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P-2019/25459

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. NC2019/0006443
Solicitud de patente a nombre de DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad
DAIICHI SANKYO COMPANY, LIMITED, solicitante de la patente de la referencia, en
respuesta al oficio No. 18871 notificado electrénicamente el 30 de noviembre de 2021,
relacionado con los requerimientos de fondo de la solicitud, atentamente me permito

presentar la siguiente informacién:
1. Titulo

Indica el examinador que el titulo no se relaciona con el objeto de la solicitud contenido
en la descripcion y las reivindicaciones. En vista de lo anterior, el solicitante desea
modificar el titulo siguiendo la amable recomendacion realizada por el examinador, de

modo que ahora se lee:
“PEPTIDOS MUTANTES SPINK2 QUE INHIBEN LA ACTIVIDAD DE HTRA1 HUMANA"

En vista de lo anterior, amablemente solicito dar por superada la objecidén con respecto
al titulo.
2. Modificacion a las Reivindicaciones

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decision 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,

presento junto a este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio, el cual consta de
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quince (15) reivindicaciones y reemplaza completamente el presentado el 18 de

diciembre de 2019. Especificamente, se realizaron las siguientes modificaciones:

2.1. Se modificé la redaccion de la reivindicacion 1 para cambiar el enlazador

gramatical “que comprende” por “caracterizado porque”.

2.2. Se eliminé la referencia a las figuras encontrada en las antiguas reivindicaciones
1a3.

2.3. Se reemplazoé el término “célula” por “linea celular”.

2.4. Se eliminaron las reivindicaciones 9, 12, 15, 16, 18, 20 a 23, y 25 a 27

anteriormente presentadas.

2.5. Se ajusté la numeracién y la dependencia de acuerdo con las modificaciones

antes mencionadas.

2.6. Se modificd la redaccidon de la antigua reivindicacion 17 (renumerada como

\!

reivindicacion 13) sustituyendo la expresidon “uno o dos o mas medicamentos
adicionales” por “uno o dos o mas agentes activos adicionales”. Esta modificacidn
encuentra soporte en el parrafo [0128] de la descripcién de la solicitud, en donde
se mencionan ejemplos de los agentes activos que corresponden al

“medicamento adicional”.

2.7. Se modificé la redaccion de la antigua reivindicacion 24 (nueva reivindicacion 15)
para eliminar la referencia a la administracién de la sustancia de prueba y para

incluir las caracteristicas técnicas mencionadas en la antigua reivindicacion 25.
Se hace notar que estas modificaciones no amplian de ninguna manera la materia objeto

de la presente solicitud, y se realizan con el fin de definir la materia reclamada de forma

clara y superar las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico.
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3. Pago de tasas

Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las
reivindicaciones y figuras, se adjunta recibo por concepto de pago de tasa de

modificacion a la solicitud, segun lo establecido en la Resolucion 59669 de 2020.

Ahora, en relacién con el niumero de reivindicaciones, atentamente me permito resaltar
que junto a la presente respuesta no se realiza el pago de la tasa por concepto de
reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capitulo reivindicatorio tiene un

numero de cladusulas menor que el presentado anteriormente.

4. Materia no patentable

4.1 Excepciones de patentabilidad

El examinador sefiala que las antiguas reivindicaciones 15, 16, y 22 a 27 no serian
patentables porque hacen referencia a métodos de tratamiento, la preparacion de un
modelo en ratones que afecta la salud de un animal y a métodos que implican la
administracidén de una sustancia de prueba, lo cual corresponde a materia considerada
exceptuada de patentabilidad de acuerdo con lo establecido en los literales (b), (c) y
(d) del Art. 20, de la Decision 486.

En relaciéon con lo anterior, me permito resaltar por una parte que las reivindicaciones
15, 16, 22, 23, y 25 a 27 fueron eliminadas del capitulo reivindicatorio. Por otra parte,
la reivindicacién 24 ha sido modificada de modo que ya no se refiere a la administracién

de una sustancia de prueba, ni tampoco a un modelo animal en particular.

4.2 Reivindicaciones relativas a uso

De manera similar, el examinador sefiala que el objeto de la antigua reivindicacién 18
tampoco seria patentable por cuanto se refieren al uso dado a una composicion que

comprende el péptido reclamado.
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Al respecto, me permito manifestar que la reivindicacién 18 no hace parte del capitulo
reivindicatorio presentado junto a este memorial, superando asi las objeciones del

examinador.

5. Claridad y concision de las reivindicaciones

El solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo reivindicatorio
quedan subsanadas la totalidad de las objeciones presentadas por el examinador en su
concepto técnico, de modo tal que las nuevas reivindicaciones reclaman de manera
clara y concisa la invencion descrita. Con respecto a las objeciones especificas del

examinador, me permito manifestar lo siguiente:

5.1 El examinador sefala que reivindicaciones 1 a 3 no son claras porque hacen

referencia a los dibujos.

Frente a lo anterior, amablemente me permito sefialar que las referencias a las figuras
han sido eliminadas de las reivindicaciones 1 a 3. En consecuencia, la objecién ha sido

superada.

5.2 De otro lado, el examinador afirma que la reivindicacién 1 no es clara porque

presenta mas de un enlace gramatical.

Con respecto a esta objecidn, me permito resaltar que la reivindicacién 1 fue modificada

|\\

para incluir el enlace gramatical “caracterizado porque”. De esta manera, la persona
normalmente versada en la materia estaria en capacidad de comprender el alcance de
la materia reclamada, puesto que en ella se define que el péptido reclamado comprende
una secuencia de acuerdo a la SEQ ID NO: 30, la cual presenta una serie de
sustituciones puntuales, de modo que el péptido reclamado puede incluir cualquiera de
las secuencias representada en las SEQ ID NO: 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21y 23

a 29.

Por lo tanto, amablemente solicito que se de por superada la objecion en este sentido.
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5.3 El examinador indica que la reivindicacién 7 no es clara porque se refiere a una

célula en lugar de una linea celular.

En este sentido, me permito sefialar que la reivindicacion 7 fue modificada siguiendo
las amables recomendaciones del sefior examinador, de modo que ahora se refiere a

una linea celular.
En vista de lo anterior, la objecidon ha quedado superada.

