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PROTEINAS DE FUSION TERAPEUTICAS

Informacion Sobre el Listado de Secuencias

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se ha enviado
electrénicamente en formato ASCIl y se incorpora en el presente documento como
referencia en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 31 de agosto de 2020, se
denomina PAT058332_SL.txt y tiene un tamafio de 653.193 bytes.

Campo de la Invencion

La presente invencién se refiere a proteinas de fusibn que comprenden
capacidades tanto de union a integrinas como de unién a fosfatidilserina. Las proteinas de
fusiéon se pueden utilizar como agentes terapéuticos, en particular para la prevencion o el
tratamiento de trastornos inflamatorios agudos o crénicos y trastornos microvasculares y

de drganos impulsados por el sistema inmunitario o la coagulacion.

Discusion de Antecedentes

Las lesiones orgénicas inflamatorias agudas (AOIl) son enfermedades
histéricamente desafiantes con una alta morbilidad, mortalidad y una importante
necesidad médica insatisfecha. Las AOI tipicas incluyen infarto de miocardio (Ml) y
accidente cerebrovascular que ocurren en 32,4 millones de pacientes en todo el mundo
cada afio. La Organizacion Mundial de la Salud considera a los pacientes con infarto de
miocardio y accidente cerebrovascular previos como el grupo de mayor riesgo de sufrir
MAas eventos coronarios y cerebrales, que se encuentran entre las principales causas de
morbilidad en el mundo desarrollado. Otra AOI es la lesion renal aguda (AKI), que ocurre
en aproximadamente 13,3 millones de personas por afo. En los paises de ingresos altos,
la incidencia de AKI es de 3-5/1000 y se asocia con una alta mortalidad (14—-46%) (Metha
et al., (2015) Lancet, 385(9987): 2616—43). Al igual que ocurre con el infarto de miocardio
y el accidente cerebrovascular, los supervivientes de AKI a menudo no se recuperan por
completo y tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedad renal crénica o enfermedad
renal en etapa terminal. Hasta la fecha, no existe ningun farmaco aprobado por la FDA
para prevenir o tratar la AKI. El desarrollo de nuevos tratamientos para la AKI ha
demostrado ser un desafio, sin resultados exitosos de ensayos clinicos hasta ahora. Es
probable que esto se deba a la fisiopatologia multifactorial y multifacética de la AKI que
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incluye disfuncion microvascular inflamatoria y patomecanismos nefrotéxicos provocados
por agresiones sépticas, isquémicas/de reperfusion y/o nefrotdxicas. Estos impulsores
pueden actuar de manera simultdnea o0 consecutiva para causar principalmente dafio
celular tubular pero también glomerular, pérdida de la reserva funcional renal y
eventualmente insuficiencia renal.

Un denominador comun de las AOI es el aumento de la muerte celular debido a la
lesion tisular, el aumento de la generacién de fragmentos celulares y microparticulas
protrombdticas/proinflamatorias que pueden ingresar a la circulacién y al tejido lesionado.
Después de la infiltracion tisular de neutréfilos para defenderse de la infeccién, los
neutréfilos sufren apoptosis u otras formas de muerte celular en el tejido afectado. Los
neutréfilos contienen sustancias nocivas, incluidas las enzimas proteoliticas y los patrones
moleculares asociados al peligro (DAMP) que pueden promover el dafio del tejido del
huésped y propagar la inflamacion. La captacion eficiente de células moribundas
desencadena eventos de sefializacion que conducen a la reprogramacion de los
macréfagos (M®) hacia un fenotipo no inflamatorio, pro—resolutivo y la liberacion de
mediadores clave para la resolucion y reparacion exitosas del tejido afectado. Esta
reprogramacion se ha atribuido recientemente a una sefializacion metabdlica que activa
respuestas antiinflamatorias fagociticas en macréfagos (Zhang et al., (2019) Cell
Metabolism, 29(2): 443-56). Esta eliminacion de desechos o células envejecidas o
moribundas de manera no inflamatoria se denomina "eferocitosis".

Sin embargo, en el caso de que la eferocitosis se retrase, las células necréticas
pueden acumularse y causar, por ejemplo, respuestas inflamatorias que desencadenan
citocinas proinflamatorias (TNF—-a) o IL-10 inmunosupresora por parte de macrofagos
(Greenlee-Wacker (2016) Immunol. Reviews, 273: 357-370). Ademas, si los restos
celulares y las particulas no se eliminan de manera eficiente, pueden causar
aglomeraciones y agregados celulares, como grupos de fragmentos de plaquetas y
neutréfilos, microtrombos y/o liberacion de patrones moleculares asociados al peligro
(DAMPS) tales como ATP, ADN, histonas o HMGBL1. Las consecuencias pueden incluir
oclusion de la microvasculatura, disfuncion e inflamacion estéril pronunciada que da como
resultado la progresion de la lesion tisular, insuficiencia organica primaria y secundaria o
reparacion inadecuada.

En la fase aguda de las AOIl, las vias eferocitdticas parecen estar
significativamente reguladas por disminucién. La inflamacién o la respuesta aguda a una
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lesion (sefales mecéanicas, hipoxia, estrés oxidativo, radiacién, inflamacion e infeccidn)
suprimen la eferocitosis o fagocitosis eficaz mediante la regulacién por disminucion de las
proteinas de unién a fosfatidilserina (PS) dedicadas que incluyen proteinas puente y
receptores de eferocitosis/depuracibn de la superficie celular. Un ejemplo de
desfuncionalizacién de un receptor de eferocitosis es el desprendimiento proteolitico de
receptores de la familia TAM como Mer tirosina quinasa (MerTK). MerTK es una proteina
de membrana integral expresada preferentemente en células fagociticas, donde actla
como proteina de sefalizacion pero también promueve la eferocitosis (a través de
proteinas como Gas6 o Proteina S) e inhibe la sefalizacion inflamatoria. La escision
proteolitica y la liberacion del ectodominio soluble de MerTK se induce por la
metaloproteinasa ADAM17. El proceso de desprendimiento puede reducir la eferocitosis
de las células fagociticas mediante la privacion de MerTK de superficie. Ademas, el
ectodominio liberado también puede inhibir la eferocitosis in vitro (Zhang et al., (2015) J
Mol Cell Cardiol., 87:171-9; Miller et al., (2017) Clin Cancer Res., 23(3):623-629). Las
cantidades elevadas de Mer soluble en suero/plasma se observan tipicamente en
enfermedades inflamatorias, malignas o autoinmunes como la nefropatia diabética o el
lupus eritematoso sistémico (SLE) y pueden marcar la gravedad de la enfermedad
(Ochodnicky P (2017) Am J Pathol., 187(9):1971-1983; Wu et al., (2011) Arthritis Res
Ther. 13:R88). Ademas, las proteinas puente, como el glébulo de grasa de la leche y la
proteina factor 8 EGF (MFG-E8), también se regulan por disminucion durante las
enfermedades inflamatorias mas agudas y crénicas. De manera similar al Mer soluble, se
puede encontrar una concentracion sérica/plasmatica reducida de MFG—E8 en pacientes
con infarto de miocardio o pacientes con angina estable (Dai et al., (2016) World J
Cardiol., 8(1): 1-23) y puede marcar la gravedad de la enfermedad como se describe para
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD; Zhang et al., (2015) supra).

La exposicion a fosfatidilserina (PS) en células moribundas es una sefal
antiinflamatoria e inmunosupresora conservada evolutivamente para las células inmunes.
Un gran numero de los principales patégenos de mamiferos utilizan la captaciéon mediada
por PS como parte de una infeccion celular virulenta (Birge et al., (2016) Cell Death Diff.,
23(6): 962-78). Los virus, por ejemplo, pueden unirse a receptores de unién a PS
directamente o mediante proteinas como Gas6 (Morizono & Chen (2014) J Virol., 88 (8):
4275-90). Es posible que la inactivacion de las vias de depuracion endogenas en
respuesta a una lesion presente una respuesta desarrollada evolutivamente para reducir
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la eficiencia de un agente infeccioso para entrar y secuestrar las células después de la
lesion y, por lo tanto, eludir la respuesta inmunitaria y la defensa del huésped. En
consecuencia, la modulacion por disminucidon de las vias de depuracion mejoraria la
eficacia de los efectores inmunitarios innatos y adaptativos para combatir las infecciones.
Como consecuencia de un "fuego amigo”, la eferocitosis puede verse afectada
temporalmente durante una lesién organica aguda y pueden ocurrir las complicaciones
mencionadas anteriormente en las AOl. Una acumulacion de células moribundas, restos y
MP proinflamatorias y protrombéticas son caracteristicas de las AOIl y representan los
principales desencadenantes de inflamacién y dafio microvascular. Es de destacar que
dicha acumulacion de microparticulas proinflamatorias y protromboéticas es comun en
enfermedades graves con alta necesidad médica y puede contribuir a su morbilidad.
Ejemplos de tales indicaciones son la sepsis y el cancer (Yang et al., (2016) Tumour Biol.,
37(6): 7881-91; Zhao et al., (2016) J Exp Clin Cancer Res., 35: 54; Muhsin—Sharafaldine
et al., (2017) Biochim Biophys Acta Gen Subj., 1861(2): 286-295; Ma et al., (2017) Sci
Rep., 7(1): 4978; Souza et al., (2015) Kidney Int. 87(6): 1100-8). Los esfuerzos previos de
descubrimiento de farmacos en esta area se han centrado en proteinas de unién a PS,
que pueden servir como base para un disefio de candidatos de farmacos segun lo
revisado por (Li et al., (2013) Exp Opin Ther Targets, 17(11): 1275-1285).

Un subconjunto de proteinas de unién a PS también reconoce y se une a
integrinas, como avf3 y avf35, que se expresan en muchos tipos de células, incluidos los
fagocitos. Estas proteinas actian como puente entre PS y exponen las células
apoptdéticas/moribundas a las integrinas, lo que da como resultado eferocitosis (también
denominada fagocitosis) por macréfagos y fagocitos no profesionales. Algunas proteinas
puente también se regulan por disminucion durante las enfermedades inflamatorias mas
agudas y crénicas. Se han sugerido previamente usos terapéuticos para tales proteinas
puente o versiones truncadas de las mismas (W02006122327 (sepsis), W02009064448
(lesién organica después de isquemia/reperfusion), W02012149254 (isquemia cerebral)
The Feinstein Institute for Medical Research; W02015025959 (infarto de miocardio)
Kyushu University & Universidad Médica de Tokio; W0O20150175512 (resorcién Osea)
Universidad de Pennsylvania; WO02017018698 (fibrosis tisular) Fundacion de
Investigacion y Negocios de la Universidad de Corea y US20180334486 (fibrosis tisular)
Nexel Co., Ltd.); sin embargo, el uso de proteinas naturales o de tipo salvaje esta limitado
por una serie de problemas. Por ejemplo, se considera que MFG-E8 de tipo salvaje
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(WtMFG—ES8) tiene poca capacidad de desarrollo, baja solubilidad y se expresa con un
rendimiento muy bajo cuando se cultiva en sistemas de expresion celular. El trabajo de
Castellanos et al., (2016) ha demostrado que MFG—-E8 expresado en células de insectos
0 CHO como fusién Fc—IgG estd completamente agregado y solo podria purificarse
eficientemente mediante la adicion de detergentes como Triton X-100 o CHAPS
(Castellanos et al., (2016) Protein Exp. Pur., 124: 10-22).

La eliminacion de células moribundas, desechos y microparticulas por las
proteinas puente, por ejemplo, MFG-ES8, EDIL3, Gas6, podria eliminar las principales
causas de inflamacion estéril y disfuncién microvascular y asi prevenir la progresion de la
lesion tisular y permitir la resolucion de la inflamacién. Por lo tanto, un enfoque terapéutico
para promover la eliminacion de las células moribundas durante el curso de las AOI se
podria utilizar para reducir o al menos aliviar la patologia de las AOIl y podria ser
significativo en otros entornos de enfermedad donde las células moribundas o las
microparticulas que exponen a PS no se eliminan lo suficiente. Como tal, existe la
necesidad de un agente terapéutico que se pueda utilizar para reducir la lesion y la
inflamacion del tejido y que tenga propiedades de fabricacion deseables para abordar la

necesidad médica no satisfecha en las AOI.

Breve Descripcién de la Invencién

En la presente descripcion, los solicitantes han generado proteinas de fusiéon
terapéuticas recombinantes basadas en la estructura de las proteinas puente de origen
natural (por ejemplo, MFG-E8) sin las propiedades indeseables mencionadas
anteriormente y los problemas de produccion de la proteina de tipo salvaje. Las proteinas
de fusion de la presente divulgaciéon comprenden un dominio de unién a integrina, un
dominio de unién a PS y un dominio de solubilizacién. Las proteinas de fusién mantienen
las principales funciones bioldgicas de la proteina MFG-ES8 de tipo salvaje, por ejemplo,
actuando para puentear PS exponiendo células moribundas, desechos y microparticulas a
los fagocitos y, por lo tanto, desencadenando eferocitosis. Ademas, las proteinas de
fusion terapéuticas de la presente divulgacion tienen capacidad de desarrollo mejorada,
en particular pegajosidad reducida y solubilidad mejorada en comparacion con la proteina
MFG-ES8 de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1). Ademas, estas proteinas de fusion terapéuticas

tienen una exposicion plasmatica mas prolongada y tienen un mayor rendimiento cuando
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se expresan en sistemas de expresion celular en comparacion con la proteina MFG—-E8
de tipo salvaje.

