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEND
EMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRH
PDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLV
EEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLV
EVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHE
KTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETF
TFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDD
FAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLAPAPAPA
PAPAPAPAPAPAPARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLG
WADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLK
PDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

59

HSA(C34S)-
(AP)10-
GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLAPAPAPAPAPAPAP
APAPAPARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLS
PREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCC
VPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

60

HSA (C34S)-
GS-(GGGGS)s-

GDF15 (tipo
silvestre)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYG
EMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTA
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECC
QAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAF
KAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLEC
ADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEND
EMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRH
PDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLV
EEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLV
EVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHE
KTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETF
TFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDD
FAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSA
RNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQV
TMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASY
NPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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64

HSA (C34S) —
GS(GGGGS):-
GDF15 (I89R)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVWVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWA
DWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDT
VPAPCCVPASYNPMVLRQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

65

HSA (C34S) —

GS(GGGGS).:-
GDF15 (189W)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWA
DWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDT
VPAPCCVPASYNPMVLWQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

66

HSA (C34S) —
GS(GGGGS):-

GDF15 (L34A,
S35A, R37A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWA
DWVAAPAEVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDT
VPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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67

HSA (C34S) —
GS(GGGGS)s-

GDF15 (V87A,
I89A, L98A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMAL
AQKTDTGVSAQTYDDLLAKDCHCI

68

HSA (C34S) —
GS(GGGGS)-

GDF15 (L34A,
S35A, 189A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVAAPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVL
AQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

69

HSA (C34S) —
GS(GGGGS)s-

GDF15 (V87A,
189A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMAL
AQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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70

HSA (C34S) —
GS(GGGGS):-
GDF15 (Q60W)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAWIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMV
LIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

71

HSA (C34S) -
GS(GGGGS).:-
GDF15 (W32A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADAVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVL
IQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

72

HSA (C34S) —
GS(GGGGS):-
GDF15 (W29A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGAADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVL
IQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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73

HSA (C34S) —
GS(GGGGS)s-

GDF15 (Q60A,
S64A, R67A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAAIKTALHALKPDTVPAPCCVPASYNPMVL
IQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

74

HSA (C34S) —
GS(GGGGS)-

GDF15 (W29A,
QB0A, 161A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSARNGDHC
PLGPGRCCRLHTVRASLEDLGAADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAAAKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMV
LIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

75

HSA (C34S) —
GS(GGGGS)s-

GDF15 (W29A,
W32A)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGAA
DAVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTV
PAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:5

gacgcccacaagagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaac
ttcaaggccctggtgcetgatcgectticgecccagtacctgcagcagtceeccttcgagga
ccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgcgtggccgacg
agagcgccgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtg
caccgtggccaccctgcgggagacctacggcgagatggccgactgetgcgeccaag
caggagcccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaac
ctgcececeggcetggtgeggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgcectticcacgacaac
gaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggcacccctacttc
tacgcccccgagctgctgticticgccaageggtacaaggcecgcecttcaccgagtgct
gccaggcecgcecgacaaggcecgcectgectgetgcccaagcetggacgagcetgeggga
cgagggcaaggccagcagcgccaagcagcggctgaagtgcgccagectgcaga
agttcggcgagcgggcecttcaaggcectgggecgtggeccggetgageccageggttc
cccaaggccgagttcgccgaggtgagcaagcetggtgaccgacctgaccaaggtge
acaccgagtgctgccacggcgacctgctggagtgcgccgacgaccgggcecgacct
ggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtg
ctgcgagaagcccctgctggagaagagccactgcatcgccgaggtggagaacgac
gagatgcccgccgacctgcccagcectggcecgecgactticgtggagagcaaggacg
tgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggceatgttcctgtacgagta
cgcccggeggcaccccgactacagegtggtgcetgetgectgeggcetggeccaagacct
acgagaccaccctggagaagtgctgcgccgcecgecgacccccacgagtgctacgce
caaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagccccagaacctgatcaage
agaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagtticcagaacgccctgcetg
gtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacccccacccetggtggaggtga
gccggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccgaggccaage
ggatgccctgcgeccgaggactacctgagegtggtgctgaaccagcetgtgegtgetge
acgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagcectggt
gaaccggcggccctgcttcagecgecctggaggtggacgagacctacgtgecccaag
gagttcaacgccgagaccttcaccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaag
gagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggtgaagcacaagcecc
aaggccaccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgcecttcgtgga
gaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcticgccgaggagggcaagaa
gctggtggccgcecagccaggcecgccectgggectgggcagcggeggeggeggeag
cggcggeggeggatetggtggaggtggcagtggaggagggggateecgetcgcaac
ggtgaccactgccctctgggtectggtegetgetgecgectgcacaccgttcgegcttct
ctggaagacctgggttgggctgactgggttctgtctcctcgecgaagttcaggttaccatg
tgcatcggtgcttgcccttctcagtticcgegetgctaacatgcacgctcagatcaaaacc
tctctgcaccgcectgaaacctgacaccgttcctgetccttgetgegttectgcttcttacaa
ccctatggttctgatccagaaaaccgacaccggtgtttctctgcagacctacgacgac
ctgctggctaaagactgccactgcatc
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77

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:25

gatgctcataagtccgaagtcgcccacagattcaaggacctcggagaagaaaatttt
aaggccctcgtgcttatcgecttcgecccaatacctccagcagtceccegticgaggacce
acgtgaagctcgtgaacgaagtgaccgagtttgccaagacttgtgtggcggatgaatc
cgccgagaactgcgacaagagcctccacacgcetgttcggcgacaagcetgtgcacc
gtcgccacgctgagagaaacttacggagagatggccgactgctgcgcaaagcagg
agccggaacggaacgaatgcttcctgcaacataaggacgataaccctaacttgectc
gcctggtccgecctgaggtcgacgtgatgtgcaccgegttccacgacaacgaggaa
acctttcttaagaagtacctgtacgagattgcgcggaggcacccttatttctacgccccc
gaactgttgttcttcgccaagcggtacaaggctgcctttaccgaatgctgccaggecgce
cgataaggcggcttgcctgctgccgaagcetcgacgagtigecgecgatgaggggaagg
cgtcctcecgetaagcageggctgaaatgtgcgagectccagaagtticggggagege
gccttcaaggcectgggecgtggegcegcectgtctcaacggticccgaaggecgagttc
gccgaagtgtcgaagcetggtcaccgacctgacgaaagtgcacaccgaatgttgtcac
ggcgatctgctggaatgcgeccgatgacagagccgatttggccaagtacatctgcgaa
aaccaggacagcatttcgtcaaagctgaaggaatgctgcgaaaagcccttgctgga
aaagtcccactgcatcgcggaagtggagaacgacgagatgcccgecgacctcecg
tccetggecgcecgatttcgtggagtcgaaggatgtgtgcaagaactacgcagaagcec
aaggacgtgttcctgggaatgtttctgtatgagtacgcccgecgecacccggactactc
ggtcgtgctectgetgecgactggcaaagacctacgaaaccactctggagaagtgcetg
cgccgecgcggacccgcacgagtgctacgcaaaggtgttcgacgagttcaageca
cttgtcgaggagcctcagaacctgatcaagcagaactgcgaactgttcgagcagctg
ggagagtacaaattccagaacgcgcttctcgtgcgctacaccaagaaggtccccca
ggtgtccactccgacccetggtggaagtgtccaggaacctgggaaaggtcggctccaa
gtgttgcaagcatcccgaggctaagcgeatgecctgcgeccgaggactacttgteegtg
gtgctgaatcagctgtgcgtgctccatgaaaagaccccagtgtccgacagagtgacce
aagtgctgtaccgaatcgctcgtgaaccggcggcecgtgcttttccgcactggaggtgg
acgaaacctacgtgccgaaggagttcaacgcagaaaccttcactttccacgccgac
atctgcactctgtccgagaaggagcggcagattaagaagcagactgccctggtgga
gcttgtgaaacacaagcctaaggccaccaaagagcagctgaaggcecgtcatggat
gatttcgcggccttcgtggaaaagtgtigtaaagcggacgacaaggagacttgcttcg
ccgaagaaggaaagaagctcgtggcagcgtcacaggccgcetctgggcectcgcetag
cggtggagggggcageggtggtggaggatccggtaccgcgegcaacggggacca
ctgtccgcetecgggeccgggcegttgetgecgtectgcacacggtccgegegtegetggaa
gacctgggctgggccgattgggtgetgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtge
atcggcegcgtgcccgagcecagttccgggeggcaaacatgcacgcgcagatcaaga
cgagcctgcaccgcctgaagcccgacacggtgccagegecctgetgegtgeccgece
agctacaatcccatggtgctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacc
tatgatgacttgttagccaaagactgccactgcata




10

15

122

78

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:26

gatgctcataagtccgaagtcgcccacagattcaaggacctcggagaagaaaatttt
aaggccctcgtgcttatcgecttcgecccaatacctccagcagtceccegticgaggacce
acgtgaagctcgtgaacgaagtgaccgagtttgccaagacttgtgtggcggatgaatc
cgccgagaactgcgacaagagcctccacacgcetgttcggcgacaagcetgtgcacc
gtcgccacgctgagagaaacttacggagagatggccgactgctgcgcaaagcagg
agccggaacggaacgaatgcttcctgcaacataaggacgataaccctaacttgectc
gcctggtccgecctgaggtcgacgtgatgtgcaccgegttccacgacaacgaggaa
acctttcttaagaagtacctgtacgagattgcgcggaggcacccttatttctacgccccc
gaactgttgttcttcgccaagcggtacaaggctgcctttaccgaatgctgccaggecgce
cgataaggcggcttgcctgctgccgaagcetcgacgagtigecgecgatgaggggaagg
cgtcctcecgetaagcageggctgaaatgtgcgagectccagaagtticggggagege
gccttcaaggcectgggecgtggegcegcectgtctcaacggticccgaaggecgagttc
gccgaagtgtcgaagcetggtcaccgacctgacgaaagtgcacaccgaatgttgtcac
ggcgatctgctggaatgcgeccgatgacagagccgatttggccaagtacatctgcgaa
aaccaggacagcatttcgtcaaagctgaaggaatgctgcgaaaagcccttgctgga
aaagtcccactgcatcgcggaagtggagaacgacgagatgcccgecgacctcecg
tccetggecgcecgatttcgtggagtcgaaggatgtgtgcaagaactacgcagaagcec
aaggacgtgttcctgggaatgtttctgtatgagtacgcccgecgecacccggactactc
ggtcgtgctectgetgecgactggcaaagacctacgaaaccactctggagaagtgcetg
cgccgecgcggacccgcacgagtgctacgcaaaggtgttcgacgagttcaageca
cttgtcgaggagcctcagaacctgatcaagcagaactgcgaactgttcgagcagctg
ggagagtacaaattccagaacgcgcttctcgtgcgctacaccaagaaggtccccca
ggtgtccactccgacccetggtggaagtgtccaggaacctgggaaaggtcggctccaa
gtgttgcaagcatcccgaggctaagcgeatgecctgcgeccgaggactacttgteegtg
gtgctgaatcagctgtgcgtgctccatgaaaagaccccagtgtccgacagagtgacce
aagtgctgtaccgaatcgctcgtgaaccggcggcecgtgcttttccgcactggaggtgg
acgaaacctacgtgccgaaggagttcaacgcagaaaccttcactttccacgccgac
atctgcactctgtccgagaaggagcggcagattaagaagcagactgccctggtgga
gcttgtgaaacacaagcctaaggccaccaaagagcagctgaaggcecgtcatggat
gatttcgcggccttcgtggaaaagtgtigtaaagcggacgacaaggagacttgcttcg
ccgaagaaggaaagaagctcgtggcagcgtcacaggccgcetctgggcectcgcetag
cggaggtggcggatcaggtggcggaggtagcggtggaggeggcetetggeggaggt
ggatcaggcggaggaggttccggtggaggaggctcaggaggaggaggaagtgga
ggagggggatccggtaccgcgcgcaacggggaccactgtccgetcgggeceggg
cgttgctgccgtetgcacacggtccgegegtegetggaagacctgggetgggecgatt
gggtgctgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtgcatcggegegtgeccgage
cagttccgggcggcaaacatgcacgcgcagatcaagacgagcctgcaccgectga
agcccgacacggtgccagcgccctgctgegtgecccgecagctacaatcccatggtg
ctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgatgacttgttagcca
aagactgccactgcata