5.4 El examinador sefala que la reivindicacion 9 no es clara porque define el péptido
reclamado por medio de su proceso de obtencién, lo cual no se considera

adecuado.

En relacidén con esta objecidn, me permito sefalar que la reivindicacién 9 no hace parte
del capitulo reivindicatorio presentado junto a este memorial. Por lo tanto, la objecion

ha sido superada.

5.5 El examinador manifiesta que la reivindicacion 12 carece de sustento en la
descripcion. Asimismo, el examinador indica que la reivindicacion 13 también

careceria de sustento puesto que depende de la reivindicacién 12.

Con respecto a esta objecién, me permito sefalar que la antigua reivindicacién 12 fue
eliminada del capitulo reivindicatorio presentado junto a este memorial. Asimismo, las
referencias a dicho anticuerpo fueron eliminadas de la antigua reivindicacién 13
(renumerada como reivindicacidon 11). De esta forma, amablemente solicito que se dé

por superada esta objecion.

5.6 El examinador objeta el término “y/0”, empleado en las reivindicaciones 13 y 14,

pues considera que impide establecer el alcance de la materia reclamada.

Al respecto, me permito sefialar mi desacuerdo con el sefior examinador, toda vez que

la expresidon objetada es completamente clara en el contexto de las reivindicaciones.
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La conjuncion “y/0”, es ampliamente utilizada en el campo de las patentes para dejar
claro que existe la posibilidad de elegir entre la suma (y) o la alternativa (0) de varias
opciones. De esta manera, la persona que lea las reivindicaciones objetadas estaria en
capacidad de comprender que se refieren a composiciones que pueden incluir:
e cualquiera de: un péptido, un polinucledtido, un vector, una linea celular o un
conjugado de acuerdo con la invencién; o alternativamente
e una combinacién de un péptido, un polinucledtido, un vector, una linea celular y

un conjugado de acuerdo con la invencion;

Teniendo en cuenta lo anterior, amablemente solicito que la objecién en este sentido

sea reconsiderada.

5.7 El examinador sefiala que la antigua reivindicacion 17 no seria clara porque la
expresion “uno o dos o0 mas medicamentos adicionales” hace referencia a materia

no patentable.

En este sentido, me permito resaltar que la frase objetada fue reemplazada por “uno o
dos 0 mas agentes activos adicionales”. Como se menciond, esta modificacion encuentra
soporte en el parrafo [0128], que menciona ejemplos de los agentes activos que

corresponden al “medicamento adicional”.
En vista de lo anterior, la objecion en este sentido ha sido superada.

5.8 El examinador sefala que las antiguas reivindicaciones 20 y 21 no son claras
porque la expresidon “farmaco terapéutico o un farmaco profilactico” hace
referencia implicita a materia no patentable y que no se definen las caracteristicas
técnicas de la sustancia de prueba. Ademas, el examinador sefiala que dichas
reivindicaciones no serian concisas, pues reclaman en mas de una reivindicacion
independiente un método para identificar un farmaco terapéutico o profilactico y

un agente de proteccion retinal.
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Con respecto a lo anterior, se hace notar que las reivindicaciones objetadas no hacen
parte del capitulo presentado junto al presente memorial. Por lo tanto, las objeciones

en este sentido han sido superadas.

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado, las objeciones relacionadas con la
claridad, la concision y el soporte en la descripcidon del capitulo reivindicatorio, han

quedado completamente superadas.

6. Descripcion

El examinador indica que la descripcidn no divulga la materia reclamada de forma
suficientemente completa para que una persona normalmente versada en la materia
pueda ejecutarla o reproducirla, y sefala que la solicitud no proporciona informacién

sobre la generacién de los anticuerpos reclamados en la antigua reivindicacién 12.

Frente a lo anterior, me permito reiterar que el capitulo reivindicatorio presentado junto
al presente memorial no hace referencia a anticuerpos, y se refiere Unicamente a los
péptidos mutantes SPINK2 caracterizados porque comprenden la SEQ ID NO: 30 e
inhibe la actividad de proteasa de HTRA1 humana, en donde el péptido comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID NO: 3, 5, 7,9, 11, 13,
15, 17, 19, 21 y 23 a 29; asi como a las composiciones que comprenden dichos

péptidos.

En consecuencia, la materia reclamada en el nuevo capitulo reivindicatorio se relaciona
claramente con lo divulgado en la memoria descriptiva, y, por lo tanto, esta si presenta
toda la informacidn necesaria para que una persona normalmente versada en la materia
pueda reproducir la invencion tal como se reivindica. De esta manera, amablemente

solicito que se dé por superada la objecidén a este respecto.

7. Dibujos

El examinador sefiala que las figuras de la solicitud no son claras porque presentan tres
dibujos con la misma numeracién, “Figura 36".
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Con respecto a lo anterior, me permito manifestar que, siguiendo las amables
sugerencias del examinador, el solicitante presenta junto a este memorial un conjunto
de figuras modificado en el que se ha corregido el error en la numeracién de las figuras.

De esta manera, la objecion ha sido superada.
8. Novedad

El examinador establece en su concepto técnico que las antiguas reivindicaciones 20 y
21 carecerian de novedad a la luz de las ensefianzas técnicas descritas en el documento
D1 (W02013055998).

A este respecto, me permito resaltar que el articulo 16 de la Decision 486 de la Comision
de la Comunidad Andina establece que la invencion se considera nueva cuando no esta
comprendida en el estado de la técnica. Es decir, de acuerdo con el espiritu de la norma
legal indicada, la invencidon no se considera como nueva si esta "comprendida” en el
estado de la técnica, dicha norma se esta refiriendo, naturalmente, al invento en su
totalidad y no a sus componentes de manera aislada.

Al respecto, considero pertinente recalcar que, para considerar que el objeto de la
solicitud carece de novedad, se debe contemplar como minimo los siguientes aspectos:

- El objeto de la invencion en estudio debe estar contenida de forma TOTAL y
ABSOLUTA en el documento que se menciona como anterioridad; y

- La comparacién del objeto de la invencidn en cuestion y el estado del arte no
debe centrarse o limitarse a los elementos de esta que son previamente
conocidos, sino de lo inédito y novedoso que la caracteriza. Esto quiere decir que
debe analizarse el valor agregado que aporta la invencidon con sus nuevas
caracteristicas al campo técnico al cual pertenece la solicitud en estudio.