En el presente documento se proporcionan proteinas de fusion terapéuticas para
potenciar la eferocitosis que comprenden un dominio de unién a integrina, un dominio de
unién a fosfatidilserina (PS) y un dominio de solubilizacion.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion de la proteina de fusion esta
unido al dominio de unién a integrina. En algunas modalidades, el dominio de
solubilizacién esta unido al dominio de unién a PS. En algunas modalidades, el dominio
de solubilizacién esta unido tanto al dominio de unién a integrina como al dominio de
union a PS, es decir, esta ubicado entre el dominio de unién a integrina y el dominio de
unibn a PS. En algunas modalidades, el dominio solubilizante se inserta dentro del
dominio de unién a integrina o se inserta dentro del dominio de uni6on a PS. En una
modalidad, la proteina de fusion terapéutica tiene la estructura de N— a C—terminal:
dominio de union a integrina—dominio de solubilizacion—dominio de unién a PS.

En algunas modalidades, el dominio de unién a integrina de la proteina de fusion
terapéutica comprende un motivo de union de arginina—glicina—acido aspartico (RGD) y se
une a la(s) integrina(s) avp3 y/o avp5 o a8f31.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion de la proteina de fusion
terapéutica se une directamente al dominio de unién a integrina y/o se une al dominio de
unién a PS, es decir, se inserta entre dichos dominios. En una modalidad alternativa, el
dominio de solubilizaciéon se une indirectamente al dominio de unién a integrina y/o al
dominio de unién a PS mediante un ligador, tal como un ligador externo. En algunas
modalidades, el dominio de solubilizacién comprende albimina de suero humano (HSA),
el dominio 3 de HSA (HSA D3) o la regiéon Fc de una IgG (Fc-IgG), o una variante
funcional de la misma.

En algunas modalidades, la proteina de fusién terapéutica comprende el C—
terminal de un dominio de unién a integrina unido al N—terminal de un dominio de
solubilizacion, y el C—terminal del dominio de solubilizacion unido a un dominio de unién a
PS. En algunas modalidades, la proteina de fusion terapéutica comprende la estructura
general EGF—-HSA-C1-C2 en donde EGF representa la unién a integrina, dominio similar
a EGF de MFG-ES8, EDIL3 u otras proteinas que comprenden un dominio de unién a
integrina como se enumera en la Tabla 1, y C1-C2 representa el dominio de union a PS
que se encuentra en MFG—E8, EDIL3 u otras proteinas que comprenden un dominio de
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unién a PS como se enumera en la Tabla 2. Ejemplos de proteinas que comprenden tanto
un dominio de unién a integrina como un dominio de union a PS, por ejemplo, MFG—-E8
(SEQ ID NO: 1) y EDIL3 (SEQ ID NO: 11), se enumeran en la Tabla 3.

En algunas modalidades, el dominio de unién a integrina es un dominio similar a
EGF, por ejemplo, que tiene una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ
ID NO: 2 0 un aminoacido de al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de
secuencia con el mismo, o variantes truncadas del mismo. En una modalidad, el dominio
similar a EGF comprende el dominio similar a EGF de MFG—E8 humano o una variante
funcional del mismo que comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, hasta 10 modificaciones
de aminoacidos. En una modalidad, el dominio similar a EGF comprende el dominio
similar a EGF de EDIL3 humana o una variante funcional del mismo que comprende una,
dos, tres, cuatro, cinco, hasta 10 modificaciones de aminoacidos.

En algunas modalidades, el dominio de unién a PS comprende dos subdominios
C1-C2 de discoidina, por ejemplo, el dominio de unién a PS de MFG-E8 humano tiene
una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 3 0 un aminoécido
de al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con los
mismos, o variantes truncadas de los mismos. En una modalidad, el dominio de union a
PS comprende el dominio de union a PS de MFG-E8 humano o una variante funcional del
mismo que comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, hasta 10 modificaciones de
aminodcidos. En una modalidad, el dominio de unién a PS comprende el dominio de unién
a PS de EDIL3 humana o una variante funcional del mismo que comprende una, dos, tres,
cuatro, cinco, hasta 10 modificaciones de aminoacidos.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacién es HSA o una variante
funcional del mismo, por ejemplo, que tiene una secuencia de aminoacidos como se
establece en la SEQ ID NO: 4 o un aminoacido de al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad de secuencia con el mismo, o variantes truncadas del mismo. En una
modalidad, la HSA comprende la sustitucion de aminoacidos C34S que funciona para
reducir la propension de la proteina a la agregacion, y tiene la secuencia de aminoacidos
como se establece en la SEQ ID NO: 5. En algunas modalidades, el dominio de
solubilizacion comprende albimina de suero humano. (HSA) o una variante funcional del
mismo que comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, hasta 10 modificaciones de

aminodcidos, por ejemplo, HSA C34S, o una variante truncada de HSA, por ejemplo,
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dominio 3 de HSA (HSA D3) o una variante funcional del mismo. En una modalidad
preferida, el dominio de solubilizacion es HSA C34S.

En una modalidad alternativa, el dominio de solubilizacién comprende la region Fc
de una IgG (Fc—IgG), por ejemplo la region Fc de una IgG1, I1gG2, IgG3 o IgG4 humana o
una variante funcional de las mismas. En una modalidad, el dominio de solubilizacién
comprende la region Fc de una Fc-IgGl humana que tiene una secuencia de
aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 7 o un aminoacido de al menos 90%,
95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con el mismo, o variantes
truncadas del mismo. En una modalidad, la Fc—lgGl comprende las sustituciones de
aminoacidos D265A y P329A para reducir la funcion efectora de Fc, y tiene la secuencia
de aminoacidos que se establece en la SEQ ID NO: 8. En otra modalidad, la Fc-IgG1
comprende la sustitucion de aminoacido T366W para crear un "boton" o puede
comprender las sustituciones de aminoécidos T366S, L368A, Y407V para crear un "ojal".
Ademads, el botén Fc—-IgG1l puede comprender la sustitucion de aminoacidos S354C y el
ojal Fc—IgG1 puede comprender la sustitucion de aminoacidos Y349C de modo que al
emparejar se forma un puente de cisteina. Ademas de las modificaciones del boton en el
ojal, Fc—lgG1 también puede comprender las sustituciones D265A y P329A para reducir la
funcion efectora de Fc. En una modalidad, la Fc—IgG1 tiene la secuencia de aminoécidos
que se expone en la SEQ ID NO: 9 0 10.

En una modalidad preferida, la proteina de fusion terapéutica comprende glébulo
de grasa de la leche—proteina factor 8 EGF (MFG-E8) y un dominio de solubilizaciéon, en
donde MFG—-E8 comprende un dominio similar a EGF de unidn a integrina (SEQ ID NO: 2)
y dominios C1-C2 de unién a fosfatidilserina (SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 76). MFG-ES8
puede comprender MFG—E8 humano natural o de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1), o MFGE-8
con SEQ ID NO: 75, o una variante funcional del mismo. En una modalidad, el dominio de
solubilizacion estd unido al N o C—terminal de MFG—ES8. En una modalidad, el dominio de
solubilizacién se inserta entre el dominio similar a EGF y el dominio C1 o entre los
dominios C1 y C2. En una modalidad preferida, el dominio de solubilizacion se une al C—
terminal del dominio similar a EGF y se une al N—terminal del dominio C1. El dominio de
solubilizaciéon puede unirse directa o indirectamente al C—terminal del dominio similar a
EGF y unirse directa o indirectamente al N—terminal del dominio C1l. En algunas
modalidades, el enlace indirecto es por medio de un ligador externo, por ejemplo, un

ligador basado en glicina—serina.
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En una modalidad, la proteina de fusion terapéutica comprende una secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO: 42 (FP330). En una modalidad, la
proteina de fusion terapéutica puede comprender una etiqueta de histidina (etiqueta His;
SEQ ID NO: 67) para ayudar a la deteccién y/o purificacion en ensayos de caracterizacion
y expresion de proteinas. En una modalidad, la proteina de fusién terapéutica tiene una
etiqueta His C—terminal y comprende una secuencia de aminoacidos como se establece
en la SEQ ID NO: 44 (FP278). Las proteinas de fusion terapéuticas FP278 y FP330
comparten la misma secuencia de aminoacidos excepto por la adicién de una etiqueta His
a FP278.

En algunas modalidades, la proteina de fusion terapéutica comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 42 (FP330) o un
aminoacido de al menos el 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad secuencia del
mismo, o variantes truncadas del mismo. Por ejemplo, la proteina de fusion terapéutica
FP776 comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO:
48 y tiene una identidad de secuencia del 97,7% con FP330 (SEQ ID NO: 42). Por
ejemplo, la proteina de fusion terapéutica FP068 comprende una secuencia de
aminodcidos como se establece en la SEQ ID NO: 46 y tiene una identidad de secuencia
del 98,3% con FP330 (SEQ ID NO: 42). Por ejemplo, la proteina de fusién terapéutica
FP816 comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO:
58 y tiene una identidad de secuencia del 98,5% con FP330 (SEQ ID NO: 42). Por
ejemplo, la proteina de fusion terapéutica FP811 comprende una secuencia de
aminodacidos como se establece en la SEQ ID NO: 54 y tiene una identidad de secuencia
del 99,0% con FP330 (SEQ ID NO: 42). Por ejemplo, la proteina de fusién terapéutica
FP010 comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO: 56 y
tiene una identidad de secuencia del 99,5% con FP330 (SEQ ID NO: 42). Por ejemplo, la
proteina de fusion terapéutica FP138 comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en SEQ ID NO: 52 y tiene una identidad de secuencia del 99,8% con FP330
(SEQ ID NO: 42). Por ejemplo, la proteina de fusion terapéutica FP284 comprende una
secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 50 y tiene una identidad
de secuencia del 99,9% con FP330 (SEQ ID NO: 42).

En algunas modalidades, y como se describe en la secciébn de Ejemplos, las
proteinas de fusion terapéuticas de la presente divulgacién funcionan para promover la
eferocitosis por las células endoteliales en un ensayo de eferocitosis célula endotelial

9



10

15

20

25

30

35

humana—célula Jurkat y restaurar la eferocitosis basal deteriorada y aumentada por
macréfagos en un ensayo de eferocitosis de macrofagos y neutréfilos humanos; las
proteinas de fusién funcionan para reducir el nimero de microparticulas plasmaticas
mediante la depuracidon en un ensayo de eferocitosis de microparticulas endoteliales
humanas; y/o las proteinas de fusion proporcionan proteccion contra la lesion de mdltiples
6rganos en un modelo de isquemia renal aguda.

También se describen en el presente documento métodos, usos, reactivos de
diagnéstico, composiciones farmacéuticas y kits que utilizan o comprenden estas
proteinas de fusién terapéuticas. También se proporcionan en el presente documento
acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusion descritas, vectores de clonacion y
expresion que comprenden dichos acidos nucleicos, células huésped que comprenden
dichos acidos nucleicos y procesos para producir las proteinas de fusion descritas
cultivando dichas células huésped.

Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra una representacion esquematica de ejemplos de proteinas de
fusion terapéuticas de la presente descripcion. Se unié un dominio de solubilizacion
(etiguetado como "SD") en el extremo C—terminal, el N—terminal o entre los dominios EGF,
C1 o C2 de MFG-ES8.

La Figura 2 muestra varios geles de proteinas SDS—PAGE de las proteinas de
fusién expresadas en células HEK. La Fig. 2A: proteina EGF—-HSA-C1-C2 (FP330; SEQ
ID NO: 42); Fig. 2B: EGF—HSA-C1-C2 de la proteina EDIL3 (FP050; SEQ ID NO: 12); Fig
2C: proteina EGF-Fc (KiH) C1-C2 no reducida y reducida (esta proteina es un
heterodimero de FP0O71 (EGF-Fc (bot6n)-C1-C2; SEQ ID NO: 18) con ojal Fc-IgG1l
(SEQ ID NO: 10)); Fig. 2D: proteina EGF—-HSA-C1 (FP260; SEQ ID NO: 34). Para cada
una de las Fig. 2A, 2C y 2D, la primera columna muestra un marcador de patrones sin
tefiir de proteina Precision Plus y la segunda columna muestra la proteina de fusién
respectiva. Para la Fig 2B, la primera columna muestra la proteina de fusion y la segunda
columna muestra un marcador de estandares sin tefiir de proteina Precision Plus. La
Figura 2E muestra proteinas recombinantes adicionales que se han producido y
purificado.

La Figura 3 ejemplifica el efecto de la pérdida de MFG—E8 de tipo salvaje (wt)
frente a la proteina de fusién FP278 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44)
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durante la manipulacion practica. La figura 3A muestra una pérdida de eficacia para
WtMFG—-E8 en el ensayo de competicibn de L-a—fosfatidilserina cuando se hicieron
diluciones de proteinas en placas de polipropileno (simbolo: o) en comparacion con
diluciones hechas en placas sin uniéon (simbolo: e). Por el contrario, la figura 3B
practicamente no muestra pérdida de eficacia para la proteina de fusién FP278 (etiqueta
EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) en el ensayo de competiciéon de PS cuando se
hicieron diluciones de proteinas en placas de polipropileno (simbolo: o) versus placas no
vinculantes (simbolo: e).

La Figura 4 muestra la union de proteinas de fusion a L—a—fosfatidilserina. La
figura 4A muestra la union de FP278 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) a
L—o—fosfatidilserina inmovilizada y en un grado mas débil a la cardiolipina fosfolipida, de
una manera dependiente de la concentracion. La figura 4B muestra la union de wtMFG—
E8 humano y varias proteinas de fusion terapéuticas: FP278 (etiqueta EGF-HSA-C1-
C2—His; SEQ ID NO: 44), FP250 (EGF-HSA; SEQ ID NO: 32), FP260 (EGF-HSA-C1;
SEQ ID NO: 34) y FP270 (EGF-HSA-C2; SEQ ID NO: 36), a L-—o—fosfatidilserina
inmovilizada de una manera dependiente de la concentracién en un formato de ensayo de
competicion (competicion contra la union de WtMFG-E8 de ratdn biotinilado a L—o—
fosfatidilserina).