10

15

123

79

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:27

gatgctcataagtccgaagtcgcccacagatticaaggacctcggagaagaaaattt
taaggccctcgtgcttatcgecttcgecccaatacctccagcagtcececgticgaggac
cacgtgaagctcgtgaacgaagtgaccgagtttgccaagacttgtgtggcggatga
atccgccgagaactgcgacaagagcctccacacgctgttcggcgacaagcetgtge
accgtcgccacgctgagagaaacttacggagagatggccgactgctgcgcaaag
caggagccggaacggaacgaatgcttcctgcaacataaggacgataaccctaac
ttgcctecgectggtececgecctgaggtcgacgtgatgtgcaccgcegtticcacgacaac
gaggaaacctttcttaagaagtacctgtacgagattgcgcggaggcacccittatttct
acgcccccgaactgttgttcttcgccaagcggtacaaggcetgcectttaccgaatgcetg
ccaggccgccgataaggceggcttgectgetgeccgaagcetcgacgagttgegegat
gaggggaaggcgtcctccgctaagcageggetgaaatgtgcgagcectccagaag
ttcggggagcgcegccttcaaggectgggecgtggegegcectgtctcaacggttcee
gaaggccgagttcgccgaagtgtcgaagcetggtcaccgacctgacgaaagtgca
caccgaatgttgtcacggcgatctgctggaatgcgccgatgacagagcecgatttgg
ccaagtacatctgcgaaaaccaggacagcatttcgtcaaagctgaaggaatgctg
cgaaaagcccttgctggaaaagtcccactgcatcgcggaagtggagaacgacga
gatgcccgccgacctecccgteccctggecgcecgatttcgtggagtcgaaggatgtgtg
caagaactacgcagaagccaaggacgtgttcctgggaatgtttctgtatgagtacgce
ccgccgccacccggactactcggtcgtgetectgetgcgactggcaaagacctacg
aaaccactctggagaagtgctgcgccgccgecggaccecgcacgagtgctacgcaa
aggtgttcgacgagttcaagccacttgtcgaggagcctcagaacctgatcaagcag
aactgcgaactgttcgagcagctgggagagtacaaattccagaacgcgcttctcgt
gcgctacaccaagaaggtcccccaggtgtccactccgaccctggtggaagtgtee
aggaacctgggaaaggtcggctccaagtgtigcaagcatcccgaggcetaagege
atgccctgcgccgaggactacttgtccgtggtgetgaatcagetgtgegtgcetccatg
aaaagaccccagtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgaatcgctcgtgaa
ccggceggccgtgcttttccgcactggaggtggacgaaacctacgtgccgaaggagt
tcaacgcagaaaccttcactttccacgccgacatctgcactctgtccgagaaggag
cggcagattaagaagcagactgccctggtggagcttgtgaaacacaagcctaagg
ccaccaaagagcagctgaaggccgtcatggatgatttcgcggcecttcgtggaaaa
gtgttgtaaagcggacgacaaggagacttgcticgccgaagaaggaaagaagct
cgtggcagcgtcacaggccgctctgggectcgectagegcacctgeccccgcteca
gctcctgcaccaggtaccgcgcgcaacggggaccactgtccgetcgggececggg
cgttgctgccgtctgcacacggtccgegegtcgetggaagacctgggetgggecga
ttgggtgctgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtgcatcggegegtgececga
gccagttccgggeggcaaacatgcacgcgcagatcaagacgagcectgcaccgce
ctgaagcccgacacggtgccagcgcecctgctgegtgcccgecagctacaatccca
tggtgctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgatgacttgtt
agccaaagactgccactgcata




10

15

124

80

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:28

gatgctcataagtccgaagtcgcccacagattcaaggacctcggagaagaaaattttaa
ggccctcegtgcttatcgecticgeccaatacctccagcagtceecgticgaggaccacgtg
aagctcgtgaacgaagtgaccgagtttgccaagacttgtgtggcggatgaatccgeccga
gaactgcgacaagagcctccacacgctgttcggcgacaagctgtgcaccgtcgecacg
ctgagagaaacttacggagagatggccgactgctgcgcaaagcaggagccggaacg
gaacgaatgcttcctgcaacataaggacgataaccctaacttgcctcgectggtecgecct
gaggtcgacgtgatgtgcaccgcgticcacgacaacgaggaaacctttcttaagaagtac
ctgtacgagattgcgcggaggcacccttatttctacgccccecgaactgttgticttcgccaag
cggtacaaggctgcctttaccgaatgcetgccaggcecgecgataaggeggcttgectgcetg
ccgaagctcgacgagttgcgcgatgaggggaaggcegtectccgctaagcageggcetga
aatgtgcgagcctccagaagttcggggagcegcegccttcaaggectgggecgtggegeg
cctgtctcaacggttcccgaaggcecgagttcgeccgaagtgtcgaagetggtcaccgacct
gacgaaagtgcacaccgaatgttgtcacggcgatctgctggaatgcgccgatgacaga
gccgatttggccaagtacatctgcgaaaaccaggacagcatttcgtcaaagctgaagga
atgctgcgaaaagcccttgctggaaaagtcccactgcatcgcggaagtggagaacgac
gagatgcccgecgacctceegtcectggeecgecgatttcgtggagtcgaaggatgtgtge
aagaactacgcagaagccaaggacgtgttcctgggaatgttictgtatgagtacgcccgce
cgccacccggactactcggtegtgctectgetgcgactggcaaagacctacgaaaccac
tctggagaagtgctgcgccgecgeggaccegcacgagtgctacgcaaaggtgttcgac
gagttcaagccacttgtcgaggagcctcagaacctgatcaagcagaactgcgaactgttc
gagcagctgggagagtacaaattccagaacgcgcttctcgtgcgctacaccaagaaggt
cccccaggtgtccactccgacccetggtggaagtgtccaggaacctgggaaaggtcggct
ccaagtgttgcaagcatcccgaggctaagcgcatgecctgecgecgaggactacttgteeg
tggtgctgaatcagctgtgegtgctccatgaaaagaccccagtgtccgacagagtgacca
agtgctgtaccgaatcgctcgtgaaccggeggecgtgctittccgcactggaggtggacg
aaacctacgtgccgaaggagttcaacgcagaaaccttcactttccacgccgacatctgea
ctctgtccgagaaggagcggcagattaagaagcagactgccctggtggagcttgtgaaa
cacaagcctaaggccaccaaagagcagctgaaggccgtcatggatgatttcgcggectt
cgtggaaaagtgtigtaaagcggacgacaaggagacttgcticgccgaagaaggaaa
gaagctcgtggcagcgtcacaggccgctctgggectcgctagegcacctgcceeegete
cagcacccgccccagcccctgctccecgcaccagctectgcaccaggtaccgetcgcaa
cggtgaccactgccctctgggtccetggtegetgctgeecgectgcacaccgttcgegcttetet
ggaagacctgggttgggctgactgggttctgtctcctcgecgaagttcaggttaccatgtgeat
cggtgcttgcccttctcagticcgegetgctaacatgcacgcetcagatcaaaacctctctgea
ccgcctgaaacctgacaccgttcctgcetecttgetgegttectgettcttacaaccctatggttc
tgatccagaaaaccgacaccggtgtttctctgcagacctacgacgacctgctggctaaag
actgccactgcatc




10

15

125

81

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:29

gatgctcataagtccgaagtcgcccacagattcaaggacctcggagaagaaaatttt
aaggccctcgtgcttatcgecttcgecccaatacctccagcagtceccegticgaggacce
acgtgaagctcgtgaacgaagtgaccgagtttgccaagacttgtgtggcggatgaatc
cgccgagaactgcgacaagagcctccacacgcetgttcggcgacaagcetgtgcacc
gtcgccacgctgagagaaacttacggagagatggccgactgctgcgcaaagcagg
agccggaacggaacgaatgcttcctgcaacataaggacgataaccctaacttgectc
gcctggtccgecctgaggtcgacgtgatgtgcaccgegttccacgacaacgaggaa
acctttcttaagaagtacctgtacgagattgcgcggaggcacccttatttctacgccccc
gaactgttgttcttcgccaagcggtacaaggctgcctttaccgaatgctgccaggecgce
cgataaggcggcttgcctgctgccgaagcetcgacgagtigecgecgatgaggggaagg
cgtcctcecgetaagcageggctgaaatgtgcgagectccagaagtticggggagege
gccttcaaggcectgggecgtggegcegcectgtctcaacggticccgaaggecgagttc
gccgaagtgtcgaagcetggtcaccgacctgacgaaagtgcacaccgaatgttgtcac
ggcgatctgctggaatgcgeccgatgacagagccgatttggccaagtacatctgcgaa
aaccaggacagcatttcgtcaaagctgaaggaatgctgcgaaaagcccttgctgga
aaagtcccactgcatcgcggaagtggagaacgacgagatgcccgecgacctcecg
tccetggecgcecgatttcgtggagtcgaaggatgtgtgcaagaactacgcagaagcec
aaggacgtgttcctgggaatgtttctgtatgagtacgcccgecgecacccggactactc
ggtcgtgctectgetgecgactggcaaagacctacgaaaccactctggagaagtgcetg
cgccgecgcggacccgcacgagtgctacgcaaaggtgttcgacgagttcaageca
cttgtcgaggagcctcagaacctgatcaagcagaactgcgaactgttcgagcagctg
ggagagtacaaattccagaacgcgcttctcgtgcgctacaccaagaaggtccccca
ggtgtccactccgacccetggtggaagtgtccaggaacctgggaaaggtcggctccaa
gtgttgcaagcatcccgaggctaagcgeatgecctgcgeccgaggactacttgteegtg
gtgctgaatcagctgtgcgtgctccatgaaaagaccccagtgtccgacagagtgacce
aagtgctgtaccgaatcgctcgtgaaccggcggcecgtgcttttccgcactggaggtgg
acgaaacctacgtgccgaaggagttcaacgcagaaaccttcactttccacgccgac
atctgcactctgtccgagaaggagcggcagattaagaagcagactgccctggtgga
gcttgtgaaacacaagcctaaggccaccaaagagcagctgaaggcecgtcatggat
gatttcgcggccttcgtggaaaagtgtigtaaagcggacgacaaggagacttgcttcg
ccgaagaaggaaagaagctcgtggcagcgtcacaggccgcetctgggcectcgcetag
cgcacctgcccccgctccagcecccagcetectgcacctgetccagcaccagcetectge
accagctccagcccctgcacctgcacccgctccagecccagcetectgcacctgcetee
agcaccaggtaccgcgcgcaacggggaccactgtccgcetcgggeccgggcegttget
gccgtctgcacacggtcecgegegtcgetggaagacctgggcetgggecgattgggtge
tgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtgcatcggcgegtgeccgagcecagtice
gggcggcaaacatgcacgcgcagatcaagacgagcctgcaccgcctgaagcccg
acacggtgccagcgccctgctgcgtgecccgccagctacaatcccatggtgctcattca
aaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgatgacttgttagccaaagactg
ccactgcata