Lo anterior significa que para que un documento del estado de la técnica pueda afectar
la novedad de una solicitud, debe revelar todas y cada una de las caracteristicas técnicas

gue la definen.

Aplicando lo anterior al caso concreto, para que las razones que aduce ese Despacho
para desvirtuar la novedad fuesen ciertas, seria forzoso que se demostrara que la
invencion estd totalmente comprendida en el estado de la técnica, es decir, de forma
individual en el documento D1, lo cual no sucede en este caso.
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En particular, se hace notar que el nuevo capitulo reivindicatorio no incluye las
reivindicaciones 20 y 21, que fueron objeto de la objecién por novedad.

Asi, dado que el documento D1 no divulga de forma TOTAL Y ABSOLUTA las
caracteristicas técnicas esenciales de la materia definida en las reivindicaciones de la
presente solicitud, es posible concluir que esta si cumple con el requisito de novedad
estipulado en el articulo 16 de la Decision 486.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, y dado que en el Oficio No. 18871, no se
presentaron objeciones con respecto a la novedad y el nivel inventivo las
reivindicaciones que componen el capitulo reivindicatorio presentado junto a este
memorial, amablemente me permito solicitar que se continue con el tramite de la

presente solicitud y se otorgue el privilegio de patente solicitado para la misma.

Por tanto, respetuosamente solicito tener en cuenta los argumentos aqui presentados
donde se demuestra que la invencidén de la presente solicitud es novedosa y tampoco
se habria derivado de manera obvia del estado de la técnica, por lo que cumple con los
requisitos de los articulos 14, 16 y 18 de la Decision 486 de 2000.

9. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse

que:

i) El nuevo pliego reivindicatorio, y el nuevo conjunto de figuras, se ajustan a

las disposiciones del Articulo 34 de la Decisién 486/00;

i) La invencion de la presente solicitud es clara y cuenta con el debido sustento
en el capitulo descriptivo, a la vez que se encuentra divulgada de manera
suficientemente completa, cumpliendo asi con los requerimientos de los
Articulos 30 y 28 de la Decisién 486;
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iii) La invencion de la presente solicitud no habia sido divulgada previamente en
el estado de la técnica cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 16

de la Decisidon 486, y

iv) La invencion de la presente solicitud no resulta obvia ni se derivada de manera
evidente del estado de la técnica, cumpliendo asi con los requerimientos del
Articulo 18 de la Decisidon 486.

Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de
patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los
requerimientos de la Decisién 486 de 2000.

Asimismo, respetuosamente solicito a ese Despacho pronunciarse en relaciéon con todos
los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacién al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional.

4. Anexos

- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por quince (15) reivindicaciones.
- Nuevo conjunto de Figuras.

- Recibo de pago por concepto de modificaciones voluntarias.

Sefora Directora,

o8 (L
CAROLIN&\ DAZAi\]l NTALVO
C.C. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CSJ
notificaciones@clarkemodet.com.co
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido mutante SPINK2 caracterizado porque comprende la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 30 e inhibe la actividad de
proteasa de HTRA1l humana, en donde el péptido comprende una
secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID NO: 3,
57,9,611,13,15,17,19, 21y 23 a 29.

2. El péptido de acuerdo con la reivindicacién 1, el cual comprende una
secuencia de aminoacidos, en donde uno a tres aminoacidos estan unidos
al lado amino terminal de la secuencia de aminoacidos mostrada en la

SEQ ID NO: 30 por medio de un enlace peptidico.

3. El péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, el cual
comprende una secuencia de aminoacidos, en donde uno o dos
aminoacidos estan unidos al lado de carboxilo terminal de la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 30 por medio de un enlace

peptidico.

4. El péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, el cual
tiene una estructura tridimensional caracterizada por tener tres uniones

de disulfuro y que comprende una estructura de bucle, hélice a y hoja B.

5. Un polinucledétido que comprende una secuencia de nucleétido que codifica
una secuencia de aminoacidos comprendida en el péptido de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un vector que comprende el polinucleétido de acuerdo con la

reivindicacion 5.

7. Una linea celular que comprende el polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 5 o el vector de acuerdo con la reivindicacion 6 o que
produce el péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4,

8. Un método para producir un péptido mutante SPINK2 el cual inhibe la
actividad de proteasa de HTRA1, que comprende los siguientes pasos (i)
y (ii):

(i) cultivar la linea celular de acuerdo con la reivindicacién 7; y
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10.

11.

12,

13.

14.

15.

(ii) recuperar el péptido mutante SPINK2 del cultivo.

Un conjugado que comprende el péptido de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4 vinculado a una porcién adicional.

El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 9, el cual es un polipéptido.

Una composicion que comprende el péptido de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, el polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 5, el vector de acuerdo con la reivindicacion 6, la linea
celular de acuerdo con la reivindicacidon 7, y/o el conjugado de acuerdo

con la reivindicacion 9 o 10.

Una composicion farmacéutica que comprende el péptido de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y/o el conjugado de acuerdo con

la reivindicacion 9 o 10.

La composicidén farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 11 0 12,

la cual comprende uno o dos o mas agentes activos adicionales.

La composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 11 a 13, la cual es un agente de proteccidén retinal.

Un método para identificar una droga terapéutica o una droga profilactica
para degeneracion macular relacionada con la edad, o un agente de
proteccion retinal, que comprende los siguientes pasos (i) y (ii):

(i) medir la hipertrofia de las células epiteliales de pigmento retinal en un
modelo de dafio retinal en raton en presencia y ausencia de una sustancia
de prueba, en mediante la medicién de un area promedio de las células
epiteliales de pigmento retinal o el nimero de células epiteliales de
pigmento retinal hipertrofiadas; y

(ii) determinar que la sustancia de prueba es positiva cuando la hipertrofia
de las células epiteliales de pigmento retinal con la sustancia de prueba
es suprimida en comparacién con la hipertrofia de células epiteliales de

pigmento retinal sin la misma.