La Figura 5 muestra la adhesion celular dependiente de la integrina av a proteinas
de fusion. La Fig. 5A muestra que la adhesion celular a FP330 (EGF—HSA-C1-C2; SEQ
ID NO: 42) esta completamente bloqueada por el inhibidor de la integrina av cilengitide o
EDTA 10 mM. Una mutacion de un solo punto en el motivo de unién a integrina RGD
(RGD> RGE) del dominio similar a EGF (FP280; SEQ ID NO: 38) da como resultado la
anulacién completa de la adhesién celular como se muestra en la Fig. 5B. La Fig. 5C
muestra que la proteina EGF—HSA inmovilizada (FP250; SEQ ID NO: 32) no apoya o sélo
apoya moderadamente la adhesion de células BW5147.G.1.4 a pesar de un dominio
similar a EGF. Como se muestra en la Fig. 5D, una proteina de fusién de esta descripcién
(FP330; SEQ ID NO: 42) promueve la adhesion celular dependiente de la integrina av
similar a wtMFG—E8 cuando se expresa en células CHO o en células HEK.

La Figura 6 muestra el efecto de la proteina de fusion terapéutica FP278 (etiqueta
EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) sobre la promocion de la eferocitosis de
neutréfilos moribundos por macréfagos humanos. La concentracion de la proteina de
fusidn se muestra en el eje x y la eferocitosis [%] se muestra en el gje y.
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La Figura 7 muestra que la proteina de fusion terapéutica FP278 (etiqueta EGF—
HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) puede rescatar la eferocitosis alterada por endotoxina
(lipopolisacéarido) de neutréfilos moribundos por macréfagos humanos. La figura 7A
muestra el deterioro de la eferocitosis de macréfagos de neutréfilos humanos moribundos
por 100 pg/mL de lipopolisacarido (LPS) en tres donantes humanos. El panel de la
izquierda muestra la respuesta del donante individual, el panel de la derecha muestra el
deterioro medio de la eferocitosis (%) de los tres donantes. La figura 7B muestra el
rescate de esta endotoxina (LPS)- eferocitosis alterada de neutréfilos moribundos por
macréfagos humanos en presencia de la proteina de fusion terapéutica FP278. Los
indices de eferocitosis de 3 donantes de macréfagos humanos diferentes se normalizaron
y se representaron como eferocitosis (%).

La Figura 8 muestra el rescate de la alteracion de la eferocitosis inducida por
particulas de S. aureus de neutréfilos moribundos por macréfagos humanos con la
proteina de fusion terapéutica FP278 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44).
La figura 8A muestra el efecto de una concentracion de 100 nM de FP278 en la
promocioén de la eferocitosis sobre el nivel base (linea de puntos; parte izquierda de la
figura) asi como el efecto de 100 nM de FP278 en el rescate del deterioro de la
eferocitosis causado por la administracion de S. aureus (parte derecha de la figura). La
Figura 8B muestra el efecto de concentraciones crecientes de la proteina de fusion FP278
(ECso 8 NnM) sobre el rescate de la eferocitosis alterada causada por la administraciéon de
S. aureus, y sobre la promocion de la eferocitosis una vez que se alcanzaron los niveles
béasicos de eferocitosis.

La Figura 9 muestra el efecto de la proteina de fusiéon terapéutica FP278 (etiqueta
EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) sobre la promocion de la eferocitosis de células
Jurkat moribundas por células endoteliales humanas (HUVEC). La eficiencia de la
proteina de fusién en el ensayo de eferocitosis de células endoteliales depende de la
presencia de un dominio en tandem C1-C2 o C1-C1 dado que, como se ilustra en la
Figura 9, una proteina de fusién de estructura EGF—HSA-C2 (FP270; SEQ ID NO: 36) es
ineficaz en este ensayo.

La Figura 10 muestra que la ubicacion de un dominio HSA en la proteina de fusion
terapéutica, es decir, en la posicion N-o C—terminal (FP220 (HSA-EGF-C1-C2; SEQ ID
NO: 30) o FP110 (EGF-C1-C2-HSA; SEQ ID NO: 28), respectivamente), confiere la
funcién de bloqueo de la eferocitosis a la proteina de fusion MFG—E8 HSA en el ensayo
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de eferocitosis de macrofagos. La concentracién de proteina de fusién se muestra en el
eje x, la eferocitosis [%] se muestra en el eje y.

La Figura 11 muestra una comparacion de la promocion de la eferocitosis
mediante varios formatos de proteinas de fusién terapéuticas que comprenden un resto
HSA o Fc. La concentracidn de la proteina de fusién se muestra en el eje x (nM), la
eferocitosis [MFI] se muestra en el eje y. La Figura 11A muestra una comparacién de
proteinas de fusion que comprenden HSA con la HSA colocada en el C—terminal o N—
terminal o entre los dominios de tipo EGF y C1; FP110 (EGF—-C1-C2-HSA; SEQ ID NO:
28), FP220 (HSA-EGF-C1-C2; SEQ ID NO: 30) y FP278 (etiqueta EGF—-HSA-C1-C2-de
His; SEQ ID NO: 44), respectivamente. La figura 11B muestra una comparacion de
proteinas de fusiobn que comprenden un resto Fc con el Fc posicionado en el C—terminal
(FP0O60 (EGF-C1-C2-Fc [S354C, T366W]; SEQ ID NO: 14) y FP080 (EGF-C1-C2-Fc;
SEQ ID NO: 22)) o entre los dominios tipo EGF y C1 (FP070 (EGF-Fc-C1-C2; SEQ ID
NO: 16)) en comparacion con MFG—EG de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1). Se muestran dos
formatos de resto Fc: Fc de tipo salvaje (FP080; SEQ ID NO: 22) y un resto Fc con las
modificaciones S354C y T366W (numeracion EU; FP060; SEQ ID NO: 14). La Figura 11C
muestra una comparacion de tres lotes de la proteina de fusién FP090 (Fc—EGF-C1-C2;
SEQ ID NO: 24) que comprende un resto Fc posicionado en el N-terminal, a tres
concentraciones diferentes (0,72; 7,2 y 72 nM), en comparacion con el control wt—MFG—
E8. La Fig. 11D muestra la promocion de la eferocitosis por un constructo de proteina de
fusién FP0O50 que comprende una HSA insertada entre el dominio similar a EGF y el
dominio C1-C2 de EDIL3 (EGF-HSA-C1-C2 basado en EDIL3; SEQ ID NO: 12). La
Figura 11E muestra ejemplos adicionales de proteinas de fusién de la descripciéon, por
ejemplo variantes quiméricas (FP145; SEQ ID NO: 80, FP1145; SEQ ID NO: 103, FP146;
SEQ ID NO: 82, FP1146) y combinaciones de los dominios de unién a integrina de
MFGES8 o EDIL3 y dominios de unién a PS tales como el dominio V de IgSF de TIM4 o el
dominio GLA de la proteina puente GAS6 (FP1147 y FP1148). La Figura 11F demuestra
la funcion promotora de la eferocitosis de proteinas de fusion recombinantes compuestas
como proteinas quiméricas que fusionan dominios de EDIL3 y MFG—E8 a un inserto de
HSA. Los datos muestran que FP145 (SEQ ID NO: 80) y FP146 (SEQ ID NO: 82)
indujeron la eferocitosis de neutréfilos moribundos por macréfagos humanos de una
manera dependiente de la concentracion. La Figura 11G demuestra la funcion promotora
de la eferocitosis de proteinas de fusion recombinantes compuestas como proteinas
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quiméricas que fusionan dominios de EDIL3 y MFG—ES8 a un inserto de HSA. Los datos
muestran que FP145 (SEQ ID NO: 80) y FP146 (SEQ ID NO: 82) indujeron la eferocitosis
de células Jurkat moribundas por células endoteliales humanas (HUVEC) de una manera
dependiente de la concentracion.

La Figura 12 muestra la promocion de la eferocitosis por células HUVEC de la
proteina de fusion terapéutica FP278 (etigueta EGF—-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44)
ensayada a 3 concentraciones diferentes hasta 30 nM. La promocién de la eferocitosis
dependia de la concentracion y la eferocitosis aumentaba a medida que aumentaba la
concentracion de la proteina de fusion FP278.

La Figura 13 muestra que las proteinas de fusion terapéuticas FP330 (EGF-HSA-
C1-C2; SEQ ID NO: 42; Fig 13A), FP278 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO:
44; Fig 13B) y FP776 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 48; Fig 13C) pueden rescatar la
eferocitosis alterada por endotoxina (lipopolisacarido) de neutréfilos moribundos por
macréfagos humanos. La concentracién de proteina de fusion se muestra en el eje X, la
eferocitosis [%] se muestra en el eje y.

La Figura 14 muestra el efecto de las proteinas de fusion FP330 (EGF-HSA-C1-
C2; SEQ ID NO: 42; Fig 14A), FP278 (etigueta EGF—HSA-C1-C2—-His; SEQ ID NO: 44;
Fig 14B) y FP776 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 48; Fig 14C) sobre la promocion de la
eferocitosis de células Jurkat moribundas por células endoteliales humanas (HUVEC). La
concentracion de proteina de fusidn se muestra en el eje X, la eferocitosis [%] se muestra
en el gjey.

La Figura 15 muestra que una dosis Unica de las proteinas de fusion terapéuticas
FP278 (etigueta EGF—HSA-C1-C2—His; SEQ ID NO: 44), FP330 (EGF-HSA-C1-C2;
SEQ ID NO: 42) 0 FP776 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 48) protege la funcion renal en
un modelo de lesion renal aguda (AKI) inducida por lesion por isquemia—reperfusion. La
Figura 15A muestra que un aumento en la creatinina sérica (sCr) (mg/dL; eje y) se reduce
mediante la administracion intraperitoneal (i.p.) de 0,16 mg/kg o 0,5 mg/kg de FP278
(SEQ ID NO: 44) (eje x). Como se muestra en la Fig. 15B, la administracion intravenosa
(i.v.) de 0,5 mg/kg o 1,5 mg/kg de la proteina de fusion FP330 (SEQ ID NO: 42) redujo
significativamente los niveles de creatinina sérica. La Figura 15C muestra que la
administracion i.v. de la proteina de fusién FP776 (SEQ ID NO: 48) redujo la creatinina
sérica de una manera dependiente de la dosis.

La Figura 16 muestra que una dosis Unica de la proteina de fusidn terapéutica
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FP278 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) de 0,16 mg/kg o 0,5 mg/kg,
redujo los niveles de nitrégeno ureico en sangre (BUN) en un modelo murino de lesion
renal aguda.

La Figura 17 muestra que una dosis Unica de la proteina de fusidn terapéutica
FP278 (etigueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) protege 6rganos distantes de la
respuesta de fase aguda provocada por la IKA inducida por isquemia reperfusion, basada
en la expresion génica de marcadores de lesion. La Figura 17A ejemplifica tal respuesta
inducida por AKI de proteina amiloide sérica (SAA) en el corazén murino y la Figura 17B
ejemplifica tal respuesta inducida por AKI (SAA) en el pulmén murino, las cuales se
bloguearon de forma potente después de una sola inyeccion i.p. de la proteina de fusion
FP278 (SEQ ID NO: 44) derivada de MFGES8 a 0,16 mg/kg o 0,5 mg/kg/i.p.

La Figura 18 muestra la captacion del agente de contraste de 6xido de hierro
superparamagnético (SPIO) (Endorem®) por el higado a lo largo del tiempo. Endorem®
se inyectd por via intravenosa como un bolo durante 1,2 s en animales con AKI (24 h
después de la induccion de la enfermedad) o después de la operacion simulada (animales
después de 24 h de nefrectomia). Los animales con AKI mostraron una absorcion
significativamente reducida del agente de contraste por el higado (objetivo = células de
Kupffer) en comparacion con los animales simulados. Tratamiento con la proteina de
fusion FP776 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 48) se dosifica profilacticamente —30 min
antes de la induccion de AKI, o se dosifica terapéuticamente +5 h después de la induccién
de lesién por reperfusion isquemia, se protege de la pérdida de acumulacion de agente de

contraste en el higado de ratones con AKI.

Descripcién Detallada

En el presente documento se describen proteinas de fusion terapéuticas que
comprenden un dominio de unién a integrina, un dominio de unién a PS y un dominio de
solubilizacién. También se describen en el presente documento métodos de tratamiento
gue utilizan las proteinas de fusion de la descripcion, asi como ensayos, tales como un
ensayo de eferocitosis, Utiles para la caracterizacion de las proteinas de fusion.
Definiciones

Para que la presente descripcibn pueda entenderse mas facilmente, ciertos
términos se definen especificamente a lo largo de la descripcion detallada. A menos que
se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este
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documento tienen el mismo significado que el que entienden cominmente los expertos en
la técnica a la que pertenece esta descripcién.

En todos los casos en los que el término "comprender", "comprende", "que
comprende" o similares se utilizan en referencia a una secuencia (por ejemplo, una
secuencia de aminoacidos), se entendera que dicha secuencia también puede estar
limitada por el término 'consistir', ‘consiste’, '‘que consiste' o similares. Como se utiliza en
este documento, la frase "que consiste esencialmente en" se refiere a los géneros o
especies de agentes farmacéuticos activos incluidos en un método o composicion, asi
como a cualquier excipiente inactivo para el propdésito pretendido de los métodos o
composiciones. En algunos aspectos, la frase "que consiste esencialmente en" excluye
expresamente la inclusion de uno o mas agentes activos adicionales distintos de una
molécula de unién multiespecifica de la presente descripcién. En algunos aspectos, la
frase "que consiste esencialmente en" excluye expresamente la inclusién de uno o mas
agentes activos adicionales distintos de una molécula de union multiespecifica de la
presente descripcidén y un segundo agente co—administrado.