10

15

126

82

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:30

gatgctcataagtccgaagtcgcccacagattcaaggacctcggagaagaaaatttt
aaggccctcgtgcttatcgecttcgecccaatacctccagcagtceccegticgaggacce
acgtgaagctcgtgaacgaagtgaccgagtttgccaagacttgtgtggcggatgaatc
cgccgagaactgcgacaagagcctccacacgcetgttcggcgacaagcetgtgcacc
gtcgccacgctgagagaaacttacggagagatggccgactgctgcgcaaagcagg
agccggaacggaacgaatgcttcctgcaacataaggacgataaccctaacttgectc
gcctggtccgecctgaggtcgacgtgatgtgcaccgegttccacgacaacgaggaa
acctttcttaagaagtacctgtacgagattgcgcggaggcacccttatttctacgccccc
gaactgttgttcttcgccaagcggtacaaggctgcctttaccgaatgctgccaggecgce
cgataaggcggcttgcctgctgccgaagcetcgacgagtigecgecgatgaggggaagg
cgtcctcecgetaagcageggctgaaatgtgcgagectccagaagtticggggagege
gccttcaaggcectgggecgtggegcegcectgtctcaacggticccgaaggecgagttc
gccgaagtgtcgaagcetggtcaccgacctgacgaaagtgcacaccgaatgttgtcac
ggcgatctgctggaatgcgeccgatgacagagccgatttggccaagtacatctgcgaa
aaccaggacagcatttcgtcaaagctgaaggaatgctgcgaaaagcccttgctgga
aaagtcccactgcatcgcggaagtggagaacgacgagatgcccgecgacctcecg
tccetggecgcecgatttcgtggagtcgaaggatgtgtgcaagaactacgcagaagcec
aaggacgtgttcctgggaatgtttctgtatgagtacgcccgecgecacccggactactc
ggtcgtgctectgetgcgactggcaaagacctacgaaaccactctggagaagtgcetg
cgccgecgcggacccgcacgagtgctacgcaaaggtgttcgacgagttcaageca
cttgtcgaggagcctcagaacctgatcaagcagaactgcgaactgttcgagcagctg
ggagagtacaaattccagaacgcgcttctcgtgcgctacaccaagaaggtccccca
ggtgtccactccgacccetggtggaagtgtccaggaacctgggaaaggtcggctccaa
gtgttgcaagcatcccgaggctaagcgeatgecctgcgeccgaggactacttgteegtg
gtgctgaatcagctgtgcgtgctccatgaaaagaccccagtgtccgacagagtgacce
aagtgctgtaccgaatcgctcgtgaaccggcggcecgtgcttttccgcactggaggtgg
acgaaacctacgtgccgaaggagttcaacgcagaaaccttcactttccacgccgac
atctgcactctgtccgagaaggagcggcagattaagaagcagactgccctggtgga
gcttgtgaaacacaagcctaaggccaccaaagagcagctgaaggcecgtcatggat
gatttcgcggccttcgtggaaaagtgtigtaaagcggacgacaaggagacttgcttcg
ccgaagaaggaaagaagctcgtggcagcgtcacaggccgcetctgggcectcgcetag
cgaagcagcagccaaagaagcagccgcaaaagaagcagcecgctaaggaggcec
gcagcaaagggtaccgcgcgcaacggggaccactgtccgcetcgggeccgggegtt
gctgecgtctgcacacggtcecgegegtecgetggaagacctgggetgggecgattggg
tgctgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtgcatcggegegtgeccgagecagt
tccgggcggcaaacatgcacgcgcagatcaagacgagcectgcaccgectgaagce
ccgacacggtgccagcgcecctgetgcgtgecccgeccagcetacaatcccatggtgctca
ttcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgatgacttgttagccaaag
actgccactgcata




10

15

127

83

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:40

gacgcccacaagagcgaggtggceccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttc
aaggccctggtgctgatcgcecttcgeccagtacctgcagcagtceeccticgaggaccac
gtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgcgtggccgacgagage
gccgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgcaccgtgg
ccaccctgcgggagacctacggcgagatggccgactgctgcgccaagcaggagecceg
agcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgccceggcetggt
gcggceccgaggtggacgtgatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagaccttcctg
aagaagtacctgtacgagatcgcccggceggcacccctacttctacgccccegagcetgct
gttcttcgccaageggtacaaggecgccttcaccgagtgctgccaggecgecgacaagg
ccgcctgectgetgcccaagetggacgagetgcgggacgagggcaaggcecageage
gccaagcagcggctgaagtgcgccagcectgcagaagttcggcgagegggcecttcaag
gcctgggcecgtggeccggcetgagecageggticcccaaggecgagticgeccgaggtga
gcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggegacctgct
ggagtgcgccgacgaccgggecgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggaca
gcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagcecact
gcatcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgecccagectggecgecg
acttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcct
gggcatgttcctgtacgagtacgcccggeggcaccccgactacagegtggtgetgcetget
gcggctggccaagacctacgagaccaccctggagaagtgctgcgecgecgecgacce
ccacgagtgctacgccaaggtgtticgacgagttcaagcccctggtggaggagcecccag
aacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccaga
acgccctgctggtgecggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacccccaccetggt
ggaggtgagccggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccecegagg
ccaagcggatgccctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgtgegtg
ctgcacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgetgcaccgagagectg
gtgaaccggcggccctgcttcagegecctggaggtggacgagacctacgtgcccaagg
agttcaacgccgagaccttcaccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggag
cggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagctggtgaagcacaagcccaaggce
caccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgccttcgtggagaagtgct
gcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagcetggtggec
gccagcecaggecgecctgggectgggcageggeggeggeggeageggeggcggeg
gatctggtggaggtggcagtggaggagggggatccgcgegcaacggggaccactgtc
cgctcgggceccgggcegttgetgecgtcetgcacacggtccgegegtecgetggaagacctg
ggctgggccgattgggtgetgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtgcatcggege
gtgcccgagcecagttccgggcggcaaacatgcacgcgcagatcaagacgagcctgca
ccgcectgaageccgacacggtgccagegcecctgetgegtgeccgecagctacaatcce
atggtgctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgatgacttgttag
ccaaagactgccactgcata




10

15

128

84

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:55

gatgcacacaagagtgaggttgctcatcggtttaaagatttgggagaagaaaatttcaaa
gccttggtgttgattgecttigectcagtatcticagcaggcecccatttgaagatcatgtaaaatt
agtgaatgaagtaactgaatttgcaaaaacatgtgttgctgatgagtcagctgaaaattgtg
acaaatcacttcataccctttitggagacaaattatgcacagttgcaactcttcgtgaaacct
atggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaagaacctgagagaaatgaatgcttcttge
aacacaaagatgacaacccaaacctcccccgattggtgagaccagaggttgatgtgatg
tgcactgctittcatgacaatgaagagacatttttgaaaaaatacttatatgaaattgccaga
agacatccttacttttatgccccggaactccttttcttigctaaaaggtataaagcetgcttttaca
gaatgttgccaagctgctgataaagctgcctgcectgttgccaaagctcgatgaacttcggg
atgaagggaaggcttcgtctgccaaacagagactcaagtgtgccagtctccaaaaatttg
gagaaagagctttcaaagcatgggcagtagctcgcctgagccagagatttcccaaagct
gagtttgcagaagtttccaagttagtgacagatcttaccaaagtccacacggaatgctgec
atggagatctgcttgaatgtgctgatgacagggcggaccttgccaagtatatctgtgaaaat
caagattcgatctccagtaaactgaaggaatgctgtgaaaaacctctgtiggaaaaatcc
cactgcattgccgaagtggaaaatgatgagatgcctgctgacttgccttcattagctgctgat
tttgttgaaagtaaggatgtttgcaaaaactatgctgaggcaaaggatgtcttcctgggceat
gtttttgtatgaatatgcaagaaggcatcctgattactctgtcgtgctgctgctgagacttgeca
agacatatgaaaccactctagagaagtgctgtgccgctgcagatcctcatgaatgctatge
caaagtgttcgatgaatttaaacctctigtggaagagcctcagaatttaatcaaacaaaatt
gtgagctttttgagcagcttggagagtacaaattccagaatgcgctattagttcgttacacca
agaaagtaccccaagtgtcaactccaactctigtagaggtctcaagaaacctaggaaaa
gtgggcagcaaatgttgtaaacatcctgaagcaaaaagaatgccctgtgcagaagacta
tctatccgtggtcctgaaccagttatgtgtgttgcatgagaaaacgccagtaagtgacaga
gtcaccaaatgctgcacagaatccttggtgaacaggcgaccatgcttttcagcetctggaag
tcgatgaaacatacgttcccaaagagtttaatgctgaaacattcaccttccatgcagatatat
gcacactttctgagaaggagagacaaatcaagaaacaaactgcacttgttgagctcgtg
aaacacaagcccaaggcaacaaaagagcaactgaaagctgttatggatgatttcgcag
cttttgtagagaagtgctgcaaggctgacgataaggagacctgctttgccgaggagggta
aaaaacttgttgctgcaagtcaagctgccttaggcttaggcagecggcggeggeggcage
ggcggceggeggatetggtggaggtggcagtggaggagggggatccggeggeggegg
cagcggeggeggeggatcetggtggaggtggcagtggaggagggggatcegegegea
acggggaccactgtccgcetcgggeccgggcegttgetgecgtetgcacacggtccgegeg
tcgctggaagacctgggcetgggecgattgggtgetgtcgeccacgggaggtgcaagtgac
catgtgcatcggcgcegtgecccgagecagttccgggcggcaaacatgcacgegcagate
aagacgagcctgcaccgcctgaagcccgacacggtgccagegecctgetgegtgece
gccagctacaatcccatggtgctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgcetccagac
ctatgatgacttgttagccaaagactgccactgcata
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129

85

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:56

gatgcacacaagagtgaggttgctcatcggtttaaagatttgggagaagaaaatttc
aaagccttggtgttgattgcctttgctcagtatcttcagcaggccccatttgaagatcat
gtaaaattagtgaatgaagtaactgaatttgcaaaaacatgtgttgctgatgagtcag
ctgaaaattgtgacaaatcacttcataccctttttggagacaaattatgcacagttgca
actcttcgtgaaacctatggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaagaacctgag
agaaatgaatgcttcttgcaacacaaagatgacaacccaaacctcccccgattggt
gagaccagaggttgatgtgatgtgcactgcttttcatgacaatgaagagacatttttga
aaaaatacttatatgaaattgccagaagacatccttacttttatgccccggaactccttt
tctttgctaaaaggtataaagctgctittacagaatgtigccaagctgctgataaagct
gcctgcctgttgccaaagcetcgatgaacticgggatgaagggaaggcttcgtctgece
aaacagagactcaagtgtgccagtctccaaaaatttggagaaagagctttcaaagc
atgggcagtagctcgcctgagccagagatttcccaaagcetgagttigcagaagtttc
caagttagtgacagatcttaccaaagtccacacggaatgctgccatggagatctgct
tgaatgtgctgatgacagggcggaccttgccaagtatatctgtgaaaatcaagattc
gatctccagtaaactgaaggaatgctgtgaaaaacctctgttggaaaaatcccactg
cattgccgaagtggaaaatgatgagatgcctgctgacttgccttcattagctgctgattt
tgttgaaagtaaggatgtttgcaaaaactatgctgaggcaaaggatgtcttcctgggce
atgtttttgtatgaatatgcaagaaggcatcctgattactctgtcgtgctgctgctgaga
cttgccaagacatatgaaaccactctagagaagtgctgtgccgctgcagatcctcat
gaatgctatgccaaagtgttcgatgaatttaaacctcttgtggaagagcctcagaattt
aatcaaacaaaattgtgagctttttgagcagcttggagagtacaaattccagaatgc
gctattagttcgttacaccaagaaagtaccccaagtgtcaactccaactcttigtagag
gtctcaagaaacctaggaaaagtgggcagcaaatgttgtaaacatcctgaagcaa
aaagaatgccctgtgcagaagactatctatccgtggtcctgaaccagttatgtgtgttg
catgagaaaacgccagtaagtgacagagtcaccaaatgctgcacagaatccttgg
tgaacaggcgaccatgcttttcagctctggaagtcgatgaaacatacgttcccaaag
agtttaatgctgaaacattcaccttccatgcagatatatgcacactttctgagaaggag
agacaaatcaagaaacaaactgcacttgttgagctcgtgaaacacaagcccaag
gcaacaaaagagcaactgaaagctgttatggatgatttcgcagctttigtagagaag
tgctgcaaggctgacgataaggagacctgcttigccgaggagggtaaaaaacttgt
tgctgcaagtcaagctgccttaggcttagcacctgccccecgcetccagcaccecgecce
agcccctgcetcececgcaccagcetcctgcaccagcgcgcaacggggaccactgteecg
ctcgggceccgggcegttgetgecgtetgcacacggtccgegcegtecgetggaagacct
gggctgggccgattgggtgctgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtgcateg
gcgcegtgeccgagcecagtticcgggecggcaaacatgcacgcgcagatcaagacg
agcctgcaccgcectgaagcccgacacggtgccagegcecctgetgegtgeccgec
agctacaatcccatggtgctcaticaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagac
ctatgatgacttgttagccaaagactgccactgcata
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130