P-2019/25459

Figuras para respuesta a Oficio No. 18871

1/44

662
662
00€
662

6ET
GEZ
0%Z
6ET

6LT
6LT
08T
6LT

61T
61T
ozt
61T

(V)L einbid

LISAIOLIAINDTISIdSOIYAAIIOANTISSHOTTIAd THOOHAIA I TYIAYEIAAONT
ISATOLIAINDTISIASOIVAAIZIOANTISSHOTTTIAATEODRAINITVIAYIIAAGNT

SATIOLIAINDTSIdSOIVAAIZOANTISSHOTTIAATIOOHA IR ITYIADIIAAGNT
ISATOLIAINDTISIdSOIVAAIIOANTISSHOTTIAA TEODHAIN I TYIAYEIAAQNT

AR LD TIANAERUINIAAHYNIATTOAISATI DS OSYAdATHR S Id DT ITHAAYA

mmmmmmggoudﬂ ass
Am wmmmggou?!@, ¥ase
Immmamﬁmuoud. LIQSE
ISHASYVETOIRHA INYASS

SYOADTONOHHEALINSYAADIdANDDTOIDOFDIDTONNY
3 mduauwdom.mmmamme«mEmmguuuoumouououﬁmw
>mMWm6>UAOdoémm>Hmmmm>0mmiuwmwumwmogmvt WOSENOOAZDOODOYA
AdZFSYIOADTOYOYHEEALYSYAADIAAADDTOHIDDADIVTOD

08Z  ejelap GYZDED LVHLH
082  uoleIdp 8L LMD LVIH
1474 oun |\IH

osz S¥/260 (019/dwod) |\elly

08T  geiop GYZOED LWVHLIH

0BT  uojesap gLLY6D LVIH
18T B ou | WiH
08T £¥/2Z6D (019/dwod) |yelly

OZT  ee1ap GHZDED LWMLH
ozt uolel ap gL 1H6D LVAIH
12T oun |\IH

0zZ1 £¥/260D (019|dwod) |yel]y

09 eeiop GyZDED LVHLH
09 uoJel 3p 8L LH6D LVAH
19 ouD L WAIH

9 €¥/26D (oje|dwod) |velly

BJel 9p GMZD6D LVH1H
uojel ap g1 146D LVIH

B oun LWAIH
£¥/260 (019/dwod) |yeily



2/44

sk
0Bk
111
0g®

6L
6LP
0GPk
6LP

6TF
61k
ozZk
6Tk

6SE
6S€E
coe
6S€E

(g)L eunbi4

DITAQSAQNYMAASDONISITAQNINTOOYIYAIA
..H>om>024“w>m002HmHH>Dzuxqowdudmho
AIAQSAONYEAASDONISITAGNINTOOYIVA LA
DITAQSAONYSAASDONISITAGRANTOOYIVA 1A
IONYOUQHS L TINNI

N DIONYOHAHS AL TINAT

IZ3ANALINTIAINDEEANFNT
AI3IAPALIRIdINDEEAARNNT
IZFdALINIQINOHEYAANNTLY
AI3FdALINTIAINIYHAARNTLY

I CIONYOUQHS ILTINNAT
I OIONYOUAHS ITTINAT

PIASdIVISIOVIANTINIOIAIOUIRATIOOSROANI IVAIDIAARASNYTOTIRODED
PIASAIVISIOVIANTINIOIAZOQTRATIOOSNOANI IVQIDIAGHASNETOTINODYD
DIASAIVISIOVIANTINIOIAZOUTIRATIOOSROANI I¥QAIDIAGHAS NETOTDIOND
PIASAINISIOVIANTINIOIAZOQTRATAOOSNOANI IVAIDI XAHASNETOTINODED

O8%  ejeiop oYZO6D LWULH
08%  uojeiop gLLYED LVIH
8% _ "oud |yiH
08% £¥/¢6D (019/dwod) LenHy

0Z%  ejesap GHZOGD LVHIH
0Z%  UOJeIdP 8LLY6D LVAH
Tz _ ‘oun |viH
0zy £v/260D (019/dwod) LenHy

O%€  ejeiap SHZDED LWHLH
03€  uoelap gLLY6D LVIH
19¢€ 3 ‘oun LyiH
oec £¥/2Z6D (019/dwod) LenHy

00E  gjeiap GYZDED ™ LVHLH
00E  uoeIap 8LLH6D LVIH
T0¢ N ‘oun |-
00c £¥/¢60D (019|dwod) L enHy



() Jopiqiyu
0000, 000} 00l ol } 1o
L 1 1 1 1 °
-0G
vosstooteee -001
®
. A [d] Lo
)
[sp]
(1Au) Jopiqiyu
0000} 000} 00} 1] 4
L 1 1 °
-0S
ZZEH v 00t
LlCEH 0O
S0EH e _”m”_ -

(onin) (182) L\ 1H pepiAlDe

(on1A) (182) | 1H pepIAlDe

LN
1vece
1vice
1v80¢€

e QO «p

8CCH Vv
€¢¢H O
8ICH e

Z einbi4

(nu) Jopiguyu|
0000} 000} 00} ol b
' 1 °
-0S
a -001
-0S1
(1) Jopiqiyuy
0000} 000} 00} 0l b
L 0 L L o
-0S
-004

(on1A) (182) L\ 1H pepIAlDe

(on1A) (182) L\ 1H pepialoe



4
=
3
(u) Jopigmyu
0000} 000} 00} 0l }
1 0

Log
Z2EH v 0ot
1Z6H O
S0EH e El

Logt

(oAn) (0181dwioD) L' LH 2P PepIADE

LN
1VZceH
1VIZEH
1v80€H

« 0 « b

8CCH ¥
£t¢cH 0O
8lcH e

0000k

0000}

¢ einbi4

() Jopigiyu
000} 00k 0l b
4 0
-0S
-001
-0S}
() Jopigiyu
000} 00} 0l I
1 1 ﬂ
-08
-001