El término 'eferocitosis' como se utiliza en este documento se refiere a un proceso
en biologia celular, en donde las células moribundas o muertas, tales como las células
apoptdticas o necréticas o envejecidas o células altamente activadas o las vesiculas
celulares extracelulares (microparticulas) o desechos celulares, llamados colectivamente
"presa”, se eliminan mediante fagocitosis, es decir se absorben por una célula fagocitica y
digeridos. Durante la eferocitosis, las células fagociticas sujetan y absorben activamente a
la presa, generando vesiculas intracelulares grandes llenas de liquido que contienen la
presa llamada eferosoma, lo que da como resultado un compartimento lisosémico donde
se inicia la degradacién de la presa. Durante la apoptosis, la eferocitosis asegura que las
células moribundas se eliminen antes de que la integridad de su membrana se vea
comprometida y su contenido pueda filtrarse a los tejidos circundantes, evitando la
exposicion de los tejidos circundantes a DAMP como enzimas toxicas, oxidantes y otros
componentes intracelulares como ADN, histonas y proteasas. Las células fagociticas
profesionales incluyen células de origen mieloide tales como macrofagos y células
dendriticas, pero otras, por ejemplo las células del estroma, también pueden realizar
eferocitosis como células epiteliales y endoteliales y fibroblastos. La eferocitosis
deteriorada se ha relacionado con enfermedades autoinmunes y dafio tisular y se ha
demostrado en enfermedades como fibrosis quistica, bronquiectasia, EPOC, asma,
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fibrosis pulmonar idiopética, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
glomerulonefritis y aterosclerosis (Vandivier RW et al (2006) Chest, 129(6): 1673-82).
Ninguna terapia que promueva especificamente la eferocitosis ha ingresado a las clinicas
hasta la fecha.

El término "ensayo de eferocitosis" como se utiliza en este documento y como se
describe en los ejemplos se refiere a un sistema de ensayo desarrollado para el perfil de
proteinas de fusion, que utiliza macréfagos humanos o células endoteliales humanas
(HUVEC) como células fagociticas. Aqui se ejemplifica un ensayo de eferocitosis de
macréfagos—neutroéfilos, un ensayo de eferocitosis de células endoteliales—células Jurkat
0 un ensayo de eferocitosis de microparticulas de células endoteliales. Estos ensayos,
como se describen con més detalle en los Ejemplos, se pueden utilizar para demostrar
gue los bioterapéuticos derivados de MFG-ES8, tales como las proteinas de fusion de la
presente descripcion, promueven eficazmente la eferocitosis de células y microparticulas
moribundas por macréfagos o células endoteliales. Ademas, el ensayo de macrofagos—
neutroéfilos descrito es adecuado para demostrar que tales compuestos de esta invencion
pueden incluso rescatar la eferocitosis alterada por LPS o S. aureus de células
moribundas.

Los términos "polipéptido” y "proteina" se utilizan indistintamente en este
documento para referirse a un polimero de residuos de aminoacidos. Las frases también
se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de aminoacidos es
un mimético quimico artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi como a
polimeros de aminoacidos de origen natural y polimero de aminoacidos de origen no
natural. A menos que se indique lo contrario, una secuencia polipeptidica particular
también incluye implicitamente variantes modificadas de forma conservadora de la misma.

El término "pegajosidad" como se utiliza en este documento en relacién con las
proteinas de la presente descripcién se refiere a un resultado del plegamiento incorrecto
de proteinas que promueve la aglutinacién o agregacion de proteinas. Estos efectos no
deseados y no funcionales son el resultado de interacciones hidrofobicas superficiales.

Como se utiliza en este documento, "C—terminal" se refiere al aminoacido carboxilo
terminal de una cadena polipeptidica que tiene un grupo carboxilo libre (~COOH). Como
se utiliza en este documento, "N—terminal" se refiere al aminoacido amino terminal de una

cadena polipeptidica que tiene un grupo amina libre (-NH2).
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”

Como se utiliza en este documento, el término “proteina de fusién™ se refiere a
una proteina que comprende varios dominios, que pueden no constituir una proteina
completa natural o de tipo salvaje, pero pueden estar limitados a un dominio activo de la
proteina completa responsable de unirse a un correspondiente receptor en la superficie de
una célula. Las proteinas de fusién se pueden generar utilizando un disefio de proteina
recombinante, donde el término "proteina recombinante"” se refiere a una proteina que se
ha preparado, expresado, creado o aislado por medios de tecnologia de ADN
recombinante. La fusién en tandem, por ejemplo, se refiere a una técnica mediante la cual
las proteinas o dominios de proteinas de interés se conectan simplemente de un extremo
a otro mediante la fusion de los terminales N o C entre las proteinas. Esto proporciona
una estructura de puente flexible que permite suficiente espacio entre los compafieros de
fusion para garantizar un plegado adecuado. Sin embargo, los extremos N o C del péptido
son a menudo componentes cruciales para obtener el patrén de plegamiento deseado
para la proteina recombinante, con el efecto de que la simple unién de los dominios de un
extremo a otro puede ser ineficaz. Alternativamente, el proceso de insercion de dominios
implica la fusion de dominios proteicos consecutivos codificando estructuras deseadas en
una unica cadena polipeptidica y, a veces, la insercion de un dominio dentro de otro
dominio. En los dos procesos mencionados anteriormente, los dominios estan
"directamente unidos" o "unidos directamente”. La insercion del dominio es a menudo mas
dificil de realizar que la fusién en tandem debido a la dificultad de encontrar un sitio de
ligadura apropiado en el gen de interés.

Ademas de las técnicas de fusidn de enlace directo mencionadas anteriormente,
se puede utilizar un ligador externo para mantener la funcionalidad de los dominios
proteicos en la proteina de fusién. Dicho ligador se refiere a un tramo de aminoacidos que
conecta un dominio de proteina con otro dominio de proteina y se denomina en el
presente documento ‘"ligador indirecto”. Como tales, los dominios estan "unidos
indirectamente” o "unidos indirectamente". Por ejemplo, los expertos en la técnica
apreciardn que un polipéptido cuya estructura incluye dos o més dominios funcionales u
organizativos a menudo incluye un tramo de aminoacidos entre dichos dominios que los
une entre si. El ligador permite interacciones de dominio, refuerza la estabilidad y puede
reducir el impedimento estérico, lo que a menudo los hace preferidos para su uso en el
disefio de proteinas manipuladas incluso cuando los extremos N y C pueden fusionarse.
En algunas modalidades, un ligador se caracteriza porque tiende a no adoptar una
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estructura tridimensional rigida sino que mas bien proporciona flexibilidad al polipéptido.
Se han utilizado varios tipos de ligadores de origen natural en proteinas manipuladas, por
ejemplo, la region bisagra de inmunoglobulina, que funciona como un ligador en muchas
proteinas terapéuticas recombinantes, particularmente en constructos de anticuerpos
disefiados (Pack P et al., (1995) J. Mol. Biol.,246: 28-34). Ademas de los ligadores
naturales, se han ideado una multitud de ligadores artificiales, que pueden subdividirse en
tres categorias: ligadores flexibles, rigidos y escindibles in vivo. (Yu K et al., (2015)
Biotech. Advances, 33(1): 155-64; Chen X et al., (2013) Ad. Drug Delivery Reviews,
65(10): 1357-69). Las secuencias ligadoras flexibles mas utilizadas son (Gly)n (Sabourin
et al., (2007) Yeast, 24: 39-45) y (GlysSer)n (SEQ ID NO: 64) (Huston et al., 1988, 85:
5879-83) donde la longitud del ligador se puede ajustar mediante el nimero de copia "n".
En algunas modalidades, un polipéptido que comprende un elemento ligador tiene una
estructura general de la forma general D1-ligador-D2, en donde D1 y D2 pueden ser
iguales o diferentes y representan dos dominios asociados entre si por el ligador. En
algunas modalidades, un ligador polipeptidico es al menos 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, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas aminoacidos en longitud.

Una 'modificacién’ o 'mutacién' de un residuo/posicion de aminoacido, como se
utiliza en este documento, se refiere a un cambio de una secuencia de aminoacidos
primaria en comparacion con una secuencia de aminoacidos inicial, en donde el cambio
resulta de una alteracibn de secuencia que involucra a dicho residuo/posiciones de
aminodcido. Por ejemplo, las modificaciones tipicas incluyen la sustitucion del residuo (o
en dicha posicién) con otro aminoacido (por ejemplo, una sustitucidon conservadora o no
conservadora), la insercion de uno 0 mas aminoacidos adyacentes a dicho
residuo/posicion y la eliminacién de dicho residuo/posicién. Una "sustitucién" de
aminodcidos o variacion del mismo se refiere a la sustitucion de un residuo de aminoacido
existente en una secuencia de aminoacidos predeterminada (inicial) con un residuo de
aminoéacido diferente. Generalmente y de modo preferente, la modificacion da como
resultado la alteracién en al menos una actividad fisicobioquimica del polipéptido variante
en comparacién con un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
partida (o "tipo salvaje").

El término "variante modificada de forma conservadora" se aplica tanto a las
secuencias de aminoacidos como a las de &cidos nucleicos. Con respecto a secuencias
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de &cidos nucleicos particulares, las variantes modificadas de forma conservadora se
refieren a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o donde el &cido nucleico no codifica una secuencia de
aminodcidos, a secuencias esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién del codigo
genético, un gran numero de &cidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican
cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican el
aminodacido alanina. Por tanto, en cada posicién en la que se especifica una alanina
mediante un coddn, el coddén se puede alterar en cualquiera de los codones
correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Estas variaciones de acido
nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones modificadas
de forma conservadora. Cada secuencia de &cido nucleico en este documento que
codifica un polipéptido también describe cada posible variacion silenciosa del &cido
nucleico. Un experto reconocera que cada codén de un acido nucleico (excepto AUG, que
normalmente es el Unico coddn para metionina, y TGG, que normalmente es el Unico
coddén para triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente
idéntica. Por consiguiente, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un
polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

Para las secuencias de polipéptidos, las "variantes modificadas de forma
conservadora" incluyen sustituciones, deleciones o adiciones individuales a una secuencia
de polipéptidos que dan como resultado la sustitucion de un aminoacido por un
aminoacido quimicamente similar. Se conocen en la técnica tablas de sustitucion
conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares. Dichas variantes
modificadas de manera conservadora se suman y no excluyen variantes polimoérficas,
homoélogos interespecies y alelos. Los ocho grupos siguientes contienen aminoacidos que
son sustituciones conservativas entre si: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico
(D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5)
Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y),
Triptéfano (W); 7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (véase, por
ejemplo, Creighton, Proteins (1984)). En algunas modalidades, la frase "modificaciones de
secuencia conservadoras" se utiliza para referirse a modificaciones de aminoacidos que
no afectan o alteran significativamente las caracteristicas de union de los dominios de

unién de las proteinas disefiadas de la presente divulgacion.
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Una 'variante de proteina' o 'variante de una proteina' como se hace referencia en
este documento, se refiere a una proteina que comprende una variaciéon en la que uno o
mas, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 aminoacidos se han modificado. Una "variante
funcional" de una proteina como se menciona en este documento, se refiere a una
variante de proteina que comprende una modificacion que da como resultado un cambio
en la secuencia de aminoacidos pero no hay cambio en la propiedad general de la
proteina o en su funcién. Una "variante truncada" de una proteina como se hace
referencia en este documento, se refiere a una versién abreviada de una proteina, pero la
version abreviada de la proteina conserva la funcion de la proteina original. Para
determinar si una variante funcional o variante truncada no tiene ningin cambio en la
propiedad o funcion general, estas proteinas variantes pueden probarse frente a una
proteina principal de longitud completa o no modificada para determinar su efecto en
varios ensayos como se describe en la presente descripcion. Por ejemplo, promover la
eferocitosis por células endoteliales en un ensayo de eferocitosis de células endoteliales
humanas—células Jurkat, restaurar la eferocitosis alterada por macréfagos en un ensayo
de eferocitosis de macrofagos humanos—neutrofilos, reducir el nimero de microparticulas
plasmaticas por depuracion en un ensayo de eferocitosis de microparticulas endoteliales
humanas, y/o proporcionar proteccion contra lesion de multiples érganos en un modelo de
isquemia renal aguda.

Los términos "porcentaje de identidad" o "porcentaje de identidad de secuencia" en
el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas, se refieren a dos o
MAas secuencias o subsecuencias que son iguales. Dos secuencias son 'sustancialmente
idénticas' y muestran ‘identidad de secuencia' si dos secuencias tienen un porcentaje
especifico de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales (es decir, al menos
60% de identidad, opcionalmente al menos 65%, 70%, 75% , 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad en una regidn especifica, 0, cuando no se especifica, en
toda la secuencia), cuando se compara y alinea para una maxima correspondencia sobre
una ventana de comparacion, o region designada, por ejemplo medido utilizando uno de
los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o0 mediante alineacion manual e
inspeccion visual. Opcionalmente, la identidad existe sobre una region que tiene al menos
aproximadamente 50 nucle6tidos (o 10 aminoéacidos) de longitud, o sobre una region que
tiene de 100 a 500 o 1000, o 2000 o 3000 o mas nuclebtidos de longitud, o
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alternativamente, 30 a 200, 300, 500, 700, 800, 900 o 1000 o mas aminoacidos de
longitud.

Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actla como
secuencia de referencia, con la que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se
utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias de prueba y de
referencia se ingresan en una computadora, se designan coordenadas de subsecuencia,
si es necesario, y se designan parametros del programa del algoritmo de secuencia. Se
pueden utilizar parametros de programa predeterminados o se pueden designar
parametros alternativos. A continuacién, el algoritmo de comparacién de secuencias
calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de prueba en
relacién con la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

El término “ventana de comparacion™, como se utiliza en este documento, incluye
referencia a un segmento de cualquiera de las posiciones contiguas de acido nucleico o
aminodcido seleccionadas del grupo que comprende de 20 a 600, generalmente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas generalmente de aproximadamente
100 hasta aproximadamente 150 en donde se puede comparar una secuencia con una
secuencia de referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de que las
dos secuencias estén alineadas de manera éptima. Se conocen en la técnica métodos de
alineacion de secuencias para comparacion. El alineamiento 6ptimo de secuencias para
comparacion puede realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2: 482c, mediante el algoritmo de alineacion
por homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol., 48: 443, mediante el método
de busqueda de similitudes de Pearson y Lipman (1988) PNAS USA, 85: 2444, mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA vy
TFASTA en el paquete de software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineacién manual e inspeccién visual (véase,
por ejemplo, Brent et al., (2003) Current Protocols in Molecular Biology).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de
identidad de secuencia y similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0,
que se describen en Altschul et al., (1977) Nuc. Acids Res,. 25: 3389—-3402; y Altschul et
al., (1990) J. Mol. Biol., 215: 403—-410, respectivamente. El software para realizar analisis
BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica.
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El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos
secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul (1993) PNAS. USA, 90: 5873-5787).
Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de
suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual
se produciria una coincidencia entre dos secuencias de nucle6tidos o aminoacidos por
casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de
referencia si la probabilidad de suma méas pequefia en una comparacién del acido
nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es menos de aproximadamente
0,2, de modo mas preferente menos de aproximadamente 0,01 y lo méas preferente menos
de aproximadamente 0,001.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoécidos también se puede
determinar utilizando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci. 4: 11—
17 (1988)) que se ha incorporado al programa ALIGN (version 2.0), utilizando una tabla de
residuos de peso PAM120, una penalizacion de longitud de brecha de 12 y una
penalizacion de brecha de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de
aminodcidos se puede determinar utilizando el algoritmo de Needleman & Wunsch (supra)
que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible
en www.gcg.com), utilizando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y un peso de
brecha de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,50 6.

Un polipéptido es tipicamente de modo sustancial idéntico a un segundo
polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solo por sustituciones
conservadoras. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son
sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus complementos se hibridan entre
si en condiciones rigurosas.

El término "acido nucleico" se utiliza aqui de manera intercambiable con el término
"polinucledtido” y se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros de los
mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. El término abarca acidos nucleicos que
contienen andlogos de nucleétidos conocidos o residuos o enlaces de la estructura
modificada, que son sintéticos, naturales y no naturales, que tienen propiedades de unién
similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de una manera
similar a la nucleétidos de referencia. Los ejemplos de tales analogos incluyen, sin
limitacion, fosforotioatos, fosforamidatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2—O—
metil ribonucleétidos, péptido—acidos nucleicos (PNA).
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A menos que se indique lo contrario, una secuencia de &cido nucleico particular
también incluye implicitamente variantes modificadas de manera conservadora de la
misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, las
sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en las
que la tercera posicién de uno o mas codones seleccionados (o todos) esta sustituida con
residuos de base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et al., (1991) Nucleic Acid Res., 19:
5081; Ohtsuka et al., (1985) J Biol Chem., 260: 2605-2608; and Rossolini et al., (1994)
Mol Cell Probes, 8: 91-98). Como se utiliza en este documento, el término "secuencia de
nucledtidos optimizada" significa que la secuencia de nucleétidos se ha alterado para
codificar una secuencia de aminoacidos utilizando codones que son preferidos en la
célula de produccién, por ejemplo una célula de ovario de hamster chino (CHO). La
secuencia de nucledtidos optimizada estd disefiada para retener por completo la
secuencia de aminoéacidos codificada originalmente por la secuencia de nucleétidos de
partida, que también se conoce como secuencia "parental”. En modalidades particulares,
las secuencias optimizadas en este documento se han disefiado para tener codones que

se prefieren en las células CHO de mamiferos.

Proteinas de Fusién Terapéuticas
Dominios de union a integrina

Las integrinas son receptores transmembrana que facilitan la adhesion célula—
matriz extracelular (ECM). Tras la unién del ligando, las integrinas activan las vias de
transduccion de sefiales que median sefales celulares como la regulaciéon del ciclo
celular, la organizacion del citoesqueleto intracelular y el movimiento de nuevos
receptores a la membrana celular (Giancotti & Ruoslahti (1999) Science, 285 (5430):
1028-32). La presencia de integrinas permite respuestas rapidas y flexibles a eventos en
la superficie celular. Existen varios tipos de integrinas y una célula puede tener mdltiples
tipos diferentes en su superficie. Las integrinas tienen dos subunidades: a (alfa) y B
(beta), cada una de las cuales penetra la membrana plasmatica y posee varios dominios
citoplasmaticos (Nermut MV et al (1988). EMBO J., 7 (13): 4093-9). Un aminoacido &cido
se presenta en el sitio de interaccion de la integrina de muchas proteinas ECM, por
ejemplo, como parte de la secuencia de aminoacidos Arginina—Glicina—Acido aspartico
("RGD" en el codigo de aminoacidos de una letra). EI motivo RGD se ha encontrado en
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numerosas proteinas de la matriz como fibronectina, fibrindbgeno, vitronectina y
osteopontina y ayuda en la adhesion celular. El motivo RGD se encuentra en una serie de
proteinas en un dominio proteico conservado conocido como dominio similar a EGF, que
deriva su nombre del factor de crecimiento epidérmico donde se describié por primera
vez. El dominio similar a EGF es uno de los dominios mas comunes que se encuentran en
proteinas extracelulares (Hidai C (2018) Open Access J Trans Med Res., 2 (2): 67-71) y
algunos ejemplos de dominios similares a EGF que contienen un motivo RGD se

enumeran a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1: Ejemplos de proteinas que comprenden proteinas de dominio de tipo EGF que

contienen un motivo de integrina RGD

Abreviatura UniProtkKB Nombre Referencia

EDIL3 043854 EGF como repeticion y dominio | Schirpf T et al., (2012)
discoidina 3

MFG-ES8 Q08431 Proteina de factor 8 de glébulos | Taylor MR et al., (1997)
de grasa de leche—EGF

NRG1 Q02297 Neuregulina—1 Leguchi K et al., (2010)

IGFBP-1 P08833 Proteina de unién al factor de | Haywood NJ et al.,
crecimiento similar a la insulina 1l | (2017)

P2Y2R P41231 Receptor de nucledtidos P2Y2 Erb L et al., (2001)

El término 'dominio de union a integrina' como se utiliza en el presente documento
se refiere a un tramo de aminoacidos, o dominio de proteina, que tiene la funcion de
unirse a integrinas. En una modalidad de la presente descripcién, 'dominio de unién a
integrina’ como se utiliza en este documento se refiere a un tramo de aminoacidos, o
dominio proteico, que tiene la funcién de unirse a las integrinas y que comprende un
motivo RGD. En una modalidad de la presente descripcién, el dominio de unién a
integrina es un dominio similar a EGF de MFG—-E8 humano que tiene la secuencia de
aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 2. En una modalidad alternativa de la
presente descripcién, el dominio de union a integrina es un dominio similar a EGF de
EDIL3 humano (cualquiera de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 77,
SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, o
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SEQ ID NO: 101); por ejemplo, donde los dominios similares a EGF se pueden encontrar
dentro del tramo de aminoéacidos 1-132 de la SEQ ID NO: 11.

El término "se une a integrinas" como se utiliza en este documento se refiere a una
actividad de union a integrinas. La actividad de unién a integrina se puede determinar
mediante métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se describe un ensayo de
adhesion de integrina en los Ejemplos, seccidn 3.2, en donde se determiné la adhesion de
células de linfoma que expresan integrina av3 marcadas con fluorescencia a proteinas
de fusién terapéuticas de la presente descripcion. Se considera que un dominio de unién
a integrina tiene actividad de unién a integrina si tiene al menos un 10%, como por
ejemplo al menos el 25%, al menos el 50%, al menos el 75%, de modo mas preferente al
menos el 80%, tal como al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el
97%, al menos el 98% de la actividad de unién a integrina como se observa para la
proteina MFG—E8 humana (SEQ ID NO: 1) cuando se prueba mediante el mismo método
de determinacion de la actividad respectiva, de modo preferente cuando se prueba

utilizando el ensayo descrito en los Ejemplos, seccion 3.2.

Dominios de union a fosfatidilserina

"Fosfatidilserina" (PS), como se utiliza en este documento, se refiere al fosfolipido,
que es un componente de la membrana celular. La PS se limita principalmente a la valva
interna de la membrana celular, mientras que la fosfatidilcolina y la esfingomielina se
localizan en gran parte en la valva externa. La distribucién asimétrica de los fosfolipidos
se mantiene mediante la accion de las flipasas (P4—ATPasas como ATP11A y 11C) en la
membrana plasmatica para translocar activamente la PS desde la valva exterior a la valva
interior. La exposicién de la superficie celular de PS se observa no solo en células
apoptéticas, sino también en linfocitos activados, plaquetas activadas, eritrocitos
envejecidos y algunas células cancerosas y las microparticulas respectivas (Sakuragi et
al., (2019) PNAS USA, 116(8): 2907-12). La exposicion a PS puede ser un biomarcador
de un estado patolégico protrombdtico, inflamatorio o isquémico (Pasalic et al., (2018) J
Thromb Haemost., 16(6): 1198—-2010; Ma et al., (2017) supra; Zhao et al., (2016) supra.
PS tiene una funciéon en una multitud de vias de sefializacién celular y como fosfolipido
esencial en la coagulacion donde puede actuar como potenciador en la formacion de la
tenasa (factores 1Xa, Vllla 'y X) y protrombinasa (factores Xa, Va y protrombina) complejos
(Spronk et al., (2014) Thromb Res. 133 (Suppl 1): S54-6). Posiblemente la funcibn mas
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conocida de la PS externalizada sigue siendo el marcador “cdmeme” (‘eat—-me') para

células fagociticas como los macrofagos para absorver células apoptéticas, restos

celulares o células activadas que exponen PS. El término 'dominio de union a

fosfatidilserina' o ‘dominio de unién a PS', como se usa en este documento, se refiere a un

tramo de aminoacidos, o dominio de proteina, que tiene la funcién de unirse a PS En la

Tabla 2 a continuaciéon se pueden encontrar ejemplos de proteinas endégenas con

dominios de unién a PS.

Tabla 2: Ejemplos de receptores/proteinas con dominios de unién a fosfatidilserina

Abreviatura | UniProt Nombre Dominio de unién | Referencia
a PS putativo
EDIL3 043854 EGF como repeticiones y | Dominios de | pasgupta et al.,
dominios de discoidina 3 | discoidina C1-C2 (2012)
MEG—ES8 Q08431 proteina de factor 8 de | Dominios de | Andersen et al.,
glébulos de grasa de la | discoidina C1-C2 (2000)
leche, lactadherina
BAI1 014514 Inhibidor de la | Repeticiones  de | pgrk et al.,
angiogénesis especifico | trombospondina (2007)
del cerebro 1 tipo 1
TIM1 Q96D42 Inmunoglobulina de | Dominio IgSF-V Kobayashi et al.,
células T y proteina que (2007)
contiene dominio de
mucina 1
TIM3 Q8TDQO | Inmunoglobulina de | Dominio IgSF-V Cao et al,
células T y proteina 3 (2007)
gue contiene dominio de
mucina
TIM4 Q96H15 Inmunoglobulina de | Dominio IgSF-V Kobayashi et al.,
Células T y proteina 4 (2007)
gue contiene dominio de
mucina
Stab1/Stab2 | Q9NY15/ | Stabilina-1y -2 (F;ep?ti_ciones ' de | park SY et al,
ominios similares
QEWWRS a EGF (EGFrps) en (2009)
la region
extracelular
TLT2 Q5T2D2 Receptor de activacion | Dominio IgSF de Freitas et al.,
expresado en la proteina (2012)
2 similar a las células
mieloides
TREM?2 Q9NzCc2 | Receptor activador | Dominio IgSF-V Takahashi et al.,

expresado en células

(2005)
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mieloides 2
CD300a Q9UBN4 Molécula CD300a Dominio IgSF-V Simhadri et al.,
(2012)
RAGE Q15109 | Receptor para productos He et al., (2011)
finales de glicacion
avanzada
AxV P08758 Anexina V Ravanat et al.,
(1992)
PSR Receptor de Mo et al., (2003)
fosfatidilserina
CD36 P16671 Glicoproteina plaquetaria Banesh et al.,
4 (2018)
CD68 P34810 Receptor depurador Chistiakov et al.,
Clase D (2017)

En una modalidad de la presente descripcion, el dominio PS se deriva de MFG-ES8
humano que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID
NO: 76. En una modalidad alternativa de la presente descripcion, el dominio de union a la
integrina es un dominio de uniéon a PS de EDIL3 humana (SEQ ID NO: 11), donde el
dominio de unién a PS comprende los aminoacidos 135-453 de la SEQ ID NO: 11.

La actividad de union a PS se puede determinar mediante métodos bien conocidos
en la técnica. Por ejemplo, se describe un ensayo de unién a PS en los Ejemplos, seccion
3.1, en el que se evalud la union de proteinas de fusién de la presente descripcion a PS
recubiertas en placas de microtitulacién compitiendo contra la unién de MFG—E8 murino
biotinilado. De acuerdo con la presente descripcion, se considera que un dominio de unién
a PS tiene actividad de uniéon a PS si tiene al menos un 10%, tal como por ejemplo al
menos 25%, al menos 50%, al menos 75%, al menos 80%, de modo preferente al menos
90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% de la actividad de
union a PS como se observa para la proteina MFG—E8 humana mostrada en la SEQ ID
NO: 1 cuando se prueba mediante el mismo método de determinacién de la actividad
respectiva, de modo preferente cuando se prueba utilizando el ensayo descrito en los

Ejemplos, seccién 3.1.