86

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:40
(Optimizacién por
codon 1)

gatgcacacaagagtgaggttgctcatcggtttaaagatttgggagaagaaaatttcaaa
gccttggtgttgattgecttigetcagtatcticagcagtceccatitgaagatcatgtaaaatta
gtgaatgaagtaactgaatttgcaaaaacatgtgttgctgatgagtcagctgaaaattgtga
caaatcacttcataccctttttggagacaaattatgcacagttgcaactcttcgtgaaacctat
ggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaagaacctgagagaaatgaatgcttcttgcaa
cacaaagatgacaacccaaacctcccccgattggtgagaccagaggttgatgtgatgtg
cactgcttttcatgacaatgaagagacatttttgaaaaaatacttatatgaaattgccagaag
acatccttacttttatgccccggaactccttttctttgctaaaaggtataaagctgcttttacaga
atgttgccaagctgctgataaagctgcctgcctgttgccaaagcetcgatgaacttcgggatg
aagggaaggcttcgtctgccaaacagagactcaagtgtgccagtctccaaaaattigga
gaaagagctttcaaagcatgggcagtagctcgectgagccagagatttcccaaagetga
gtttgcagaagtttccaagttagtgacagatcttaccaaagtccacacggaatgctgccatg
gagatctgcttgaatgtgctgatgacagggcggacctigccaagtatatctgtgaaaatca
agattcgatctccagtaaactgaaggaatgctgtgaaaaacctctgtiggaaaaatccca
ctgcattgccgaagtggaaaatgatgagatgcctgctgacttgccttcattagctgctgatttt
gttgaaagtaaggatgtttgcaaaaactatgctgaggcaaaggatgtcttcctgggcatgtt
tttgtatgaatatgcaagaaggcatcctgattactctgtcgtgctgctgctgagacttgccaag
acatatgaaaccactctagagaagtgctgtgccgctgcagatcctcatgaatgctatgcca
aagtgttcgatgaatttaaacctctigtggaagagcctcagaatttaatcaaacaaaattgtg
agctttttgagcagcttggagagtacaaattccagaatgcgctattagttcgttacaccaag
aaagtaccccaagtgtcaactccaactctigtagaggtctcaagaaacctaggaaaagt
gggcagcaaatgttgtaaacatcctgaagcaaaaagaatgccctgtgcagaagactatc
tatccgtggtcctgaaccagttatgtgtgtigcatgagaaaacgccagtaagtgacagagt
caccaaatgctgcacagaatccttggtgaacaggcgaccatgcttticagctctggaagtc
gatgaaacatacgttcccaaagagtttaatgctgaaacattcaccticcatgcagatatatg
cacacttictgagaaggagagacaaatcaagaaacaaactgcactigttgagctcgtga
aacacaagcccaaggcaacaaaagagcaactgaaagctgttatggatgatttcgcagce
ttttgtagagaagtgctgcaaggctgacgataaggagacctgcttigccgaggagggtaa
aaaacttgttgctgcaagtcaagctgccttaggcttaggcageggeggeggeggcagceg
gcggceggceggatctggtggaggtggcagtggaggagggggatccgegegeaacggg
gaccactgtccgctcgggeccgggcegttgetgecgtetgcacacggtccgegegtegcetg
gaagacctgggctgggccgattgggtgctgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtg
catcggcgcegtgeccgagcecagticcgggcggcaaacatgcacgcgcagatcaagac
gagcctgcaccgcctgaagcccgacacggtgccagegcecctgetgegtgeccgecage
tacaatcccatggtgctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgat
gacttgttagccaaagactgccactgcata




10

15

131

87

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:40
(Optimizacién por
codén 2)

gacgcccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggacctgggcgaggaaa
acttcaaggccctggtgctgatcgcctticgcccagtacctgcagcagagcecccttcg
aggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgcgtgg
ccgacgagagcgccgagaactgcgacaagagcctgcacacccetgttcggecgac
aagctgtgcaccgtggccaccctgcgggaaacctacggcgagatggccgactgcet
gcgccaagcaggaacccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgac
aaccccaacctgcccagactcgtgcggcccgaggtggacgtgatgtgcaccgcectt
ccacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacg
gcacccctacttctacgcccccgagcetgcetgttcttcgccaageggtacaaggcecge
cttcaccgagtgctgccaggccgecgataaggcecgcectgectgectgcccaagetgg
acgagctgagagatgagggcaaggccagctccgccaagcageggcetgaagtge
gccagcctgcagaagttcggcgagcgggcctttaaggcettgggetgtggeccggcet
gagccagagattccccaaggccgagtttgccgaggtgtccaagcetggtcaccgac
ctgaccaaggtgcacaccgagtgttgtcacggcgacctgctggaatgcgccgacg
acagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagc
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagagccactgtatcgcc
gaggtggaaaacgacgagatgcccgctgacctgcccagectggccgecgacttc
gtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggatgtgttcctgg
gcatgttcctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactacagcegtggtgetgetge
tgcggctggccaagacctacgagacaaccctggaaaagtgectgegecgetgecg
acccccacgagtgctacgccaaggtgticgacgagttcaagcctctggtggaagaa
ccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagctgggcgagtaca
agttccagaacgccctgcetcgtgecggtacaccaagaaagtgccccaggtgtccac
ccccaccctggtcgaagtgtcccggaacctgggcaaagtgggcagcaagtgetge
aagcaccctgaggccaagcggatgccctgcgeccgaggactacctgtcegtggtge
tgaaccagctgtgcgtgctgcacgagaaaacccccgtgtccgacagagtgaccaa
gtgctgtaccgagagcctggtcaacagacggccctgcttcagcgcecctggaagtgg
acgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccga
catctgcaccctgagcgagaaagagcggcagatcaagaagcagaccgcecctggt
cgagctggtcaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggccgtga
tggacgacttcgccgcecttcgtcgagaagtgttgcaaggccgacgacaaagagac
atgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggcecgcectctcaggecgcecctggga
ctgggatctggcggcggaggaageggaggcggaggatctgggggaggeggete
tggcggagggggatccgccagaaatggcgaccactgtcecectgggecctggecg
gtgttgcagactgcacacagtgcgggccagcctggaagatctgggcetgggcecgatt
gggtgctgagccccagagaagtgcaggtcacaatgtgcatcggegectgecccag
ccagttcagagccgccaacatgcacgcccagatcaagaccagcctgcaccggcet
gaagcccgacaccgtgcctgccccttgttgcgtgcccgeccagctacaaccccatgg
tgctgattcagaaaaccgacaccggcgtgtccctgcagacctacgacgatctgcetg
gccaaggactgccactgcatc
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132

88

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:48

gatgcacacaagagtgaggttgctcatcggtttaaagatttgggagaagaaaatttcaaa
gccttggtgttgattgecttigectcagtatcticagcaggcecccatttgaagatcatgtaaaatt
agtgaatgaagtaactgaatttgcaaaaacatgtgttgctgatgagtcagctgaaaattgtg
acaaatcacttcataccctttitggagacaaattatgcacagttgcaactcttcgtgaaacct
atggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaagaacctgagagaaatgaatgcttcttge
aacacaaagatgacaacccaaacctcccccgattggtgagaccagaggttgatgtgatg
tgcactgctittcatgacaatgaagagacatttttgaaaaaatacttatatgaaattgccaga
agacatccttacttttatgccccggaactccttttcttigctaaaaggtataaagcetgcttttaca
gaatgttgccaagctgctgataaagctgcctgcectgttgccaaagctcgatgaacttcggg
atgaagggaaggcttcgtctgccaaacagagactcaagtgtgccagtctccaaaaatitg
gagaaagagctttcaaagcatgggcagtagctcgcctgagccagagatttcccaaagct
gagtttgcagaagtttccaagttagtgacagatcttaccaaagtccacacggaatgctgec
atggagatctgcttgaatgtgctgatgacagggcggaccttgccaagtatatctgtgaaaat
caagattcgatctccagtaaactgaaggaatgctgtgaaaaacctctgtiggaaaaatcc
cactgcattgccgaagtggaaaatgatgagatgcctgctgacttgccttcattagctgctgat
tttgttgaaagtaaggatgtttgcaaaaactatgctgaggcaaaggatgtcttcctgggceat
gtttttgtatgaatatgcaagaaggcatcctgattactctgtcgtgctgctgctgagacttgeca
agacatatgaaaccactctagagaagtgctgtgccgctgcagatcctcatgaatgctatge
caaagtgttcgatgaatttaaacctctigtggaagagcctcagaatttaatcaaacaaaatt
gtgagctttttgagcagcttggagagtacaaattccagaatgcgctattagttcgttacacca
agaaagtaccccaagtgtcaactccaactctigtagaggtctcaagaaacctaggaaaa
gtgggcagcaaatgttgtaaacatcctgaagcaaaaagaatgccctgtgcagaagacta
tctatccgtggtcctgaaccagttatgtgtgttgcatgagaaaacgccagtaagtgacaga
gtcaccaaatgctgcacagaatccttggtgaacaggcgaccatgcttttcagcetctggaag
tcgatgaaacatacgttcccaaagagtttaatgctgaaacattcaccttccatgcagatatat
gcacactttctgagaaggagagacaaatcaagaaacaaactgcacttgttgagctcgtg
aaacacaagcccaaggcaacaaaagagcaactgaaagctgttatggatgatttcgcag
cttttgtagagaagtgctgcaaggctgacgataaggagacctgctttgccgaggagggta
aaaaacttgttgctgcaagtcaagctgccttaggcttaggcagecggcggeggeggcage
ggcggceggeggatetggtggaggtggcagtggaggagggggatecgegegeaacgg
ggaccactgtccgctcgggeccgggcegttgctgecgtetgcacacggtccgegegteget
ggaagacctgggctgggccgattgggtgctgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgt
gcatcggcgcegtgeccgagcecagticcgggcggcaaacatgcacgcgcagatcaaga
cgagcctgcaccgcctgaagcccgacacggtgccagegecctgetgegtgeeccgecag
ctacaatcccatggtgctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgat
gacttgttagccaaagactgccactgcata
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89

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:59

gatgcacacaagagtgaggttgctcatcggtttaaagatttgggagaagaaaatttc
aaagccttggtgttgattgcctttgctcagtatcticagcagtccccatttgaagatcatg
taaaattagtgaatgaagtaactgaatttgcaaaaacatgtgttgctgatgagtcagc
tgaaaattgtgacaaatcacttcataccctttttggagacaaattatgcacagttgcaa
ctcttcgtgaaacctatggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaagaacctgaga
gaaatgaatgcttctigcaacacaaagatgacaacccaaacctcccccgattggtg
agaccagaggttgatgtgatgtgcactgcttttcatgacaatgaagagacatttttgaa
aaaatacttatatgaaattgccagaagacatccttacttttatgccccggaactcctttt
ctttgctaaaaggtataaagctgcttttacagaatgttgccaagctgctgataaagctg
cctgectgttgccaaagcetcgatgaactticgggatgaagggaaggcttcgtctgeca
aacagagactcaagtgtgccagtctccaaaaatttggagaaagagctttcaaagca
tgggcagtagctcgecctgagccagagatttcccaaagetgagtttgcagaagtttce
aagttagtgacagatcttaccaaagtccacacggaatgctgccatggagatctgctt
gaatgtgctgatgacagggcggaccttgccaagtatatctgtgaaaatcaagattcg
atctccagtaaactgaaggaatgctgtgaaaaacctctgttggaaaaatcccactge
attgccgaagtggaaaatgatgagatgcctgctgacttgccttcattagctgcetgatttt
gttgaaagtaaggatgtttgcaaaaactatgctgaggcaaaggatgtcttcctgggce
atgtttttgtatgaatatgcaagaaggcatcctgattactctgtcgtgctgctgctgaga
cttgccaagacatatgaaaccactctagagaagtgctgtgccgctgcagatcctcat
gaatgctatgccaaagtgttcgatgaatttaaacctcttgtggaagagcctcagaattt
aatcaaacaaaattgtgagctttttgagcagcttggagagtacaaattccagaatgc
gctattagttcgttacaccaagaaagtaccccaagtgtcaactccaactcttigtagag
gtctcaagaaacctaggaaaagtgggcagcaaatgttgtaaacatcctgaagcaa
aaagaatgccctgtgcagaagactatctatccgtggtcctgaaccagttatgtgtgttg
catgagaaaacgccagtaagtgacagagtcaccaaatgctgcacagaatccttgg
tgaacaggcgaccatgcttttcagctctggaagtcgatgaaacatacgttcccaaag
agtttaatgctgaaacattcaccttccatgcagatatatgcacactttctgagaaggag
agacaaatcaagaaacaaactgcacttgttgagctcgtgaaacacaagcccaag
gcaacaaaagagcaactgaaagctgttatggatgatttcgcagctttigtagagaag
tgctgcaaggctgacgataaggagacctgctttgccgaggagggtaaaaaacttgt
tgctgcaagtcaagctgccttaggcttagcacctgcccccgcetccagcaccecgecce
agcccctgcetceccgcaccagcetcctgcaccagcgcgcaacggggaccactgteecg
ctcgggcececgggcegttgetgecgtectgcacacggtccgegegtecgetggaagacct
gggctgggccgattgggtgctgtcgccacgggaggtgcaagtgaccatgtgcatceg
gcgcegtgeccgagcecagtticcgggcggcaaacatgcacgcgcagatcaagacg
agcctgcaccgcectgaagcccgacacggtgccagegcecctgetgegtgeccgec
agctacaatcccatggtgctcaticaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagac
ctatgatgacttgttagccaaagactgccactgcata
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90