-051

(oniA) (0181dWwod) | W 1H 8P PEPIALDE

(oan) (o181dwioD) LY LH 9P pepiAoe



5/44

H223

H218

anBaid-100"0
anBayd-10°0
anbaid-10
anbayd-T
anbayd-0T
anBaid-100"0
anBayd-10°0
anbaid-10
anbayd-T

anbayd-0T

& *‘-

Inhibidor

-

-

-+ o+ o+ o+

HTRA1

(kDa)

" EBEEam iBpang

IB; anti-Vitronectina

H308

H228

anbaid-100°0
anbayd-T0°0
anbayd--q
anbaid-T
anbaid-0T
anbaid-100°0
anbayd-T0°0
anbayd-t-q
anbayd-T

anband-0T

- e :

Inhibidor

+ + + + + + + o+

+

+ o+

HTRA1

- A e

(kDa)
75

—

IB; anti-Vitronectina

H322

H321

(V)t einbi-

Vo ‘
anbaid-100°0
+
anbayd-T0°0 5 "
anbaid-1-o " n .
anbayd-T e —-
anBayd-0T % -.
anbaid-100'0 + .
anbaid 100 + -
anbayd-1-o + ' -
anbayd-T + -
anbayd-0T + -
.
=
)
g ge°
8 =
ERET ..m T

IB; anti-Vitronectina



6/44

H321AT

H308AT

anbaid-100'0
anbaid-T10°0
anbayd-1-o
anbayd-T
anbaid-0T
anbaid-100'0
anbayd-T0°0
anbayd-1-o
anbayd-T

anbaid-0T

"‘-

Inhibidor

+ + + o+ o+ o+

+

+

HTRA1

(kDa)

IB; anti-Vitronectina

M7

H322AT

anbaiid-100'0
anbaid-T0°0
anbayd-1-o
anbayd-T
anbaid-0T
anbaiid-100'0
anbaid-T0°0
anbayd-1-o
anbayd-T

anBand-0T

- — e .

Inhibidor

+

+ + + + + 4

+

HTRA1

(g)v einbi4

-
‘
¥
i
il
RS
T
)
i
i
"

(kDa)

IB; anti-Vitronectina



7144

- Tripsina
3 120 A
o
i 100
T 60 -
N
5 40
® 20 -
ke
z o0
< S % %) b % N 2% A A A A
SR I S . SN AN A S SV S
@ N QL
SIS SIS S
_ Quimotripsina
S 120 -
=
& 100 4
8 80 -
‘g 60 4
N
S 40 o
® 20 A
b
Z 0
i
< < % <) b % N v A A A A
e S A S AP S A A LS. SR S
S A O O S A R R
_ Proteina C
6 10
[ 1]
T 120 4
2
:’ 100 A
£ 80
B
E 60 A1
(]
S 40 -
o 20 A —
o <
5 0~ o
g S % % % % N A A& A A A
< N "V o o o WA S S ©
® \}‘E\ \z:]f Qﬂv Q:lf Q?J Q?) \2.?3 QJQ‘b O;D‘ q;fb ?\\ 5
S NS =
2



8/44

Triptasa

%
Al

o
=)
%
T T \v_%v

r
=
~
-t

(11D =p %) eanewnzua pepianay

100 ~
80
60 -
40
20

0

Quimasa

_

— _.
R 88
—

(111D @p 9%) eonewizua pepianoy

w
(5]
X,
T T \V%

o o
™~

60 A

=}
b=

Trombina

(9)g einbi4

(111D 3p %) eonewizua pepiapay




9/44

Plasmina

_ _ _
U UUOU_..U
mq}_muoﬁd?
L B

(1110 ap %) eanewizua pepianoy

tPA

| %

T T T T T (%4
m 00000
.I. 86.4.).

(113D 3p %) eanewizua pepianoy

120 4

calicreina de plasma

I

(D)g einbi

A
()
E%
T T T \0%

===
«w L = ™

120 -+
100 -
0

(1D @p %) eanew|zus pepiARdY



(a)g einbi-

10/44
Matriptasa

A‘NM\ A\NN\ n\kv
N N N
S Cn S
% % %
x\mYN...L x\,&.\”b ,\mv.\mb
% % 5,
b, <%, <5,
&unwo %mun? anﬁn.
% < %
& & &
& & &
n....,\v n_.um\ nnw\
F 2 o~ &
& & >
> =
& & &£
o, (@ X (@
nn,\mx ao\m‘ nn,\mx
& & &£
e e s
% % %
& & &
> > >
% % %
& & &£
\,nnuw\ N.Awm\ nvnv\w\
_ i) _ K) )
%, % <,
T T T T T \V@ l T T T \v% r T T T 1 \v%
S 8888%8° 388898 ° 28388 °
(13D @p %) eaneunzus pepianay (1110 ap %) eangwizua peplandy (111D @p %) eaneunzua pepianoy




11/44

HTRA1 (cat)

Figura 6



H218

12/44

HTRA1 (cat)

Figura 7



[Figura 8]
H2 — Opt

Mca — IRRVSYSFK(Dnp)K(SEQ ID NO: 54)
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[Figura 13]

SPINK2 Humano
DPQFGLFSKYRTPNCSQYRLPGCPRHFNPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPC (SEQ ID
NO: 1)

[Figura 14]

SPINK2 Humano
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCCAGTATCGTCTGCCTGGTTGTC
CGCGTCATTTTAATCCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCTAA (SEQIDNO: 2)

[Figura 15]

Péptido inhibidor de HTRA1 H218
DPQFGLFSKYRTPNCLKSEGMACYAYYEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 3)

[Figura 16]

Péptido inhibidor de HTRA1 H218
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTCTGAAATCTGAAGGTATGGCTTGTT
ACGCTTACTACGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO: 4)

[Figura 17]

Péptido inhibidor de HTRA1 H223
DPQFGLFSKYRTPNCTMDMGMACWAFYEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 5)



[Figura 18]

Péptido inhibidor de HTRA1 H223
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTACTATGGACATGGGTATGGCTTGTT
GGGCTTTCTACGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATAG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO: 6)

[Figura 19]

Péptido inhibidor de HTRA1 H228
DPQFGLFSKYRTPNCGHYNGWACQAFFEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 7)

[Figura 20]

Péptido inhibidor de HTRA1 H228
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTGGTCATTACAACGGTTGGGCTTGTC
AGGCTTTCTTCGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO: 8)