Proteinas puente

Hay una serie de proteinas enddégenas que comprenden tanto un dominio de unién
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a integrina como un dominio de unién a PS. En la Tabla 3 a continuacion se muestran
ejemplos de tales "proteinas puente".

Tabla 3: Proteinas puente que contienen dominios de unién tanto a integrina como a
fosfatidilserina

Abreviatura | UniProt Nombre Dominio de union | Receptor en | Referencia

a PS putativa fagocitos

EDIL3 043854 Repeticiones Dominios de | Integrinas Dasgupta et
tipo EGF vy | discoidina C1-C2 (av—B2)

(DEL-1) dominios de al., (2012)
discoidina 3

MFEG-ES8 Q08431 proteina de | Dominios de | integrinas Andersen et
factor 8 de | discoidina C1-C2 (avb3/b5 a8b1)

- al., (2000)

glébulos de

grasa de |la

leche,

lactadherina

Pros1 P07225 Proteina S Dominio del &cido | Tyro3 'y Mer | giitt et al.,

y—carboxiglutamico | "factor de (1995)
(Gla) anticoagulacién"

Gas6 Q14393 Proteina Dominio Gla Tyro3, Mer y | sttt et al.,
especifica de AXL (1995)
detencion del
crecimiento 6

Para que tenga valor terapéutico, es Util si la proteina puente comprende un
dominio de unién a integrina que reconoce integrinas en fagocitos que normalmente no
son sensibles a la escisibn o desprendimiento proteolitico como se ha observado en
miembros de la familia TAM u otros receptores de unién a PS. Se ha demostrado que una
proteina con un dominio de union a PS y un dominio de union a integrina, por ejemplo,
MFG-E8 o su paralogo EDIL3/DEL1, induce eferocitosis in vitro y, por lo tanto, podria
tener valor terapéutico como inductores de eferocitosis en AOIL. Por el contrario, la
proteina GAS6, por ejemplo, puede no ser particularmente eficaz para promover la
eferocitosis en las AOIl porque su receptor en los fagocitos (MerTK) se escinde
proteoliticamente durante la inflamacion y la infeccién, como se describe anteriormente.

Un ejemplo de una proteina puente, como se enumera en la Tabla 3 anterior, es
MFG-EB8, que es una de las principales proteinas que se encuentran en la membrana del
glébulo de grasa de la leche (MFGM). MFG—-E8 se expresa y secreta por varios tipos
diferentes de células (por ejemplo, células epiteliales mamarias, células vasculares,
células epiteliales del epididimo, células del musculo liso adrtico, macrofagos activados,
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endometrio estimulado y células dendriticas inmaduras) y tejidos (por ejemplo, corazon,
pulmones, glandulas mamarias, bazo, intestinos, higado, rifidén, cerebro, sangre y
endotelio). La proteina MFG—E8 también se conoce por varios nombres diferentes, como
lactadherina, BP47, componentes 15/16, MFGM, MGP57/53, PAS-6/PAS—7 glicoproteina,
proteina de la pared celular SED1, proteina de la superficie del esperma SP47, antigeno
del epitelio mamario BA46 y O—acetil GD3 gangliésido sintasa (AGS). El gen MFG-ES8 se
encuentra en el cromosoma 1 en ratas, el cromosoma 7 en ratones y el cromosoma 15 en
humanos. El corte y empalme alternativo del pre—ARNm de MFG—E8 da como resultado
tres isoformas de la proteina humana y dos formas de ARNm, las variantes largas y cortas
se expresan en las glandulas mamarias de ratén. El gen humano MFG-E8 (UniProtkKB —
Q08431) codifica una proteina que tiene 387 residuos de largo que se procesa para
formar multiples productos proteicos. La secuencia de aminoacidos del MFG—E8 humano,
gue comprende el péptido sefial (residuos 1-23; subrayado), dominio similar a EGF
(residuos 24-67; en cursiva), dominio C1 (residuos 70-225; negrita) y dominio C2
(residuos 230—-387; negrita y subrayado), se proporciona a continuacion:

MPRPRLLAAL CGALLCAPSL LVALDICSKN PCHNGGLCEE ISQEVRGDVF
PSYTCTCLKG YAGNHCETKC VEPLGLENGN IANSQIAASS VRVTFLGLQH
WVPELARLNR AGMVNAWTPS SNDDNPWIQV NLLRRMWVTG VVTQGASRLA
SHEYLKAFKV  AYSLNGHEFD FIHDVNKKHK EFVGNWNKNA  VHVNLFETPV
EAQYVRLYPT SCHTACTLRF ELLGCELNGC ANPLGLKNNS IPDKQITASS
SYKTWGLHLF SWNPSYARLD KOGNENAWVA GSYGNDOWLQ VDLGSSKEVT
GIITOGARNF GSVOFVASYK VAYSNDSANW TEYODPRTGS SKIFPGNWDN
HSHKKNLFET PILARYVRIL PVAWHNRIAL RLELLGC (SEQ ID NO: 1).

MFG-E8 carece de la funcién transmembrana que tiene MFGM vy, por lo tanto,

sirve como proteina de membrana periférica. El MFG—-E8 humano consta de un dominio
similar al EGF N—terminal (SEQ ID NO: 2) que se une a las integrinas avf33 y avp5
expresadas en fagocitos y un dominio de unién a PS (SEQ ID NO: 3) que comprende dos
F5/8—discoidina subdominios (C1 y C2) que se unen con alta afinidad a los fosfolipidos
anionicos. La unién a la integrina es el resultado del motivo RGD localizado en los
residuos 46—-48 de MFG—E8 humano (SEQ ID NO: 1). Las células apoptéticas, los restos
celulares, las células hiperactivadas y la mayoria de las microparticulas (MP) exponen PS
y son objetivo de MFG-ES8 que, actuando como molécula puente, opsoniza estas células y
microparticulas y las une a las integrinas avp3 y avp5 en los fagocitos. Esta accion puente
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desencadena un programa de absorcion eficiente que conduce a la internalizacion de las
células, los desechos y las microparticulas. Las proteinas que se encuentran en MFGM
estan altamente conservadas en todas las especies. La estructura de la proteina MFG—-E8
varia segln la especie; todas las especies actualmente conocidas contienen dos dominios
C pero difieren en el numero de dominios similares a EGF. Por ejemplo, la proteina MFG—
E8 humana contiene un dominio similar a EGF, mientras que la MFG—-E8 bovina y la
MFG-E8 murina (SEQ ID NO: 68) tienen dos dominios similares a EGF, y el pollo, la rana
y el pez cebra tienen tres dominios similares a EGF. Los dominios de MFG-ES8, se han
propuesto previamente como constituyentes de la terapéutica, en particular los dominios
de union a PS (Kooijmans et al., (2018) Nanoscale, 10 (5): 2413-2426) y los fragmentos
de MFG-E8 se han descrito para actuar en modelos de fibrosis (solicitud de patente
estadounidense US2018/0334486).

La captacién no flogistica de células moribundas, restos y microparticulas por
fagocitos profesionales y no profesionales juega un papel critico en la homeostasis
después de una lesion tisular (Greenlee - Wacker (2016) supra). La importancia de la
depuraciéon apropiada se hizo mas evidente en modelos genéticos en los que los ratones
knockout MFG—E8 mastraron, por ejemplo, un mayor nimero de células moribundas (no
depuradas) en los tejidos, una respuesta inflamatoria exagerada en modelos de
enfermedades como la sepsis neonatal, la autoinmunidad, la angiogénesis deficiente y la
alteracion curacion de heridas (Hanayama et al., (2004) Science, 204(5474): 1147-50; Das
et al., (2016) J Immunol., 196(12): 5089-5100; Hansen et al., (2017) J Pediatr Surg.,
52(9): 1520-7).

Ademas, se ha demostrado que MFG-E8 genera un entorno tolerogénico
mediante la supresion de la activacion y proliferacion de células T, la inhibicién de las
subpoblaciones Thl, Th2 y Thl7 al tiempo que aumenta los subconjuntos de células T
reguladoras (Tregs). Curiosamente, las Treg contribuyen a la resolucién de la inflamacion
al inducir eferocitosis por macréfagos (Proto et al., (2018) Immunity, 49 (4): 666—77). Se
ha descrito que MFG—E8 promueve el injerto alogénico de tejidos derivados de células
madre embrionarias a través de la barrera MHC (Tan et al., (2015) Stem Cell Reports, 5
(5): 741-752). MFG-E8 también tiene mdltiples usos nutricionales, que ayudan a
promover el desarrollo de tejidos y la proteccion contra agentes infecciosos. Las
glicoproteinas como MFG—E8 son nutracéuticos potenciales que mejoran la salud para

aplicaciones alimentarias y farmacéuticas. MFG—E8 también se puede combinar con otros
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nutrientes (por ejemplo, probidticos, micelas de proteina de suero, acido alfa—

hidroxiisocaproico, citrulina y 4cidos grasos de cadena ramificada).

Dominio de solubilizacion

Como se describe en el presente documento, las proteinas de fusién terapéuticas
de la presente descripcion comprenden un dominio de unién a integrina y un dominio de
unién a PS. Ademas, las proteinas de fusién también comprenden un dominio adicional
que confiere una serie de propiedades deseables a la proteina de fusion. Este dominio
adicional, que se ha denominado "dominio de solubilizacion" para los fines de esta
solicitud, confiere propiedades bioldgicas mejoradas, tales como mayor solubilidad, menor
agregacion y mayor bioactividad. Como resultado, la proteina de fusiébn muestra perfiles
farmacocinéticos deseables. Ademas, la presencia de un dominio de solubilizacion mejora
la estabilidad de la proteina de fusién terapéutica y da como resultado una expresion
mejorada de la proteina de fusibn en comparacion con la proteina de tipo salvaje en
sistemas de expresion celular, como se muestra por un aumento en el rendimiento
después de la purificacion.

La presencia de un dominio de solubilizacion también puede conferir una vida
media prolongada a la proteina de fusion terapéutica. Por ejemplo, muchos farmacos
proteicos estan unidos al polietilenglicol (PEG), reCODE PEG, andamio de anticuerpos,
acido polisalico (PSA), hidroxietil almidén (HES) y proteinas séricas, tales como alblimina,
IgG y FcRn, para extender su vida media plasmatica y para lograr efectos terapéuticos
mejorados (Kim et al., (2010) J Pharmacol Exp Ther., 334: 682-92; Weimer et al., (2008)
Thromb Haemost. 99: 659-67; Dumont et al., (2006) BioDrugs, 20: 151-60;
Schellenberger et al., (2009) Nat Biotechnol., 27: 1186-90).

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacién es una proteina de albimina
tal como albimina de suero humano (HSA; SEQ ID NO: 4) o variantes de la misma. Por
ejemplo, HSA que comprende la sustitucion de aminoacidos C34S para disminuir la
propension a la agregacion (SEQ ID NO: 5), o dominios de HSA tales como HSA D3;
(SEQ ID NO: 6). La HSA tiene una vida media sérica muy larga debido a varios factores,
incluido su tamafio relativamente grande que reduce la filtracion renal y su caracteristica
de unién al receptor de Fc neonatal (FcRn), evitando asi la degradacion intracelular.
También se ha propuesto el uso de fragmentos N—terminales de HSA para fusiones con
polipéptidos (por ejemplo, solicitud de patente EP399666). Por consiguiente, la fusion o
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conjugacion genética o quimica de moléculas con albimina puede estabilizar o extender
la vida util y/o retener la actividad de una molécula durante periodos prolongados de
tiempo en solucién, in vitro y/o in vivo. Se pueden encontrar métodos adicionales
relacionados con fusiones de HSA, por ejemplo, en las solicitudes de patente
internacional W0O2001/077137 y WO2003/060071.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacién comprende un dominio Fc
de anticuerpo tal como Fc—inmunoglobulina G1 humana (Fc-lgG1l; SEQ ID NO: 7). El
dominio Fc también puede modificarse, por ejemplo, utilizando modificaciones basadas en
el botdn en el ojal (KiH) para mejorar la heterodimerizacion de Fc mediante la introduccién
de sustituciones de aminoacidos complementarios en el dominio CH3 del Fc. Por ejemplo,
la sustituciébn T366W para crear un 'boton' en un dominio CH3 y las sustituciones T366S,
L368A e Y407V para crear un 'ojal' en el otro dominio CH3 (Merchant et al (1998) Nat.
Biotechnol., 16 (7): 677-81; numeracion EU IgG1). Las modificaciones adicionales que se
pueden incluir en el dominio Fc solas o combinadas con modificaciones para mejorar la
heterodimerizacion pueden comprender, por ejemplo, sustituciones de aminoacidos en
cisteina para crear un enlace cisteina adicional, por ejemplo S354C y/o Y349C, y
sustituciones de aminoacidos para reducir o eliminar la unién a los receptores Fcy y
complementar la proteina Clqg, para "silenciar® la funcion efectora inmunitaria. La
denominada doble mutacion "LALA" (L234A junto con L235A; numeracién EU) da como
resultado funciones efectoras disminuidas (Lund et al., (1992) Mol Immunol., 29: 53-9).
Alternativamente, la doble mutacion "DAPA" (D265A junto con P329A; numeracion de la
EU) da como resultado funciones efectoras disminuidas. En una modalidad de la presente
descripcion, el dominio Fc puede comprender las sustituciones de aminoacidos D265A,
P329A para el silenciamiento de Fc y/o las sustituciones de aminoacidos KiH T366W
(botén) o T366S, L368A e Y407V (ojal). En una modalidad, el dominio Fc se deriva de
IgG1 humana y comprende las sustituciones de aminoacidos D265A, P329A (SEQ ID NO:
8). En otra modalidad, el dominio Fc se deriva de IgG1 humana y comprende las
sustituciones de aminoacidos D265A, P329A, S354C y la sustitucion de aminoacidos
T366W (Fc-IgGl-boton; SEQ ID NO: 9). En otra modalidad, el dominio Fc se deriva de
lgG1 humana y comprende las sustituciones de aminoacidos D265A, P329A, Y349C y las
sustituciones de aminoécidos T366S, L368A e Y407V (Fc—lgGl—-ojal; SEQ ID NO: 10).
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En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion comprende un dominio Fc
de anticuerpo derivado de IgA, IgD, IgE o IgM humanas.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacibon comprende SUMO
(Modificador de tipo ubiquitina pequefio), ubiquitina, GST (glutatibn S—transferasa) o

variantes de los mismos.