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:60
(Optimizacién por
codon 1)

gatgcacacaagagtgaggttgctcatcggtttaaagatttgggagaagaaaatttcaa
agccttggtgttgattgcctttgctcagtatcttcagcagtccccatttgaagatcatgtaaa
attagtgaatgaagtaactgaatttgcaaaaacatgtgttgctgatgagtcagctgaaaat
tgtgacaaatcacttcataccctttttggagacaaattatgcacagttgcaactcttcgtga
aacctatggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaagaacctgagagaaatgaatg
cttcttgcaacacaaagatgacaacccaaacctcccccgattggtgagaccagaggtt
gatgtgatgtgcactgcttttcatgacaatgaagagacatttttgaaaaaatacttatatga
aattgccagaagacatccttacttttatgccccggaactccttticttigctaaaaggtataa
agctgcttttacagaatgttgccaagctgctgataaagctgcctgcectgttgccaaagcetc
gatgaacttcgggatgaagggaaggcttcgtctgccaaacagagactcaagtgtgcca
gtctccaaaaatttggagaaagagctttcaaagcatgggcagtagctcgcctgageca
gagatttcccaaagctgagtttgcagaagtticcaagttagtgacagatcttaccaaagtc
cacacggaatgctgccatggagatctgcttgaatgtgctgatgacagggcggaccttge
caagtatatctgtgaaaatcaagattcgatctccagtaaactgaaggaatgctgtgaaa
aacctctgttggaaaaatcccactgcattgccgaagtggaaaatgatgagatgcectgct
gacttgccttcattagctgctgattttgttgaaagtaaggatgtttgcaaaaactatgctgag
gcaaaggatgtcttcctgggcatgtttttgtatgaatatgcaagaaggcatcctgattactct
gtcgtgctgctgctgagacttgccaagacatatgaaaccactctagagaagtgetgtgec
gctgcagatcctcatgaatgctatgccaaagtgttcgatgaatttaaacctcttgtggaag
agcctcagaatttaatcaaacaaaattgtgagctttttgagcagctiggagagtacaaatt
ccagaatgcgctattagttcgttacaccaagaaagtaccccaagtgtcaactccaactct
tgtagaggtctcaagaaacctaggaaaagtgggcagcaaatgttgtaaacatcctgaa
gcaaaaagaatgccctgtgcagaagactatctatccgtggtcctgaaccagttatgtgtg
ttgcatgagaaaacgccagtaagtgacagagtcaccaaatgctgcacagaatccttgg
tgaacaggcgaccatgcttttcagctctggaagtcgatgaaacatacgttcccaaagag
tttaatgctgaaacattcaccttccatgcagatatatgcacacttictgagaaggagagac
aaatcaagaaacaaactgcacttgttgagctcgtgaaacacaagcccaaggcaaca
aaagagcaactgaaagctgttatggatgatttcgcagcttttgtagagaagtgctgcaag
gctgacgataaggagacctgctttgccgaggagggtaaaaaacttgttgctgcaagtca
agctgcecttaggcttaggcagcggecggeggeggcageggeggeggceggatetggtg
gaggtggcagtggaggagggggatccggcggeggeggcageggeggeggeggat
ctggtggaggtggcagtggaggagggggatccgcgegcaacggggaccactgtceg
ctcgggceccgggcegttgetgecgtctgcacacggtccgegegtcgetggaagacctgg
gctgggcecgattgggtgetgtcgeccacgggaggtgcaagtgaccatgtgecatcggege
gtgcccgagcecagttccgggeggcaaacatgcacgcgcagatcaagacgagectge
accgcctgaagceccgacacggtgccagegcecctgetgegtgeccgecagctacaate
ccatggtgctcattcaaaagaccgacaccggggtgtcgctccagacctatgatgacttgt
tagccaaagactgccactgcata
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acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:70

gacgcccacaagagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggaga
acttcaaggccctggtgctgatcgcecttcgecccagtacctgcagcagtccccecttcga
ggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgcgtgge
cgacgagagcgccgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgaca
agctgtgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggcgagatggccgactgcetg
cgccaagcaggagcccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgaca
accccaacctgccccggcetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgcecttc
cacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggegg
cacccctacttctacgcccccgagcetgcetgttcticgccaagecggtacaaggecgcec
ttcaccgagtgctgccaggecgccgacaaggcecgcectgectgectgcccaagetgg
acgagctgcgggacgagggcaaggccagcagcgccaagcageggctgaagtg
cgccagcctgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccg
gctgagccagceggttccccaaggecgagticgccgaggtgagcaagcetggtgacce
gacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggcgacctgctggagtgecgec
gacgaccgggccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcag
cagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagccactgcat
cgccgaggtggagaacgacgagatgcccgccgacctgcccagcectggecgecg
acttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgtt
cctgggcatgttcctgtacgagtacgcccggcggcaccccgactacagcegtggtge
tgctgctgcggcetggeccaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecge
cgccgacccccacgagtgctacgccaaggtgticgacgagttcaageccctggtg
gaggagccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgticgagcagcetggge
gagtacaagttccagaacgccctgctggtgcggtacaccaagaaggtgccccagg
tgagcacccccaccctggtggaggtgagccggaacctgggcaaggtgggcagcea
agtgctgcaagcaccccgaggccaagcggatgccctgecgeccgaggactacctga
gcgtggtgctgaaccagcetgtgcgtgctgcacgagaagacccccgtgagcgaccg
ggtgaccaagtgctgcaccgagagcctggtgaaccggcggccctgcttcagegec
ctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcacctt
ccacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcaga
ccgccectggtggagcetggtgaagcacaagcccaaggccaccaaggagcagcetg
aaggccgtgatggacgacttcgccgcecttcgtggagaagtgctgcaaggccgacg
acaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagcetggtggecgecagcecag
gccgeectgggectgggcageggeggeggeggcageggeggeggeggatetgg
tggaggtggcagtggaggagggggatccgctcgcaacggtgaccactgecctcetg
ggtcctggtcgcetgetgecgectgcacaccgttcgegcttctctggaagacctgggtt
gggctgactgggttctgtctcctcgecgaagttcaggttaccatgtgcatcggtgcettge
ccttctcagttccgegcetgctaacatgcacgcettggatcaaaacctctctgcaccgect
gaaacctgacaccgttcctgctccttgetgegttcctgcttcttacaaccctatggttctg
atccagaaaaccgacaccggtgtttctctgcagacctacgacgacctgctggctaa
agactgccactgcatc
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92

HSA (C34S) -
GS-(GGGGS)s
GDF15 (delecion 4)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGE
SGGGGSDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPR
EVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCC
VPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

93

HSA (C34S)-
GS-(GGGGS)s-
GDF15 (delecion 5)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGE
SGGGGSHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWYVLSPREV
QVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVP
ASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

94

etiqueta de 6x
histidinas

HSA (C34S)-
GS-(GGGGS)s-
GDF15 sitio
HRV3C

EFHHHHHHDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQ
SPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLC
TVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLV
RPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFA
KRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLK
CASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKD
VFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADP
HECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALL
VRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCA
EDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSAL
EVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVK
HKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGLGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLEVLFQG
PARNGDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREV
QVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVP
ASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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95

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:92
(Optimizacién por
codon 1)

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTT
GGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTG
CTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAAAAT
TAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCTG
ATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTT
TTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAG
AGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAAC
CTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGCAC
TGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTA
TATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATGCCCCGGAA
CTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAAT
GTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAG
CTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAA
ACAGAGACTCAAGTGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAA
GAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAG
ATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGAC
AGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATC
TGCTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTAT
ATCTGTGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAA
TGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGC
CGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCAT
TAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACT
ATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTAT
GAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCT
GCTGAGACTTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGT
GCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTG
TTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTA
ATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAGTAC
AAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTA
CCCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAA
CCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAG
CAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTGGTC
CTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAG
TGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACA
GGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATAC
GTTCCCAAAGAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCA
GATATATGCACACTTTCTGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAA
ACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGAAACACAAGCCCAAGG
CAACAAAAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGATGATTTCGCA
GCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGAC
CTGCTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAACTTGTTGCTGCAAGTC
AAGCTGCCTTAGGGCTTGGAAGCGGCGGAGGGGGGAGTG
GCGGCGGTGGCTCCGGGGGGGGCGGATCCGGCGGAGGG
GGCAGCGGGGGTGGAGGGAGTGGCGGGGGAGGATCAGG
GGGAGGAGGATCAGGAGGGGGCGGAAGTGATCATTGCCCT
CTCGGGCCCGGACGGTGTTGCCGCCTCCACACTGTGAGGG
CTTCACTTGAAGACCTTGGATGGGCCGACTGGGTGCTGTCC
CCAAGAGAGGTACAAGTCACAATGTGTATTGGCGCCTGCCC
CAGCCAGTTTCGCGCCGCTAACATGCACGCCCAGATAAAAA
CCAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCC
CTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCATTC
AAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGA
CTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA
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96

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident..7

GGGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGT
CTGCACACGGTCCGCGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGG
CCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACCAT
GTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAAC
ATGCACGCGCAGATCAAGACGAGCCTGCACCGCCTGAAGC
CCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTA
CAATCCCATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGT
CGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGACTGCCAC
TGCATA

97

acido nucleico que
codifica

Sec. con nim. de
ident.:8
(Optimizacion por
codon 1)

GACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTG
CACACGGTCCGCGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGC
CGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACCAT
GTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAA
ACATGCACGCGCAGATCAAGACGAGCCTGCACCGCCTGA
AGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCC
AGCTACAATCCCATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCG
GGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGA
CTGCCACTGCATA

98

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:8
(Optimizacién por
codon 2)

GATCATTGCCCTCTCGGGCCCGGACGGTGTTGCCGCCTC
CACACTGTGAGGGCTTCACTTGAAGACCTTGGATGGGCC
GACTGGGTGCTGTCCCCAAGAGAGGTACAAGTCACAATG
TGTATTGGCGCCTGCCCCAGCCAGTTTCGCGCCGCTAAC
ATGCACGCCCAGATAAAAACCAGCCTGCACCGCCTGAAG
CCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAG
CTACAATCCCATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGG
GTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGACT
GCCACTGCATA

99

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:8
(Optimizacion por
codon 3)

GATCATTGTCCCCTTGGACCGGGTAGATGCTGTCGCCTG
CACACTGTGCGGGCTTCACTGGAGGACCTCGGCTGGGCT
GACTGGGTGCTGTCCCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATG
TGCATCGGCGCCTGTCCTTCGCAATTCCGGGCCGCGAAT
ATGCACGCCCAGATCAAGACCTCCCTGCATCGCCTCAAG
CCCGACACTGTGCCTGCTCCATGCTGTGTGCCGGCCTCC
TATAACCCCATGGTGCTGATCCAGAAAACCGATACCGGCG
TCAGCCTGCAGACGTATGATGATCTGCTGGCCAAGGACT
GCCATTGCATC

100

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:9
(Optimizacién por
codon 1)

CACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCAC
ACGGTCCGCGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGA
TTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTG
CATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACAT
GCACGCGCAGATCAAGACGAGCCTGCACCGCCTGAAGCC
CGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTA
CAATCCCATGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGT
GTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGACTGC
CACTGCATA
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101

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:9
(Optimizacion por
codon 2)

CATTGCCCTCTCGGGCCCGGACGGTGTTGCCGCCTCCACA
CTGTGAGGGCTTCACTTGAAGACCTTGGATGGGCCGACTG
GGTGCTGTCCCCAAGAGAGGTACAAGTCACAATGTGTATTG
GCGCCTGCCCCAGCCAGTTTCGCGCCGCTAACATGCACGC
CCAGATAAAAACCAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACG
GTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCA
TGGTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCA
GACCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA

102

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:9
(Optimizacion por
codén 3)

CATTGTCCCCTTGGACCGGGTAGATGCTGTCGCCTGCACAC
TGTGCGGGCTTCACTGGAGGACCTCGGCTGGGCTGACTGG
GTGCTGTCCCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATCG
GCGCCTGTCCTTCGCAATTCCGGGCCGCGAATATGCACGC
CCAGATCAAGACCTCCCTGCATCGCCTCAAGCCCGACACTG
TGCCTGCTCCATGCTGTGTGCCGGCCTCCTATAACCCCATG
GTGCTGATCCAGAAAACCGATACCGGCGTCAGCCTGCAGA
CGTATGATGATCTGCTGGCCAAGGACTGCCATTGCATC

103

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:10
(Optimizacion por
codon 1)

TGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGG
TCCGCGCGTCGCTGGAAGACCTGGGCTGGGCCGATTGGGT
GCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATCGGC
GCGTGCCCGAGCCAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGC
AGATCAAGACGAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGT
GCCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATG
GTGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGA
CCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA

104

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:10
(Optimizacién por
codon 2)

TGCCCTCTCGGGCCCGGACGGTGTTGCCGCCTCCACACTG
TGAGGGCTTCACTTGAAGACCTTGGATGGGCCGACTGGGT
GCTGTCCCCAAGAGAGGTACAAGTCACAATGTGTATTGGCG
CCTGCCCCAGCCAGTTTCGCGCCGCTAACATGCACGCCCA
GATAAAAACCAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTG
CCAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGG
TGCTCATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACC
TATGATGACTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA

105

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:10
(Optimizacién por
codén 3)

TGTCCCCTTGGACCGGGTAGATGCTGTCGCCTGCACACTGT
GCGGGCTTCACTGGAGGACCTCGGCTGGGCTGACTGGGTG
CTGTCCCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATCGGCG
CCTGTCCTTCGCAATTCCGGGCCGCGAATATGCACGCCCA
GATCAAGACCTCCCTGCATCGCCTCAAGCCCGACACTGTGC
CTGCTCCATGCTGTGTGCCGGCCTCCTATAACCCCATGGTG
CTGATCCAGAAAACCGATACCGGCGTCAGCCTGCAGACGTA
TGATGATCTGCTGGCCAAGGACTGCCATTGCATC

106

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:11
(Optimizacion por
codon 1)

TGCCGTCTGCACACGGTCCGCGCGTCGCTGGAAGACCT
GGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGC
AAGTGACCATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGCCAGTTC
CGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGAGCCT
GCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCT
GCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCATTCAAA
AGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACT
TGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA




140

107

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:11
(Optimizacion por
codon 2)

TGCCGCCTCCACACTGTGAGGGCTTCACTTGAAGACCTTG
GATGGGCCGACTGGGTGCTGTCCCCAAGAGAGGTACAAG
TCACAATGTGTATTGGCGCCTGCCCCAGCCAGTTTCGCGC
CGCTAACATGCACGCCCAGATAAAAACCAGCCTGCACCG
CCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGCGTGCC
CGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCATTCAAAAGACCGAC
ACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCCA
AAGACTGCCACTGCATA

108

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:11
(Optimizacion por
codén 3)

TGTCGCCTGCACACTGTGCGGGCTTCACTGGAGGACCTC
GGCTGGGCTGACTGGGTGCTGTCCCCACGGGAGGTGCA
AGTGACCATGTGCATCGGCGCCTGTCCTTCGCAATTCCG
GGCCGCGAATATGCACGCCCAGATCAAGACCTCCCTGCA
TCGCCTCAAGCCCGACACTGTGCCTGCTCCATGCTGTGT
GCCGGCCTCCTATAACCCCATGGTGCTGATCCAGAAAACC
GATACCGGCGTCAGCCTGCAGACGTATGATGATCTGCTG
GCCAAGGACTGCCATTGCATC




10

15

20

141

109

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:60
(Optimizacion por
codon 2)

GATGCGCACAAGTCGGAAGTGGCCCATCGCTTTAAGGACCT
GGGAGAAGAGAACTTCAAGGCCCTGGTCCTGATCGCGTTC
GCCCAGTACCTCCAGCAGTCCCCGTTTGAGGACCACGTCAA
GCTTGTGAACGAAGTGACCGAGTTCGCAAAGACTTGTGTGG
CCGATGAGTCCGCCGAAAACTGCGACAAGTCCCTGCACAC
CTTGTTCGGAGACAAGCTGTGCACCGTCGCGACTTTGCGG
GAGACTTACGGCGAAATGGCGGACTGCTGCGCAAAGCAGG
AGCCCGAAAGGAACGAGTGCTTCCTGCAACACAAGGACGA
CAACCCGAACCTTCCGAGACTCGTGCGGCCTGAGGTCGAC
GTGATGTGCACTGCATTCCATGATAACGAAGAAACATTCCT
GAAGAAGTACCTGTATGAAATTGCCAGACGCCACCCGTACT
TCTACGCCCCCGAACTGCTGTTCTTCGCCAAGAGATACAAG
GCCGCCTTTACCGAATGTTGTCAAGCCGCCGATAAGGCAGC
GTGCCTGCTGCCGAAGTTGGACGAGCTCAGGGACGAAGGA
AAGGCCTCGTCCGCCAAGCAGAGGCTGAAGTGCGCGTCGC
TCCAGAAGTTTGGAGAGCGGGCTTTTAAGGCCTGGGCAGT
GGCTAGGTTGAGCCAGAGGTTCCCCAAGGCGGAGTTTGCC
GAAGTGTCCAAGCTCGTGACTGACCTGACTAAAGTCCATAC
CGAATGCTGCCACGGCGATCTGCTCGAATGCGCAGATGAC
CGGGCGGATTTGGCCAAGTACATTTGCGAAAACCAAGACTC
CATAAGCTCCAAGCTGAAGGAGTGCTGTGAAAAGCCTCTGC
TCGAGAAGTCCCACTGTATCGCCGAGGTGGAGAACGACGA
AATGCCGGCAGACCTCCCTAGCCTGGCAGCCGACTTCGTC
GAATCCAAGGACGTGTGCAAGAACTACGCCGAAGCGAAGG
ACGTGTTCCTGGGAATGTTCCTGTACGAGTACGCCAGACGG
CATCCAGACTACTCCGTGGTGCTTCTCTTGCGGCTGGCCAA
GACTTATGAAACGACCCTGGAGAAATGTTGCGCTGCTGCTG
ACCCACACGAGTGCTACGCCAAAGTGTTCGACGAGTTTAAG
CCTCTCGTGGAGGAACCCCAGAACCTCATCAAGCAGAACTG
CGAACTTTTCGAGCAGCTCGGGGAGTACAAGTTCCAAAACG
CGCTGCTTGTCCGCTACACCAAGAAAGTGCCGCAAGTGTCC
ACACCGACCCTCGTGGAAGTGTCCAGGAACCTGGGCAAAG
TCGGAAGCAAATGTTGCAAGCACCCCGAAGCCAAGCGCAT
GCCGTGCGCAGAGGACTACCTTTCGGTGGTGTTGAACCAG
CTCTGCGTCCTGCACGAAAAGACCCCGGTGTCAGACCGCG
TGACCAAGTGCTGTACCGAAAGCCTCGTGAATCGGCGCCC
CTGCTTCTCGGCCCTGGAGGTGGACGAAACTTACGTGCCG
AAAGAGTTCAACGCGGAAACCTTCACCTTTCATGCCGATAT
CTGCACCCTGTCCGAGAAGGAGCGGCAGATCAAGAAGCAG
ACCGCCCTGGTGGAGCTTGTGAAACACAAGCCGAAGGCCA
CTAAGGAACAGCTGAAGGCCGTCATGGACGATTTCGCTGCC
TTCGTCGAGAAGTGCTGCAAGGCCGACGACAAGGAGACTT
GCTTCGCTGAAGAAGGGAAGAAGCTTGTGGCCGCTAGCCA
GGCTGCACTGGGACTGGGTAGCGGTGGAGGGGGATCAGG
GGGTGGTGGATCGGGAGGAGGAGGATCAGGAGGTGGCGG
CTCAGGAGGAGGCGGATCAGGCGGTGGAGGATCCGGAGG
CGGAGGATCGGGTGGAGGAGGCTCAGCGAGGAACGGGGA
TCATTGTCCCCTTGGACCGGGTAGATGCTGTCGCCTGCACA
CTGTGCGGGCTTCACTGGAGGACCTCGGCTGGGCTGACTG
GGTGCTGTCCCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATC
GGCGCCTGTCCTTCGCAATTCCGGGCCGCGAATATGCACG
CCCAGATCAAGACCTCCCTGCATCGCCTCAAGCCCGACACT
GTGCCTGCTCCATGCTGTGTGCCGGCCTCCTATAACCCCAT
GGTGCTGATCCAGAAAACCGATACCGGCGTCAGCCTGCAG
ACGTATGATGATCTGCTGGCCAAGGACTGCCATTGCATC
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110

acido nucleico que
codifica

Sec. con num. de
ident.:92
(Optimizacion por
codon 2)

GATGCGCACAAGTCGGAAGTGGCCCATCGCTTTAAGGACCT
GGGAGAAGAGAACTTCAAGGCCCTGGTCCTGATCGCGTTC
GCCCAGTACCTCCAGCAGTCCCCGTTTGAGGACCACGTCAA
GCTTGTGAACGAAGTGACCGAGTTCGCAAAGACTTGTGTGG
CCGATGAGTCCGCCGAAAACTGCGACAAGTCCCTGCACAC
CTTGTTCGGAGACAAGCTGTGCACCGTCGCGACTTTGCGG
GAGACTTACGGCGAAATGGCGGACTGCTGCGCAAAGCAGG
AGCCCGAAAGGAACGAGTGCTTCCTGCAACACAAGGACGA
CAACCCGAACCTTCCGAGACTCGTGCGGCCTGAGGTCGAC
GTGATGTGCACTGCATTCCATGATAACGAAGAAACATTCCT
GAAGAAGTACCTGTATGAAATTGCCAGACGCCACCCGTACT
TCTACGCCCCCGAACTGCTGTTCTTCGCCAAGAGATACAAG
GCCGCCTTTACCGAATGTTGTCAAGCCGCCGATAAGGCAGC
GTGCCTGCTGCCGAAGTTGGACGAGCTCAGGGACGAAGGA
AAGGCCTCGTCCGCCAAGCAGAGGCTGAAGTGCGCGTCGC
TCCAGAAGTTTGGAGAGCGGGCTTTTAAGGCCTGGGCAGT
GGCTAGGTTGAGCCAGAGGTTCCCCAAGGCGGAGTTTGCC
GAAGTGTCCAAGCTCGTGACTGACCTGACTAAAGTCCATAC
CGAATGCTGCCACGGCGATCTGCTCGAATGCGCAGATGAC
CGGGCGGATTTGGCCAAGTACATTTGCGAAAACCAAGACTC
CATAAGCTCCAAGCTGAAGGAGTGCTGTGAAAAGCCTCTGC
TCGAGAAGTCCCACTGTATCGCCGAGGTGGAGAACGACGA
AATGCCGGCAGACCTCCCTAGCCTGGCAGCCGACTTCGTC
GAATCCAAGGACGTGTGCAAGAACTACGCCGAAGCGAAGG
ACGTGTTCCTGGGAATGTTCCTGTACGAGTACGCCAGACGG
CATCCAGACTACTCCGTGGTGCTTCTCTTGCGGCTGGCCAA
GACTTATGAAACGACCCTGGAGAAATGTTGCGCTGCTGCTG
ACCCACACGAGTGCTACGCCAAAGTGTTCGACGAGTTTAAG
CCTCTCGTGGAGGAACCCCAGAACCTCATCAAGCAGAACTG
CGAACTTTTCGAGCAGCTCGGGGAGTACAAGTTCCAAAACG
CGCTGCTTGTCCGCTACACCAAGAAAGTGCCGCAAGTGTCC
ACACCGACCCTCGTGGAAGTGTCCAGGAACCTGGGCAAAG
TCGGAAGCAAATGTTGCAAGCACCCCGAAGCCAAGCGCAT
GCCGTGCGCAGAGGACTACCTTTCGGTGGTGTTGAACCAG
CTCTGCGTCCTGCACGAAAAGACCCCGGTGTCAGACCGCG
TGACCAAGTGCTGTACCGAAAGCCTCGTGAATCGGCGCCC
CTGCTTCTCGGCCCTGGAGGTGGACGAAACTTACGTGCCG
AAAGAGTTCAACGCGGAAACCTTCACCTTTCATGCCGATAT
CTGCACCCTGTCCGAGAAGGAGCGGCAGATCAAGAAGCAG
ACCGCCCTGGTGGAGCTTGTGAAACACAAGCCGAAGGCCA
CTAAGGAACAGCTGAAGGCCGTCATGGACGATTTCGCTGCC
TTCGTCGAGAAGTGCTGCAAGGCCGACGACAAGGAGACTT
GCTTCGCTGAAGAAGGGAAGAAGCTTGTGGCCGCTAGCCA
GGCTGCACTGGGACTGGGTAGCGGTGGAGGGGGATCAGG
GGGTGGTGGATCGGGAGGAGGAGGATCAGGAGGTGGCGG
CTCAGGAGGAGGCGGATCAGGCGGTGGAGGATCCGGAGG
CGGAGGATCGGGTGGAGGAGGCTCAGATCATTGTCCCCTT
GGACCGGGTAGATGCTGTCGCCTGCACACTGTGCGGGCTT
CACTGGAGGACCTCGGCTGGGCTGACTGGGTGCTGTCCCC
ACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATCGGCGCCTGTCCT
TCGCAATTCCGGGCCGCGAATATGCACGCCCAGATCAAGA
CCTCCCTGCATCGCCTCAAGCCCGACACTGTGCCTGCTCCA
TGCTGTGTGCCGGCCTCCTATAACCCCATGGTGCTGATCCA
GAAAACCGATACCGGCGTCAGCCTGCAGACGTATGATGATC
TGCTGGCCAAGGACTGCCATTGCATC
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20