[Figura 21]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308
DPQFGLFSKYRTPNCSDHAGMACVALYEPVCGSDM
STYENECVLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 9)



[Figura 22]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCGACCATGCTGGTATGGCATGTG
TTGCTCTGTATGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGAAAATGAATGTGTTCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO:10)

[Figura 23]

Péptido inhibidor de HTRA1 H321
DPQFGLFSKYRTPNCSDFDGMACYAFYEPVCGSDM
STYMNECALCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:11)

[Figura 24]

Péptido inhibidor de HTRA1 H321
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCGACTTCGACGGTATGGCATGTT
ACGCTTTCTATGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATATGAATGAATGTGCTCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO:12)

[Figura 25]

Péptido inhibidor de HTRA1 H322
DPQFGLFSKYRTPNCSQHEGMACYALYEPVCGSDM
STYVNECALCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 13)



[Figura 26]

Péptido inhibidor de HTRA1 H322
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCCAGCATGAAGGTATGGCATGTT
ACGCTCTGTATGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGTTAATGAATGTGCTCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO: 14)

[Figura 27]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308AT
DPQFGLFSKYRTPNCSDHAGMACVALYEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 15)

[Figura 28]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308AT
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCGACCATGCTGGTATGGCATGTG
TTGCTCTGTATGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO: 16)

[Figura 29]

Péptido inhibidor de HTRA1 H321AT
DPQFGLFSKYRTPNCSDFDGMACYAFYEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:17)



[Figura 30]

Péptido inhibidor de HTRA1 H321AT
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCGACTTCGACGGTATGGCATGTT
ACGCTTTCTATGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO: 18)

[Figura 31]

Péptido inhibidor de HTRA1 H322AT
DPQFGLFSKYRTPNCSQHEGMACYALYEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:19)

[Figura 32]

Péptido inhibidor de HTRA1 H322AT
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCCAGCATGAAGGTATGGCATGTT
ACGCTCTGTATGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO:20)

[Figura 33]

Péptido inhibidor de HTRA1 M7
DPQFGLFSKYRTPNCSDHAGMACVAFYEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:21)



[Figura 34]

Péptido inhibidor de HTRA1 M7
GATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTAC
CCCGAATTGTAGCGACCATGCTGGTATGGCATGTG
TTGCTTTTTATGAACCGGTTTGTGGTAGCGATATG
AGCACCTATGCAAATGAATGTACCCTGTGCATGAA
AATTCGTGAAGGTGGCCATAATATTAAAATTATTC
GCAATGGTCCGTGCGGCGGCTAA (SEQ ID NO: 2
2)

[Figura 35]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308_S16
DPQFGLFSKYRTPNCADHAGMACVALYEPVCGSDWM
STYENECVLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 23)

[Figura 36]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308_D1G_S16A

16 A
GPQFGLFSKYRTPNCADHAGMACVALYEPVCGSDM
STYENECVLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:24)

[Figura 37]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308_D1S_S16A
SPQFGLFSKYRTPNCADHAGMACVALYEPVCGSDM
STYENECVLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:25)

[Figura 38]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308_D1E_S16A
EPQFGLFSKYRTPNCADHAGMACVALYEPVCGSDM
STYENECVLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO: 26)



[Figura 39]

Péptido inhibidor de HTRA1 H308_D1SLI_S16A
SLIPQFGLFSKYRTPNCADHAGMACVALYEPVCGS
DMSTYENECVLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SE
Q ID NO:27)

[Figura 40]

H321AT_ _D1G_S16A
GPQFGLFSKYRTPNCADFDGMACYAFYEPVCGSDM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:28)

[Figura 41]

H322AT _D1G_S16A
GPQFGLFSKYRTPNCAQHEGMACYALYEPVCGSDWM
STYANECTLCMKIREGGHNIKIIRNGPCGG (SEQ
ID NO:29)

[Figura 42]

Formula general de PEPTIDOS INHIBIDORES DE HTRA1
XTPQFGLFSKYRTPNCX2X3X4X5GX6ACX7AX8X9EP
VCGSDMSTYX1T1TONECX11LCMKIREGGHNIKIIRNG
PC (SEQ ID NO: 30)

[Figura 43]

Etiqueta S + enlazador
GSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIG
SANS (SEQ ID NO:31)

[Figura 44]
Hexamero de terminal C
GASAAA (SEQ ID NO:32)



[Figura 45]

Cebador 1

AAAAGAATTCTGATCCGCAGTTTGGTCTGTTTAG
(SEQ ID NO: 33)

[Figura 46]

Cebador 2
AAAACTCGAGTTATGCGGCCGCAGACGCGCCGCAC
GGACC (SEQ ID NO: 34)

[Figura 47]

Cebador 3
AAAAGGATCCCTGGACAAACGTGATCCGCAGTTTG
GTCTGTTTAG (SEQ I D NO:35)

[Figura 48]

Cebador 4
AAAACTCGAGTTAGCCGCCGCACGGACCATTGCGA
ATAATTTTA (SEQ ID NO: 36)

[Figura 49]

Cebador 5

AAACATATGGGGCAGGAAGATCCCAACAGTTTGC
(SEQ I D NO:37)

[Figura 50]

Cebador 6
AAACTCGAGTTTGGCCTGTCGGTCATGGGACTC (S
EQ ID NO: 38)

[Figura 51]

Cebador 7

AAAAGAATTCGCCACCATGCAGATTCCTAGAGCCG
(SEQ ID NO:309)



[Figura 52]

Cebador 8
AAAACTCGAGTCAGTGGTGATGGTGGTGGTGGCCG
G (SEQ ID NO: 40)

[Figura 53]

Cebador 9
CTTGTCGTCATCGTCCTTGTAGTCGCCGGGGTCGA
TTTCCTC (SEQ ID NO:41)

[Figura 54]

Cebador 10
GCGACTACAAGGACGATGACGACAAGCACCACCAC
CATCATCAC (SEQ ID NO:42)

[Figura 55]

Cebador 11
AAAAACTCGAGCTAGTGATGATGGTGGTGGTGCTT
GTCGTC (SEQ ID NO: 43)

[Figura 56]