Union y Orientacién de Dominios de Proteinas de Fusion Terapéuticas

El dominio de unién a integrina, el dominio de unién a PS y el dominio de
solubilizacién de las proteinas de fusion de la presente descripcion estan unidos. Como se
utiliza en este documento, el término "unido" o "que une" se refiere a un dominio de la
proteina de fusion que se une, directa o indirectamente, a otro dominio de la proteina de
fusion. La union directa es una forma de enlace y se denomina en el presente documento
"fusionado" o "fusion”. Utilizando una molécula que tiene la forma A—-B—C como ejemplo:
el dominio A esta unido directamente al dominio B y unido directamente al dominio C.
Como tal, el dominio A también puede describirse como fusionado al dominio B que esta
fusionado al dominio C. Como otro ejemplo, el dominio A estd unido directamente al
dominio B e indirectamente unido al dominio C. Como tal, el dominio A también puede
describirse como fusionado al dominio B, que esta unido indirectamente por un ligador
interno al dominio C.

En algunas modalidades, el enlace es un enlace directo y, por tanto, los dominios
estan fusionados entre si. En algunas modalidades, un dominio de unién a integrina se
fusiona con un dominio de unién a PS que se fusiona con un dominio de solubilizacién.
Especificamente, el dominio de uniéon a PS (por ejemplo, subdominios de discoidina C1—
C2) se fusiona con el extremo C—terminal del dominio de unién a integrina (por ejemplo,
un dominio similar a EGF) y se fusiona con el extremo N-terminal del dominio de
solubilizacién (por ejemplo, HSA). En algunas modalidades, un dominio de solubilizacién
se fusiona con un dominio de unién a integrina que se fusiona con un dominio de unién a
PS. Especificamente, el dominio de unién a integrina (por ejemplo, un dominio similar a
EGF) se fusiona con el extremo C—terminal del dominio de solubilizacion (por ejemplo,
HSA) y se fusiona con el extremo N-terminal del dominio de unién a PS (por ejemplo,
subdominios de discoidina C1-C2). En algunas modalidades, un dominio de unién a
integrina se fusiona con un dominio de unién a PS que comprende subdominios de
discoidina C1-C2 y se inserta un dominio de solubilizaciébn entre el subdominio de
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discoidina C1-C2. Especificamente, el término C del dominio de unién a la integrina (por
ejemplo, un dominio similar a EGF) se fusiona con el término N del subdominio de
discoidina C1 y el término C del subdominio de discoidina C1 se fusiona con el término N
del dominio de solubilizacion (por ejemplo, HSA) y el C—-terminal del dominio de
solubilizacion se fusiona con el N-terminal del subdominio de discoidina C2. En otra
modalidad, un dominio de unién a integrina se fusiona con un dominio de solubilizacion
que se fusiona con un dominio de uniébn a PS. Especificamente, el dominio de
solubilizacién (por ejemplo, HSA) se fusiona al C—terminal del dominio de unién a
integrina (por ejemplo, dominio similar a EGF) y al N-terminal del dominio de unién a PS
(por ejemplo, subdominios de discoidina C1-C2). En una modalidad, HSA se fusiona con
el C—terminal de un dominio similar a EGF y se fusiona con el N—terminal del dominio de
discoidina C1.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion (por ejemplo, HSA) se
fusiona entre un dominio de union a integrina y un dominio de union a PS. En algunas
modalidades, el dominio de unidn a integrina se localiza en el N-terminal de la proteina de
fusion y el dominio de union a PS se ubica en el C—terminal de la proteina de fusion.

En algunas modalidades, la proteina de fusion comprende una primera region que
contiene un dominio de unién a integrina, por ejemplo dominio similar a EGF, una
segunda regidn que contiene un dominio de solubilizaciéon (por ejemplo, HSA) y una
tercera regién que contiene el dominio de uniéon a PS, por ejemplo dominio de discoidina
C1 y/o C2. En algunas modalidades, el dominio de unién a integrina se localiza en el N—
terminal de la proteina de fusion y el dominio de unién a PS se ubica en el C—-terminal de
la proteina de fusién.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizaciéon (por ejemplo, HSA) se
fusiona entre un dominio de unién a integrina y un dominio de unién a PS. En algunas
modalidades, el dominio de unién a integrina se localiza en el N-terminal de la proteina de
fusién y el dominio de unién a PS se ubica en el C—terminal de la proteina de fusion.

En algunas modalidades, la proteina de fusion comprende una primera region que
contiene un dominio de union a integrina, por ejemplo dominio similar a EGF, una
segunda regién que contiene un dominio de solubilizacion (por ejemplo, HSA o Fc) y una
tercera region que contiene el dominio de unién a PS, por ejemplo dominio de discoidina
C1lyl/o C2. En algunas modalidades, el dominio de union a integrina esta ubicado en el N—
terminal de la proteina de fusién y el dominio de unién a PS est& ubicado en el C—terminal
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de la proteina de fusion.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion es HSA.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacién es el anticuerpo Fc—
inmunoglobulina G1 (Fc—-lgG1; SEQ ID NO: 7).

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion (por ejemplo, HSA) es HSA
que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 5, o
una variante funcional de la misma.

En una modalidad preferida, HSA que comprende una secuencia de aminoacidos
como se establece en la SEQ ID NO: 5 se fusiona con el C—terminal del dominio similar a
EGF de MFG-EB8 y se fusiona con el N-terminal del dominio de unién a PS de MFG—ES.
En una modalidad, la proteina de fusion comprende una secuencia de aminoacidos como
se establece en la SEQ ID NO: 46 (FP068). En una modalidad, la proteina de fusion
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 48
(FP776).

En una modalidad alternativa, HSA que comprende una secuencia de aminoacidos
como se establece en la EC. ID. NO: 5 se fusiona con el C—terminal del dominio similar a
EGF de EDIL3 y se fusiona con el N-terminal del dominio de unién a PS de EDIL3. En
una modalidad, la proteina de fusion comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en la SEQ ID NO: 70 (FP1068). En una modalidad, la proteina de fusion
comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 69
(FP1776).

En algunas modalidades, el enlace se realiza mediante un ligador polipeptidico y
un ligador polipeptidico que, por ejemplo, une un dominio de solubilizacién a un dominio
de unién a PS en una proteina de fusion de la presente descripcion se denomina "ligador
externo". Estos ligadores externos comprenden tipicamente glicina (G) y/o serina (S) y
también pueden comprender glicina y leucina (GL) o glicina y valina (GL). En algunas
modalidades, el ligador comprende miultiplos de residuos G y S, por ejemplo, G2S y
multiplos del mismo como (G2S)s como se establece en la SEQ ID NO: 62, (GS). como se
indica en la SEQ ID NO: 63, G4S como se establece en la SEQ ID NO: 64 o0 (G4S), como
se indica en la SEQ ID NO: 65.

En algunas modalidades, un ligador externo se fusiona entre el C—terminal de un
dominio de unién a integrina y el N-terminal de un dominio de solubilizacion.
Especificamente, un ligador externo se fusiona con el C—terminal de un dominio similar a
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EGF y el N—terminal de HSA. En algunas modalidades, un ligador externo se fusiona
entre el C—terminal de un dominio de solubilizacién y el N-terminal de un dominio de
unién a PS. Especificamente, un ligador externo se fusiona con el C—terminal de HSA y el
N-terminal del dominio de uniéon a PS. En algunas modalidades, un ligador externo se
fusiona entre el C—terminal de un dominio de unién a integrina y el N—terminal de un
dominio de solubilizacién, y un ligador externo adicional se fusiona entre el C—terminal del
dominio de solubilizacién y el N—terminal de un dominio de unién a PS. Especificamente,
un ligador externo se fusiona con el C—terminal de un dominio similar a EGF y el N—
terminal de HSA, y un ligador externo adicional se fusiona con el C—terminal de HSA y el
N—terminal de un dominio de union PS.

En algunas modalidades, un ligador externo que comprende GS se fusiona al C—
terminal de un dominio de uni6on a integrina y al N—terminal de un dominio de
solubilizaciéon. En algunas modalidades, un ligadir externo que comprende GL se fusiona
al C—terminal de un dominio de solubilizacién y al N-terminal de un dominio de union a
PS. En algunas modalidades, un ligador externo que comprende (G2S)4 (SEQ ID NO: 62)
se fusiona al C—terminal de un dominio de solubilizacion y al N—terminal de un dominio de
unién a PS. En algunas modalidades, un ligador externo que comprende G.S (SEQ ID
NO: 64) se fusiona al C—terminal de un dominio de solubilizacion y al N—terminal de un
dominio de unién a PS. En algunas modalidades, un ligador externo que comprende
(G4S)2 (SEQ ID NO: 65) se fusiona al C—terminal de un dominio de solubilizacién y al N—
terminal de un dominio de union a PS.

En una modalidad, un ligador externo que comprende GS se fusiona al C—terminal
de un dominio similar a EGF y al N-terminal de HSA. Una proteina de fusion de la
presente descripcion que comprende esta estructura tiene una secuencia de aminoacidos
como se establece en la SEQ ID NO: 42 (FP330).

En una modalidad, un ligador externo que comprende GS se fusiona al C—terminal
de un dominio similar a EGF y al N-terminal de HSA, y se fusiona un ligador externo
adicional que comprende (GS). (SEQ ID NO: 63) al C—terminal de HSA y al N—terminal de
un dominio de unién a PS.

En una modalidad, un ligador externo que comprende GS se fusiona al C—terminal
de un dominio similar a EGF y al N-terminal de HSA, y se fusiona un ligador externo
adicional que comprende (G2S)s (SEQ ID NO: 62) al C—terminal de HSA y al N-terminal
de un dominio de unién a PS. Una proteina de fusién de la presente descripcion que
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comprende esta estructura tiene una secuencia de aminoacidos como se establece en la
SEQ ID NO: 42 (FP330).

En una modalidad, un ligador externo que comprende GS se fusiona al C—terminal
de un dominio similar a EGF y al N—terminal de HSA. ElI C—terminal de HSA se fusiona
directamente con el N—terminal de un dominio de unién a PS.

En una modalidad, un ligador externo que comprende GS se fusiona al C—terminal
de un dominio similar a EGF y al N—terminal de HSA, y un ligador externo adicional que
comprende G4S (SEQ ID NO: 64) se fusiona al C—terminal de HSA y al N—terminal de un
dominio de unién a PS. Una proteina de fusion de la presente descripcion que comprende
esta estructura tiene una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO:
54 (FP811).

En una modalidad, un ligador externo que comprende GS se fusiona al C—terminal
de un dominio similar a EGF y al N-terminal de HSA, y se fusiona un ligador externo
adicional que comprende (G4S). (SEQ ID NO: 65) al C—terminal de HSA y al N—terminal
de un dominio de unién a PS. Una proteina de fusién de la presente descripcion que
comprende esta estructura tiene una secuencia de aminoacidos como se establece en la
SEQ ID NO: 56 (FP010).

En algunas modalidades, una etiqueta His se fusiona con un ligador externo que
comprende GS (GS-6xHis; SEQ ID NO: 66) que se fusiona con el C—terminal de un
dominio de uni6on a PS. En una modalidad, una proteina de fusion de la presente
descripcion que comprende una etiqueta His tiene una secuencia de aminoacidos como
se establece en la SEQ ID NO: 44 (FP278) o SEQ ID NO: 60 (FP114 o FP260).

Propiedades Funcionales de las Proteinas de Fusién Terapéuticas

La presente descripcidn proporciona proteinas de fusion derivadas de MFG-ES8
humano y que son eficaces para promover la eferocitosis y, por lo tanto, son activas para
eliminar los impulsores clave de la inflamacion sistémica y la patologia microvascular.
Como se establece en los Ejemplos, se ha demostrado que las proteinas de fusion que
tienen la estructura general EGF-HSA-C1-C2 son eficaces en varios ensayos de
eferocitosis. Por ejemplo, las proteinas de fusiébn han demostrado ser eficaces para
restaurar la eferocitosis de macréfagos alterada por lipopolisacéridos (LPS) o S. aureus y
potenciando la eferocitosis de microparticulas y células moribundas por las células
endoteliales. Las proteinas de fusién también han demostrado ser eficaces para proteger
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5 la funcién renal y proteger contra la pérdida de peso corporal en un modelo de ratén de

lesion renal aguda.

Secuencias de Proteinas Ejemplares

Las secuencias de aminoacidos de la Tabla 4 incluyen ejemplos de proteinas de

10 fusidn terapéuticas de la presente descripcion, asi como porciones de las mismas.

En todo el texto de esta solicitud, si hubiera una discrepancia entre el texto de la

memoria descriptiva (por ejemplo, la Tabla 4) y la lista de secuencias, prevalecera el texto

de la memoria descriptiva.