143

111

HSA(C34S)-GS-
(GGGGS)s-
(Delecién 5)
GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGE
SGGGGSHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREV
QVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVP
ASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

112

HSA(C34S)-GS-
(GGGGS)s-
(delecioén 14)
GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGE
SGGGGSCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGAC
PSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQ
KTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI

113

(Delecién 2)
HSA(C34S)-GS-
(GGGGS)s-
(delecién 4) GDF15

HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVN
EVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTA
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECC
QAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERA
FKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLL
ECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVE
NDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYA
RRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEF
KPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVS
TPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQL
CVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEF
NAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLK
AVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSG
GGGSDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREV
QVTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVP
ASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI




10

15

20

144

114

ADN para la sec.
con num. de ident.:
113

(Delecion 2)
HSA(C34S)-GS-
(GGGGS)s-
(delecién 4) GDF15

CACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTTGGGAGA
AGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTGCTCAGTA
TCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAAAATTAGTGAA
TGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCTGATGAGTC
AGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTTTTGGAGA
CAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCTATGGTGA
AATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAGAGAAATG
AATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAACCTCCCC
CGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGCACTGCTTT
TCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTATATGAA
ATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATGCCCCGGAACTCCTT
TTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAATGTTGC
CAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGA
TGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAAACAGA
GACTCAAGTGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAAGAGCT
TTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAGATTTCC
CAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGACAGATCT
TACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTGCTTG
AATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGT
GAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGCTGT
GAAAAACCTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGT
GGAAAATGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCATTAGCTG
CTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACTATGCTG
AGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTATGAATATG
CAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCTGCTGAGA
CTTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGC
CGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTGTTCGATG
AATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTAATCAAAC
AAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAGTACAAATTCC
AGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCAA
GTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAACCTAGG
AAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAGCAAAAA
GAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTGGTCCTGAAC
CAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAGTGACAG
AGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACAGGCGAC
CATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATACGTTCCCA
AAGAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGATATAT
GCACACTTTCTGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAAACAAACT
GCACTTGTTGAGCTCGTGAAACACAAGCCCAAGGCAACAAA
AGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGATGATTTCGCAGCTTTTGT
AGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTGCTTTG
CCGAGGAGGGTAAAAAACTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCC
TTAGGGCTTGGAAGCGGCGGAGGGGGGAGTGGCGGCGGT
GGCTCCGGGGGGGGCGGATCCGGCGGAGGGGGCAGCGG
GGGTGGAGGGAGTGGCGGGGGAGGATCAGGGGGAGGAG
GATCAGGAGGGGGCGGAAGTGATCATTGCCCTCTCGGGCC
CGGACGGTGTTGCCGCCTCCACACTGTGAGGGCTTCACTT
GAAGACCTTGGATGGGCCGACTGGGTGCTGTCCCCAAGAG
AGGTACAAGTCACAATGTGTATTGGCGCCTGCCCCAGCCAG
TTTCGCGCCGCTAACATGCACGCCCAGATAAAAACCAGCCT
GCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCCCTGCTGC
GTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCATTCAAAAGAC
CGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAG
CCAAAGACTGCCACTGCATA




145

115

HSA(C34S)-GA-
(GGGGA)s-
(delecién 4) GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGAGGGGAGGGGA
GGGGAGGGGAGGGGAGGGGAGGGGAGGGGADHCPLGPG
RCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRA
ANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVS
LQTYDDLLAKDCHCI
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116

ADN para la sec.
con num. de ident.:
115

HSA(C34S)-GA-
(GGGGA)s-
(delecién 4) GDF15

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTT
GGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTG
CTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAAAAT
TAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCTG
ATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTT
TTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAG
AGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAAC
CTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGCAC
TGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTA
TATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATGCCCCGGAA
CTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAAT
GTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAG
CTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAA
ACAGAGACTCAAGTGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAA
GAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAG
ATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGAC
AGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATC
TGCTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTAT
ATCTGTGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAA
TGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGC
CGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCAT
TAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACT
ATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTAT
GAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCT
GCTGAGACTTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGT
GCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTG
TTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTA
ATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAGTAC
AAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTA
CCCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAA
CCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAG
CAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTGGTC
CTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAG
TGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACA
GGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATAC
GTTCCCAAAGAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCA
GATATATGCACACTTTCTGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAA
ACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGAAACACAAGCCCAAGG
CAACAAAAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGATGATTTCGCA
GCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGAC
CTGCTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAACTTGTTGCTGCAAGTC
AAGCTGCCTTAGGGCTTGGTGCTGGAGGAGGCGGGGCGG
GCGGCGGGGGTGCCGGTGGGGGTGGCGCAGGGGGAGGT
GGTGCGGGTGGTGGTGGGGCTGGTGGGGGAGGTGCAGGC
GGTGGCGGTGCCGGGGGGGGTGGCGCGGATCATTGCCCT
CTCGGGCCCGGACGGTGTTGCCGCCTCCACACTGTGAGGG
CTTCACTTGAAGACCTTGGATGGGCCGACTGGGTGCTGTCC
CCAAGAGAGGTACAAGTCACAATGTGTATTGGCGCCTGCCC
CAGCCAGTTTCGCGCCGCTAACATGCACGCCCAGATAAAAA
CCAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGCC
CTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCATTC
AAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGATGA
CTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA




147

117

HSA(C34S)-(AP)10-
(delecién 4) GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPDHCPLGPGRCC
RLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAA
NMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGV
SLQTYDDLLAKDCHCI
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ADN para la sec.
con num. de ident.:
117

HSA(C34S)-(AP)10-
(delecién 4) GDF15

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTT
GGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTG
CTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAAAA
TTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCT
GATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCT
TTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAA
CCTATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACC
TGAGAGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACC
CAAACCTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGAT
GTGCACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAA
AATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATG
CCCCGGAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCT
TTTACAGAATGTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCT
GTTGCCAAAGCTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCT
TCGTCTGCCAAACAGAGACTCAAGTGTGCCAGTCTCCAAA
AATTTGGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCG
CCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTT
CCAAGTTAGTGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGC
TGCCATGGAGATCTGCTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGG
ACCTTGCCAAGTATATCTGTGAAAATCAAGATTCGATCTCC
AGTAAACTGAAGGAATGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGAAAA
ATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCT
GCTGACTTGCCTTCATTAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAA
GGATGTTTGCAAAAACTATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCC
TGGGCATGTTTTTGTATGAATATGCAAGAAGGCATCCTGAT
TACTCTGTCGTGCTGCTGCTGAGACTTGCCAAGACATATGA
AACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCAT
GAATGCTATGCCAAAGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGT
GGAAGAGCCTCAGAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTTT
TTGAGCAGCTTGGAGAGTACAAATTCCAGAATGCGCTATTA
GTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCAAGTGTCAACTCCAAC
TCTTGTAGAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGGGCAGC
AAATGTTGTAAACATCCTGAAGCAAAAAGAATGCCCTGTGC
AGAAGACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGT
TGCATGAGAAAACGCCAGTAAGTGACAGAGTCACCAAATG
CTGCACAGAATCCTTGGTGAACAGGCGACCATGCTTTTCA
GCTCTGGAAGTCGATGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTTAA
TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTT
CTGAGAAGGAGAGACAAATCAAGAAACAAACTGCACTTGTT
GAGCTCGTGAAACACAAGCCCAAGGCAACAAAAGAGCAAC
TGAAAGCTGTTATGGATGATTTCGCAGCTTTTGTAGAGAAG
TGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTGCTTTGCCGAGG
AGGGTAAAAAACTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGG
GCTTGCACCAGCCCCTGCCCCTGCACCTGCACCTGCTCCC
GCACCGGCTCCAGCCCCAGCTCCGGATCATTGCCCTCTCG
GGCCCGGACGGTGTTGCCGCCTCCACACTGTGAGGGCTT
CACTTGAAGACCTTGGATGGGCCGACTGGGTGCTGTCCCC
AAGAGAGGTACAAGTCACAATGTGTATTGGCGCCTGCCCC
AGCCAGTTTCGCGCCGCTAACATGCACGCCCAGATAAAAA
CCAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCGC
CCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCAT
TCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTATGAT
GACTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA




149

119

HSA(C34S)-(AP)12-
(delecién 4) GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKL
VNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGE
RAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGD
LLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYE
YARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFD
EFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLN
QLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQ
LKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALG
LAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPAPDHCPLGPGRCCRLHTV
RASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAANMHAQ
IKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSLQTYD
DLLAKDCHCI
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ADN para la sec.
con num. de ident.:
119
HSA(C34S)-(AP)12-
(delecién 4) GDF15

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATT
TGGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTT
TGCTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAA
AATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTT
GCTGATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATA
CCCTTTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGT
GAAACCTATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAG
AACCTGAGAGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAGATGA
CAACCCAAACCTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGAT
GTGATGTGCACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTT
GAAAAAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACT
TTTATGCCCCGGAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAA
GCTGCTTTTACAGAATGTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTG
CCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGATGAACTTCGGGATGAAG
GGAAGGCTTCGTCTGCCAAACAGAGACTCAAGTGTGCCA
GTCTCCAAAAATTTGGAGAAAGAGCTTTCAAAGCATGGGC
AGTAGCTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAGCTGAGTTT
GCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGACAGATCTTACCAAAGTCC
ACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTGCTTGAATGTGCTGA
TGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTGAAAATCAA
GATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGCTGTGAAAAAC
CTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGCCGAAGTGGAAAA
TGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCATTAGCTGCTGAT
TTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACTATGCTGAGG
CAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTATGAATATGCA
AGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCTGCTGAGAC
TTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGC
CGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTGTTCGAT
GAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTAATCAA
ACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAGTACAAA
TTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTAC
CCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAA
CCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAA
GCAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTGG
TCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGT
AAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAGAATCCTTGGTG
AACAGGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAA
CATACGTTCCCAAAGAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTC
CATGCAGATATATGCACACTTTCTGAGAAGGAGAGACAAA
TCAAGAAACAAACTGCACTTGTTGAGCTCGTGAAACACAA
GCCCAAGGCAACAAAAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGAT
GATTTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACG
ATAAGGAGACCTGCTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAACTTGT
TGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGGGCTTGCACCAGCCCC
TGCCCCTGCACCTGCACCTGCTCCCGCACCGGCTCCAGC
CCCAGCTCCGGCTCCAGCTCCTGATCATTGCCCTCTCGG
GCCCGGACGGTGTTGCCGCCTCCACACTGTGAGGGCTTC
ACTTGAAGACCTTGGATGGGCCGACTGGGTGCTGTCCCC
AAGAGAGGTACAAGTCACAATGTGTATTGGCGCCTGCCCC
AGCCAGTTTCGCGCCGCTAACATGCACGCCCAGATAAAAA
CCAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGCCAGCG
CCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTC
ATTCAAAAGACCGACACCGGGGTGTCGCTCCAGACCTAT
GATGACTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATA
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121

HSA(C34S)- GGS-
(EGKSSGSGSESK
ST)s-GGS-

(delecién4) GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSEGKSSGSGSE
SKSTEGKSSGSGSESKSTEGKSSGSGSESKSTGGSDHCPLG
PGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQ
FRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDT
GVSLQTYDDLLAKDCHCI
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15

20

152

122

ADN para la sec.
con num. de ident.:
121 HSA(C34S)-
GGS-
(EGKSSGSGSESK
ST)3-GGS-
(delecion 4) GDF15