Cebador 12
CCGCAGTTTGGTCTGTTTAGCAAATATCGTACCCC
GAATTGT (SEQ ID NO: 44)

[Figura 57]

Cebador 13
GCCATACCAGCATGGTCCGCACAATTCGGGGTACG
ATATTTGC (SEQ ID NO: 45)

[Figura 58]

Cebador 14
GCGGACCATGCTGGTATGGCATGTGTTGCTCTGTA
TGAAC (SEQ ID NO: 46)



[Figura 59]

Cebador 15
AAAACTCGAGTTAGCCGCCGCACGGACCATTGCGA
ATAA (SEQ ID NO:47)

[Figura 60]

Cebador 16
AAAAGGATCCCTGGACAAACGTGATCCGCAGTTTG
GTCTGTTTAG (SEQ 1D NO:48)

[Figura 61]

Cebador 17
AAAAGGATCCCTGGACAAACGTGGCCCGCAGTTTG
GTCTGTTTAG (SEQ I D NO:49)

[Figura 62]

Cebador 18
AAAAGGATCCCTGGACAAACGTAGCCCGCAGTTTG
GTCTGTTTAG (SEQ ID NO:50)

[Figura 63]

Cebador 19
AAAAGGATCCCTGGACAAACGTGAACCGCAGTTTG
GTCTGTTTAG (SEQ ID NO:51)

[Figura 64]

Cebador 20
AAAAGGATCCCTGGACAAACGTAGCCTGATTCCGC
AGTTTGGTCTGTTTAG (SEQ ID NO:52)



[Figura 65]

HTRA1 Humano (completo)
QLSRAGRSAPLAAGCPDRCEPARCPPQPEHCEGGR
ARDACGCCEVCGAPEGAACGLQEGPCGEGLQCVVP
FGVPASATVRRRAQAGLCVCASSEPVCGSDANTYA
NLCQLRAASRRSERLHRPPVIVLQRGACGQGQEDP
NSLRHKYNFIADVVEKIAPAVVHIELFRKLPFSKR
EVPVASGSGFIVSEDGLIVTNAHVVTNKHRVKVEL
KNGATYEAKIKDVDEKADIALIKIDHQGKLPVLLL
GRSSELRPGEFVVAIGSPFSLAQNTVTTGIVSTTQR
GGKELGLRNSDMDYIQTDAIINYGNSGGPLVNLDG
EVIGINTLKVTAGISFAIPSDKIKKFLTESHDRQA
KGKAI TKKKYIGIRMMSLTSSKAKELKDRHRDFPD
VISGAYIITEVIPDTPAEAGGLKENDVIISINGQSYV
VSANDVSDVIKRESTLNMVVRRGNEDIMITVIPEE
IDP (SEQ I D NO: 53)



20/44

(Wu) Jopigiyul
00001 0001 001 )"
[']

v91S 910 LVZZEH -+
Y91S 910 LVIZEH B
Y9lS 910 80EH -e-

(Wu) Jopiqiyu)
00001 0001 0oL 0l
[']

-000L

-0002

-000E

-000%

v9lS ©1Q LVZZEH -
v9lS 910 LVIZEH B
V9lS 910 80EH =-e-

-002

-00%

-009

-008

(oAna) (012jdwod) LYY LH peplanoe

(0An1A) (3e9) LYHLH pepianoe

(9)

W

99 einbi



30/44

uojel-jue qy 4yH ‘av eg

qy BU}O3UOIIA-HUE QY B

‘Jﬂgrn\,““

- ml._-- ~ .

+
+
+
+
+
+
'

1

PI0}-T00°0
PIO}-T0°0
PIO}-T°0
PIO}-T
PI0}-01

V91S 914 1VZZEH

V9IS 91d IVIZEH

V9IS 91d 80¢H

TVY1lH

Jopiqiyu|

/9 einbi4



31/44

g bTripsina
@ 150

o

2

S oo

-

N

E

Z

o 50

T

1]

T

2 o0

8 Buffer H308_D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G_S16A
B Tripsina
o

@ 150

T

)

S 1w

-

N

E

N

S s

T

1]

3

2 0

°

o Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G_S16A
g bQuimotripsina
o 150

T

B

S 1o

-

g

E

N

S 50

o

(o]

P

2 0

§ Buffer H308 D1G_S16A H321AT _D1G_S16A H322AT D1G_S16A
= . g .
S Quimotripsina
3 1=

)

g o

o

E

N

=

() 50

T

1]

T

2

©

]

Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G_S16A

Figura 68(A)



32/44

actividad enzimatica (% de Ctrl)

50

= Proteina C

(5}

% 150

s

3

= 100

E

N

{ =

Q 50

el

L]

T

>

'03 0

& Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G S16A

g Triptasa

@ 150

el

2

8 o

4

©

E

N

S so

el

[}

")

;e

® Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT_D1G_S16A

g Quimasa

@ 150

o

52

8 0!

-

]

E

P

O 50

el

[}

T

>

g

L Buffer H308 D1G_S16A H321AT _D1G_S16A H322AT D1G_S16A

Trombina

150
100

Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT_D1G_S16A

Figura 68(B)



33/44

B Plasmina
O

Q150

T

)

g 100

b

E

N

g =0

T

[

3

-% 0

o Buffer H308_D1G_S16A H321AT _D1G_S16A H322AT D1G_S16A
B tPA

O

Q@ 150 Y
T

22

3 o

@

E

N

g 50

T

(]

3

-% 0

L Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G_S16A
& Calicreina de plasma
1]

- 150

i

L

R

E

&

aQ 50

T

1]

39

>

33 0

o Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G_S16A
< Matriptasa

5}

Q 150

T

52

S

b

E

N

S s0

T

(]

el

S o

8 Buffer H308 D1G_S16A H321AT _D1G_S16A H322AT D1G_S16A

Figura 68(C)



34/44

g uPA
% 150

s

3 0

-

]

E

s

QO 50

el

[}

T

-% 0

& Buffer H308 D1G S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G_S16A
8 HTRA2
5

°\° 350

= 300

8

-

B

E 2w

N

| =~ 150

(1]

el 100

[}

T 50

2

'6' 0

L Buffer H308 D1G_S16A H321AT_D1G_S16A H322AT D1G_S16A
E Factor XI|
o

v 150

o

2

(-

'3

E

N

c

Q 50

ke

[}

n.-)