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATT
TGGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTT
TGCTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTA
AAATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTG
TTGCTGATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCA
TACCCTTTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTT
CGTGAAACCTATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAA
CAAGAACCTGAGAGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAG
ATGACAACCCAAACCTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGG
TTGATGTGATGTGCACTGCTTTTCATGACAATGAAGAGAC
ATTTTTGAAAAAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATC
CTTACTTTTATGCCCCGGAACTCCTTTTCTTTGCTAAAAG
GTATAAAGCTGCTTTTACAGAATGTTGCCAAGCTGCTGAT
AAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGATGAACTTCGG
GATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAAACAGAGACTCAAG
TGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAAGAGCTTTCAAAG
CATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAAAG
CTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGACAGATCTTAC
CAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATCTGCTTGA
ATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTG
TGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAATGC
TGTGAAAAACCTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGCCG
AAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCATT
AGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAAC
TATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGT
ATGAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCT
GCTGCTGAGACTTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGA
GAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGC
CAAAGTGTTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCT
CAGAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGC
TTGGAGAGTACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTA
CACCAAGAAAGTACCCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTA
GAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGT
TGTAAACATCCTGAAGCAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAA
GACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGC
ATGAGAAAACGCCAGTAAGTGACAGAGTCACAAAATGCT
GTACTGAGAGCTTGGTCAACAGGCGGCCGTGCTTCAGC
GCCCTCGAGGTGGATGAGACTTATGTCCCAAAGGAGTTT
AATGCGGAAACTTTTACTTTCCACGCAGACATTTGCACCT
TGTCTGAAAAGGAAAGACAGATTAAGAAACAGACTGCTCT
TGTGGAACTGGTAAAACATAAACCAAAAGCTACGAAGGA
GCAGCTTAAGGCTGTTATGGATGATTTCGCCGCGTTTGT
CGAGAAGTGCTGCAAAGCGGACGATAAGGAAACTTGCTT
TGCAGAGGAAGGTAAGAAACTCGTAGCGGCAAGTCAGG
CTGCGCTTGGCCTTGGAGGCAGTGAAGGCAAATCCTCTG
GGAGTGGCTCTGAAAGTAAATCCACCGAGGGCAAATCCA
GTGGATCTGGGTCTGAATCTAAGTCTACCGAGGGGAAGT
CTTCTGGCAGTGGGTCAGAATCTAAATCTACAGGCGGCT
CTGACCATTGCCCGTTGGGACCAGGACGCTGCTGTCGC
CTTCATACAGTGCGAGCGAGTTTGGAAGACCTGGGCTGG
GCTGACTGGGTGCTTAGCCCTCGGGAGGTCCAGGTCAC
AATGTGCATTGGCGCGTGTCCCAGTCAATTTAGAGCAGC
AAATATGCACGCCCAAATAAAAACCTCCCTGCATAGGCTT
AAGCCAGATACTGTCCCCGCACCATGCTGTGTGCCTGCT
TCTTACAATCCTATGGTACTCATCCAGAAGACCGACACGG




10

153

GAGTTAGCCTCCAGACTTATGACGACCTCTTGGCTAAAG
ATTGCCATTGTATT

123

HSA(C34S)-GS-
(PGGGS)s-
(delecién 4)GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLYV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYG
EMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTA
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECC
QAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAF
KAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLEC
ADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEND
EMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRH
PDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLV
EEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLV
EVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHE
KTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETF
TFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDD
FAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSPGGG
SPGGGSPGGGSPGGGSPGGGSPGGGSPGGGSPGGGSDH
CPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGA
CPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLI
QKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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124

ADN para la sec.
con num. de ident.:
123

HSA(C34S)-GS-
(PGGGS)s-
(delecién 4)GDF15

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTT
GGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTG
CTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAAAAT
TAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCTG
ATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTT
TTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAG
AGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAAC
CTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGCAC
TGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTA
TATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATGCCCCGGAA
CTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAAT
GTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAG
CTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAA
ACAGAGACTCAAGTGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAA
GAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAG
ATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGAC
AGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATC
TGCTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTAT
ATCTGTGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAA
TGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGC
CGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCAT
TAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACT
ATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTAT
GAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCT
GCTGAGACTTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGT
GCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTG
TTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTA
ATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAGTAC
AAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTA
CCCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAA
CCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAG
CAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTGGTC
CTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAG
TGACAGAGTCACGAAATGTTGCACAGAGTCACTGGTCAACA
GGAGACCTTGCTTCTCCGCTCTTGAGGTTGACGAAACGTAT
GTCCCAAAAGAGTTCAACGCCGAAACGTTTACGTTTCATGC
GGACATATGCACTCTCAGTGAGAAGGAGCGACAAATCAAAA
AACAGACTGCTCTTGTAGAGTTGGTAAAACACAAACCTAAAG
CAACAAAAGAGCAATTGAAAGCTGTGATGGACGATTTTGCA
GCTTTCGTAGAAAAGTGCTGCAAGGCCGACGATAAAGAAAC
CTGTTTCGCTGAAGAAGGCAAAAAACTTGTTGCGGCATCTC
AGGCCGCTCTTGGACTTGGGAGCCCGGGTGGCGGGTCTCC
AGGCGGAGGCTCTCCGGGCGGAGGTAGTCCCGGAGGGGG
TAGTCCGGGCGGCGGTTCTCCAGGTGGAGGTTCTCCTGGT
GGTGGCAGTCCTGGCGGAGGATCTGATCACTGTCCCCTTG
GGCCCGGGAGGTGCTGCCGACTTCATACAGTTCGCGCCAG
CCTTGAAGATTTGGGGTGGGCCGACTGGGTGTTGAGCCCG
AGAGAGGTCCAAGTCACGATGTGTATTGGAGCCTGTCCCTC
TCAATTCCGAGCCGCAAATATGCATGCGCAAATAAAGACGA
GTCTCCATCGGTTGAAGCCTGATACTGTCCCAGCTCCGTGC
TGCGTCCCCGCGAGTTATAATCCCATGGTCCTTATACAGAA
AACAGACACTGGTGTCAGCCTTCAGACGTATGACGATTTGC
TTGCTAAAGACTGTCATTGTATT




155

125

HSA(C34S)-GS-
(AGGGS)s-
(delecién 4) GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLV
NEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGE
MADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAF
HDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKA
WAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECAD
DRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDY
SVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQ
NLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSR
NLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS
DRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI
CTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGSAGGGSAGGGS
AGGGSAGGGSAGGGSAGGGSAGGGSAGGGSDHCPLGPGR
CCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQVTMCIGACPSQFRAA
NMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPASYNPMVLIQKTDTGVSL
QTYDDLLAKDCHCI
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126

ADN para la sec.
con num. de ident.:
125

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTT
GGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTG
CTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAAAAT
TAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCTG
ATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTT
TTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAG
AGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAAC
CTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGCAC
TGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTA
TATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATGCCCCGGAA
CTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAAT
GTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAG
CTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAA
ACAGAGACTCAAGTGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAA
GAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAG
ATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGAC
AGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATC
TGCTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTAT
ATCTGTGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAA
TGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGC
CGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCAT
TAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACT
ATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTAT
GAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCT
GCTGAGACTTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGT
GCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTG
TTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTA
ATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAGTAC
AAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTA
CCCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAA
CCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAG
CAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTGGTC
CTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAG
TGACAGAGTCACTAAATGTTGTACCGAGTCTCTTGTTAATAG
GCGGCCATGCTTCAGTGCATTGGAAGTCGACGAAACCTATG
TACCAAAGGAGTTCAACGCAGAAACATTTACATTCCATGCTG
ATATCTGCACATTGAGCGAGAAAGAGAGACAGATTAAGAAA
CAGACAGCGCTTGTTGAACTGGTTAAACACAAACCAAAAGC
TACCAAGGAGCAGCTTAAGGCAGTAATGGATGACTTCGCGG
CCTTTGTCGAGAAATGTTGTAAAGCGGATGATAAAGAGACA
TGCTTCGCCGAAGAGGGCAAAAAACTTGTAGCGGCAAGCC
AGGCCGCACTGGGTCTCGGTAGTGCGGGCGGTGGTTCAGC
GGGGGGAGGATCTGCAGGTGGTGGCTCAGCGGGTGGCGG
TAGCGCTGGGGGGGGCTCCGCAGGTGGGGGATCAGCAGG
CGGCGGATCAGCCGGCGGTGGATCCGACCACTGTCCTCTC
GGGCCTGGTCGGTGTTGCCGCCTCCATACTGTGCGCGCGT
CTCTTGAGGATCTGGGGTGGGCTGATTGGGTTCTCTCTCCC
CGCGAAGTGCAGGTGACCATGTGTATTGGTGCTTGCCCAAG
TCAATTCCGAGCAGCTAACATGCACGCCCAGATCAAGACTA
GCCTGCATCGGCTTAAGCCCGACACTGTTCCTGCCCCTTGC
TGTGTTCCTGCATCTTATAATCCAATGGTCCTGATCCAGAAA
ACCGATACGGGTGTATCATTGCAAACATACGACGACTTGCT
TGCCAAAGATTGCCATTGCATT




157

127

HSA(C34S)- GGS-
(EGKSSGSGSESK
ST)2-GGS-

(delecién4) GDF15

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVK
LVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAA
FTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQK
FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSH
CIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECY
AKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYT
KKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDY
LSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKH
KPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGLGGSEGKSSGSGSESKSTEGKSSGSGSESKST
GGSDHCPLGPGRCCRLHTVRASLEDLGWADWVLSPREVQ
VTMCIGACPSQFRAANMHAQIKTSLHRLKPDTVPAPCCVPA
SYNPMVLIQKTDTGVSLQTYDDLLAKDCHCI
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128

ADN para la sec.
con num. de ident.:
127

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTAAAGATTT
GGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTG
CTCAGTATCTTCAGCAGTCCCCATTTGAAGATCATGTAAAAT
TAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCTG
ATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTT
TTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCT
ATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAG
AGAAATGAATGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAACCCAAAC
CTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGCAC
TGCTTTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTA
TATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATGCCCCGGAA
CTCCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAAT
GTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGTTGCCAAAG
CTCGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAA
ACAGAGACTCAAGTGTGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAA
GAGCTTTCAAAGCATGGGCAGTAGCTCGCCTGAGCCAGAG
ATTTCCCAAAGCTGAGTTTGCAGAAGTTTCCAAGTTAGTGAC
AGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGATC
TGCTTGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTAT
ATCTGTGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTAAACTGAAGGAA
TGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGAAAAATCCCACTGCATTGC
CGAAGTGGAAAATGATGAGATGCCTGCTGACTTGCCTTCAT
TAGCTGCTGATTTTGTTGAAAGTAAGGATGTTTGCAAAAACT
ATGCTGAGGCAAAGGATGTCTTCCTGGGCATGTTTTTGTAT
GAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTGCTGCT
GCTGAGACTTGCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGT
GCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTG
TTCGATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTA
ATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGAGAGTAC
AAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTA
CCCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTAGAGGTCTCAAGAAA
CCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAG
CAAAAAGAATGCCCTGTGCAGAAGACTATCTATCCGTGGTC
CTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAG
TGACAGAGTCACGAAATGCTGTACAGAATCCCTCGTGAATA
GAAGGCCCTGCTTCTCTGCCCTTGAGGTGGACGAGACTTAC
GTCCCTAAGGAGTTTAACGCCGAGACCTTTACTTTTCATGCT
GATATTTGCACCCTTTCCGAAAAGGAGCGGCAGATCAAGAA
ACAAACAGCCTTGGTGGAACTCGTAAAACATAAACCCAAAG
CCACCAAGGAACAACTTAAAGCTGTTATGGATGACTTCGCA
GCCTTCGTCGAGAAATGTTGCAAGGCGGATGATAAGGAAAC
GTGTTTTGCTGAGGAAGGGAAGAAGTTGGTTGCTGCCTCTC
AAGCGGCTCTGGGGCTTGGCGGATCAGAGGGGAAGTCCTC
CGGGTCCGGTAGCGAGTCCAAATCTACGGAAGGGAAGTCA
TCCGGTTCTGGGTCAGAGTCCAAATCCACAGGAGGATCAGA
CCATTGCCCATTGGGACCAGGACGATGTTGTCGCCTGCATA
CGGTAAGAGCGTCTCTGGAGGATCTCGGCTGGGCCGATTG
GGTTCTCTCACCACGAGAAGTACAGGTCACAATGTGCATAG
GAGCTTGTCCGAGCCAATTCCGGGCGGCTAATATGCACGC
ACAGATCAAGACCTCTTTGCACCGCTTGAAGCCCGATACCG
TGCCAGCACCGTGTTGCGTCCCAGCATCTTACAACCCTATG
GTTTTGATACAGAAAACTGACACAGGTGTGAGCCTCCAGAC
ATATGATGATTTGCTGGCTAAGGATTGCCACTGTATA