1

s (4]

L Buffer H308 D1G_S16A H321AT D1G_S16A H322AT D1G_S16A
i3 MMP2
o

o 150

e

2

3 100

®

E

N

S =0

o

]

T

2

°

]

Buffer H308 D1G_S16A H321AT_D1G_S16A H322AT D1G_S16A

Figura 68(D)



35/44

TPP1

H308_ D1G_S16A H321AT_D1G_S16A H322AT_D1G_S16A

Buffer

a 5] a =

- -

(1130 ap %) eonewizua pepianoe

(32)g9 einbi



36/44

(120) LVULH ‘3 5 s s s

+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ 0+
g€ <€ I

dl

epeljug

V9LS ©LQ LVZZEH ‘€
‘VYOLS ©1Q LVIZEH T
‘VOLS ©1LA 80EH L

- 0l

LE

0S

=7
00L

. 0Sl

B 052
(ea)
= NOIVL

+ 3

I

69 einbi4






37/44

volS ©10 1VeZzZeH

L 20 BUIES 0/ einbi4
| |
- I ON
. or 2
. @
. 09 2
o]
L c
08 £
00} 3
lzo=d [
Loo=d —— g
AR
L OpL (D)
voLS ©1a LYILZEH v9lLS ©10 80EH
3 ¢0 Buljes L Z0 euljes
- 0 . _ - 0
-0z 8 - 02
3 3
o ror oy 2
[ ] ® w W
09 & F09 @
= ] 2
L 0g B ] s F o8 £
. it ®
° eoo=d [ 00 Q 6z00=d [ 00} o
£000°0 =d - Loo=d o
- 0cl -0zl &
L opL (9) L opL (V)




38/44

sasall ¢

DH+Q4H+opnaleaug

opioaleaug

uanop

00¢
00r
009
008
0001
00cL

oorL

5359l ¥ DH-O4H+0opalBaug

opioalanug

uaAop

(zlurl) 3d¥ eIn|@2 ap olpawoad ouewe]

|/ einbi4

(9)

(V)



39/44

5353l
DH-(4H+opalEaug usaop

SaploloD/ddY

o &
50 w
=z
<
g1
Q
¢ 5
W]
sz 3
2
=
>

sasall ¢
DH-adH+opalBaug  opoaleau]

sasall ¢
DH-Q4H+opalaaug

usAor

usop

eul}ey

S0

Sl

S¢

(Wu) opeji0es |V IH

|2 einbi4

——
Lt
e

VYNYW euijoe-g /yNYW €D

S



=)

<

40/44

(s 0]
o
(ap]
I
I~
S
o
I
o
(1]
£
©
[/]]
r T T T T
o w2 o w o
(8] - -
(%) ;wrl 00G1L
e sslofew Sejn|S2 sp uoIde|ay
aQ
o
o
I
P~
3]
(o]
n
(=} ]
£
©
n
r T T T T T I
o o] o o o o o
o] [a] o o o (o]
od o a w = (]
- -

(zwr) 34y enjgo ep oipswoid oyewe |

Figura 72






41/44

19T
19T
19T
19T
19T

TAMATHAASAdIVASTIOVLANTINIDTIAEDATINATADIOSNOAN
TAMATHAASAdIVASTIOVLANTINIDTIAEDATINATADIOSNOAN

TAMATHAASAdIVASTIOVLANTINIDTIAEDATINATADIOSNOAN
TAMATHAASAdIVASTIOVLANTINIDTIAEDATINATADIOSNOAN
TAMATHAASAdIVASTIOVLANTINIDTIAEDATINATADIOSNOAN

IIVALOI AQWASNYTOTEMODUOLLSATIO LIALNDOTSAdSOIVAAAIIDAYTASSUDTTIA
IIVALOI AQWASNYTOTEMODUOLLSATIO LIALNDOTSAdSOIVAAAIIDAYTASSUDTTIA
IIVALOI AQWASNYTOTEMODUOLLSATIO LIALNDOTSAdSOIVAAAIIDAYTASSUDTTIA
IIVALOI AQWASNYTOTEMODUOLLSATIO LIALNDOTSAdSOIVAAAIIDAYTASSUDTTIA
IIVALOI AQWASNYTOTEMODUOLLSATIOLIALNDOTSAdSOIVAAAIIDAYTASSUDTTIIA

dTIO0HAIMITVIAYMIAAG IMVIXLYONT TIAMAIRMNLAAHYNIAITOAASATIADSD
dTIO0HAIMITVIAYMIAAQ IMVIXLYONT TIAMAIRMNLAAHYNIAITOAASATIADSD

dTMO0HAIMITVIAYMIAAQ IMVIAXLYONT TIAMAGEPINLAAHYNIAITOQASATIADSD
dTMO0HAIMITVIAYMIAAQ IMVIAXLYONT TIAMAGEPINLAAHYNIAITOQASATIADSD
dTMO0HAIMITVIAYMIAAQ IMVIAXLYONT TIAMAGBPINLAAHYNIAITOAASATIADSD

¢/ einbi4

ICT el
12T uojel
IZT olsuo2
121 "oul?
17T ouewny

ejel
uojel
olauod
"ould
ouewny

ele.
uole.
olauod
"oul
ouewny

L e T e T e I |






42144

[BWION ouewnH olang ap ousws|dwon /20%H

V9LS 910 80tH

+ WY1H IWH1H (vgzes) LYY 1H

ojhwiss uis

oL

St

0c

Gc

0€

VNYW HAdVO/VNYW 493A

7/ einbi4



43/44

olang

V91LS 910 80EHUO? V9LS 910 80EH uis

Qlans Uls

0e

ov

09

08

001

0Z1

(%) sopeibiNy D3ANH

G/ einbi4



[Figura 76]

Cebador 21
CCATCATCAACTACGGCAACGCGGGCGGACCCCTC
GTGAACC (SEQ ID NO:55)

[Figura 77]

Cebador 22
GGTTCACGAGGGGTCCGCCCGCGTTGCCGTAGTTG
ATGATGG (SEQ ID NO:56)
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