15 Tabla 4. Secuencias de Proteinas Ejemplares

SEQ Descripcion Secuencia
ID NO
1 MPRPRLLAALCGALLCAPSLLVALDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTC
MFG-E8 TCLKGYAGNHCETKCVEPLGLENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLN
Humano RAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVA
YSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTA
CTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLD
KQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAY
SNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNR
IALRLELLGC
2 Dominio similar | LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETK
a EGF de MFG-
E8
3 Dominio de | CVEPLGLENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSND
union a PS de | DNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNK
MFG-ES8 KHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCA
(C1-C2 sub— | NPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYG
dominios) NDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPR
TGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC
4 HSA de tipo | DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
salvaje DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDD
NPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKA
AFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVA
RLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSIS
SKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFL
GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVE
EPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA
LEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
VMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAAL
5 HSA (C34S) DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA

DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDD
NPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKA
AFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVA
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RLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSIS
SKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFL
GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVE
EPOQONLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA
LEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
VMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAAL

HSA D3

LVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVG
SKCCKHPEAKRMPCAEDCLSVFLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNGRPCF
SALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQL
KAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL

Fc—-IgG1 de tipo
salvaje

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

Fc—-IgG1 silente

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

Fc-IgG1 Botén

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

10

Fc—-IgG1 Ojal

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKA
KGQPREPQVCTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

11

EDIL3 Humano

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKCSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGL
QKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSP
EYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVR
LYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMF
TWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGHITQGAKDFGHV
QFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHI
RILPWSWYGRITLRSELLGCTEEE

12

FPO50
EDIL3 EGF-
HSA-C1-C2

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIA
FAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET
FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDE
GKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVH
TECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDE
MPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAK
TYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNA
LLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQL
CVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICT
LSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAE
EGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALF
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GLOKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLOQRKMRVTGVITQGAKRIG
SPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQY
VRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMD
MFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGHITQGAKDFG
HVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYA
RHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

84

EDIL3 Dominio
similar a EGF
1[EDIL3]-HSA-
C1-C2[EDIL3]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTGSDA
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADE
SAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNP
NLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAF
TECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARL
SQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSK
LKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEE
PQONLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKC
CKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSAL
EVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAV
MDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCS
GPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWP
WIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDM
VFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPL
GMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQ
WLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRK
DKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

85

EDIL3 Dominio
similar a EGF
2[EDIL3]-HSA-
C1-C2[EDIL3]

SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHGSDAHKSEV
AHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENC
DKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLV
RPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQA
ADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPK
AEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCE
KPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYA
RRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQ
NCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAK
RMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYV
PKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAF
VEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGG
IISNQQITASSTHRALFGLOQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQR
KMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNID
NNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHI
QDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLL
VPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGN
FDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

86

EDIL3 Dominio
similar a EGF
3[EDIL3]-HSA-
C1-C2[EDIL3]

NINECEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKGSDAHKSEVAHRFK
DLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVYNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLH
TLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEV
DVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKA
ACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFA
EVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLL
EKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRH
PDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCE
LFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP
CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKE
FNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEK
CCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGGIISN
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QQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMR
VTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTP
YANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQ
ITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTK
VTGIITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDND
THRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

87

EDIL3 Dominio
similar a EGF
1-2[EDIL3]-
HSA-C1-
C2[EDIL3]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHGSDAHKSEVAHRF
KDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSL
HTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPE
VDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADK
AACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEF
AEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPL
LEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARR
HPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNC
ELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRM
PCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK
EFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVE
KCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGGIIS
NQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKM
RVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNT
PYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDY
QITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPT
KVTGIITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDN
DTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

88

EDIL3 Dominio
similar a EGF
2-3[EDIL3]-
HSA-C1-
C2[EDIL3]

SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEP
CKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKGSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKA
LVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCT
VATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHD
NEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDEL
RDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLT
KVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVE
NDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLR
LAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKF
QNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVL
NQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHA
DICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKET
CFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGGISNQQITASSTH
RALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGA
KRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPI
KAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTL
NMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGIITQGAK
DFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDP
PIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

89

EDIL3 Dominio
similar a EGF
1-3[EDIL3]-
HSA-C1-
C2[EDIL3]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTNINE
CEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKGSDAHKSEVAHRFKDLGE
ENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFG
DKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMC
TAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLP
KLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKL
VTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCI
AEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVV
LLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLG
EYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYL
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SVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFT
FHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADD
KETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGGIISNQQITAS
STHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVIT
QGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSF
TPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSI
FRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGIIT
QGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKN
VIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

13

FP0O5S0

Acido nucleico

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggeggcatttgtctgectggactggecgatggeagcttctettgtga
atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagctetgtggtggaagtggecagcgacgaggaagaacctaca
agcgctggcccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagcgaggcctacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt
gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggceatctgtaccgacctggtggecaattactcttgcgagtgecctgge
gagttcatgggcagaaactgccagtacaagggatccgacgctcacaagtctgaggtggeccacagattcaagg
acctgggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctgcagcagagecctttcgagg
accacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgecgagaactg
tgacaagagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggegag
atggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccce
aacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgcctttcacgacaacgaggaaaccttccetg
aagaagtacctgtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccetgagctgctgttcttcgccaageggta
taaggccgccttcaccgaatgttgccaggecgetgataaggetgectgtctgetgectaagetggacgagcetgag
agatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgccagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggcecgttgccagactgagecagagatttcctaaggecgagtttgccgaggtgtccaagcetegtg
accgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagagecgacct
ggccaagtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaagcccctget
ggaaaagtctcactgtatcgccgaggtcgagaacgacgagatgcctgctgatctgectagectggecgecgattt
cgtggaaagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtac
gcccgcagacaccccgactattetgtggttetgetgetgcggetggccaagacatacgagacaaccctggaaaa
atgctgcgccgctgccgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagcecactggtggaagaacc
ccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaatgccctgcteg
tgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgg
gcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgccttgcgccgaggattacctgagegtggtgetgaat
cagctgtgcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagectcegtgaa
cagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattca
ccttccacgcecgatatctgcaccctgtccgagaaagagceggceagatcaagaagcagacagccctggtcgagcet
ggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggecgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgag
aagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggctgectetcag
gctgctctcggacttggaggaageggaggatctggeggttccggaggaagttgttctggecctettggceatcgaag
gcggcatcatcagcaatcagcagatcaccgccagcagcacccacagagcactgtttggactgcagaaatggta
tccetactacgcccggcetgaacaagaagggcctgattaacgcctggacagccgccgagaatgacagatggece
tggattcagatcaacctgcagcggaagatgagagtgaccggcgttatcacacagggcgccaaaagaatcgge
agccccgagtacatcaagagctacaagatcgcectacagcaacgacggcaagacctgggecatgtacaaagtg
aagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccttacgccaacagcettcacc
cctectatcaaggcccagtacgtgcggctgtaccctcaagtgtgcagaaggcactgtaccctgagaatggaactg
ctgggctgcgaactgtctggctgttctgagccactgggcatgaagtccggecacatccaggattaccagatcaca
gcctccagcatcttcagaaccctgaacatggatatgttcacctgggagccccggaaggecagactggataagea
gggaaaagtgaatgcctggaccagcggccacaacgaccagtctcaatggctgcaagtggacctgetggtgecc
accaaagtgaccggaatcattactcagggcgcaaaggacttcggccacgtgeagtttgtgggctcctacaagctg
gcctactccaacgatggcgagceactggacagtgtaccaggacgagaagcagcgcaaggataaggtgttccag
ggaaacttcgataacgatacccaccggaagaacgtgatcgaccctccaatctacgccagacacatcagaatcct
gccttggtcttggtacggcagaatcaccctgagatccgagcetgetgggatge
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cccaccggcagcegacgceccacaagagcgaggtggeccaccggtticaaggacctgggecgaggagaacttcaa
ggccctggtgcetgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagcecccticgaggaccacgtgaagctggtgaacg
aggtgaccgagttcgccaagacctgcgtggccgacgagagcgcecgagaactgcgacaagagectgcacace
ctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgcgggagacctacggegagatggecgactgetgegeca
agcaggagcccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgecccggetggtg
cggcccgaggtggacgtgatgtgcaccgcecttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacg
agatcgcccggcggcacccctacttctacgcecececcgagctgctgttcttcgccaageggtacaaggecgecttca
ccgagtgctgccaggecgcecgacaaggecgectgectgctgcccaagetggacgagetgcgggacgaggge
aaggccagcagcgccaagcagceggctgaagtgcgcecagectgcagaagticggegagegggcecttcaagge
ctgggccgtggeccggctgagecageggttccccaaggecgagttcgccgaggtgagcaagcetggtgaccgac
ctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggcgacctgetggagtgcgecgacgaccgggecgacctggec
aagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaageccctgctggag
aagagccactgcatcgccgaggtggagaacgacgagatgceccgecgacctgeccagectggeecgecgactte
gtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttcctgtacgagta
cgcccggeggeaccecgactacagegtggtgetgetgetgeggetggecaagacctacgagaccaccctggag
aagtgctgcgccgecgecgacceccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggagg
agccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetgggegagtacaagttccagaacgcecct
gctggtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctggg
caaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccgaggecaageggatgecctgcgecgaggactacctgagegt
ggtgctgaaccagcetgtgegtgctgcacgagaagaccceccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccga
gagcctggtgaaccggcggccctgcttcagegecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaac
gccgagaccttcaccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggageggcagatcaagaagcagace
gccctggtggagcetggtgaagcacaageccaaggcecaccaaggagcagcetgaaggecgtgatggacgacttc
gccgcecttcgtggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctg
gtggccgecagecaggecgecctgggectgggeggeageggcggeageggeggeageggeggeagetgea
gcggccccctgggeatcgagggeggcatcatcagcaaccagcagatcaccgccagcagcacccaccgggec
ctgttcggcctgcagaagtggtaccectactacgecccggetgaacaagaagggcectgatcaacgectggaccge
cgccgagaacgaccggtggecctggatccagatcaacctgcagcggaagatgegggtgaccggegtgatcac
ccagggcgccaagcggatcggcagecccgagtacatcaagagctacaagatcgectacagcaacgacggea
agacctgggccatgtacaaggtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaaca
ccccctacgcecaacagcttcacccececccatcaaggeccagtacgtgecggcetgtaccecccaggtgtgeeggegg
cactgcaccctgcggatggagetgctgggcetgcgagetgageggetgcagegageccctgggcatgaagage
ggccacatccaggactaccagatcaccgccagcagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctggga
gcceccggaaggeccggetggacaagcagggcaaggtgaacgcectggaccagcggecacaacgaccagag
ccagtggctgcaggtggacctgetggtgcccaccaaggtgaccggcatcatcacccagggegcecaaggacttc
ggccacgtgcagttcgtgggcagctacaagcetggectacagcaacgacggcgagceactggaccgtgtaccag
gacgagaagcagcggaaggacaaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgat
cgacccccccatctacgeccggceacatccggatcctgecctggagetggtacggecggatcaceetgeggage
gagctgctgggcetge
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agcgcecggceccctgcacccccaaccectgccacaacggeggcacctgcgagatcagecgaggectaccgggg
cgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgcececccggggcttcaacggcatccactgccagcacggcagegacy
cccacaagagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgctgateg
ccttcgeccagtacctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgec
aagacctgcgtggccgacgagagcgccgagaactgcgacaagagectgcacaccctgttcggcgacaagcetg
tgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggcgagatggecgactgetgcgecaagcaggageccgageg
gaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgccccggetggtgcggeccgaggtggacgt
gatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgeccggeggeac
ccctacttctacgcccccgagcetgcetgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgctgecaggecg
ccgacaaggccgcctgectgetgeccaagctggacgagetgcgggacgagggcaaggcecagcagegecaa
gcagcggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccggcetg
agccagcggttccccaaggecgagttcgccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacace
gagtgctgccacggegacctgetggagtgcgecgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgcgagaac
caggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaageccctgctggagaagagcecactgcatcge
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cgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgt
gtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggceatgttcctgtacgagtacgcccggeggeacceceg
actacagcgtggtgctgctgctgcggctggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecgecge
cgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgate
aagcagaactgcgagctgttcgagcagcetgggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacacca
agaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggeageaag
tgctgcaagcaccccgaggccaagceggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgt
gcgtgctgcacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtgaaccgge
ggccctgcttcagcgecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcacctte
cacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggt
gaagcacaagcccaaggccaccaaggagcagctgaaggcecgtgatggacgacttcgecgecttcgtggaga
agtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagcetggtggecgecagecag
gccgcecctgggectgggeggeageggeggcageggeggeageggeggeagctgcageggecccctgggea
tcgagggcggcatcatcagcaaccagcagatcaccgccagcagceacccaccgggecctgttcggectgcaga
agtggtacccctactacgcccggcetgaacaagaagggcctgatcaacgectggaccgccgecgagaacgace
ggtggccctggatccagatcaacctgcagcggaagatgcgggtgaccggegtgatcacccagggegecaage
ggatcggcagccccgagtacatcaagagctacaagatcgcectacagcaacgacggcaagacctgggecatgt
acaaggtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaac
agcttcaccccccccatcaaggcccagtacgtgcggetgtacccccaggtgtgccggeggeactgcaccctgeg
gatggagctgctgggctgcgagetgageggcetgcagcegageccctgggeatgaagageggccacatccagga
ctaccagatcaccgccagcagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagccccggaaggecc
ggctggacaagcagggcaaggtgaacgcectggaccagceggccacaacgaccagagcecagtggctgcaggt
ggacctgctggtgeccaccaaggtgaccggcatcatcacccagggegcecaaggacttcggecacgtgeagtte
gtgggcagctacaagctggcectacagcaacgacggcgageactggaccgtgtaccaggacgagaagceageg
gaaggacaaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatcta
cgcccggcacatccggatcctgecctggagetggtacggecggatcaccetgcggagegagetgetgggetge

92

Acido nucleico
de SEQ ID NO:
86

aacatcaacgagtgcgaggtggagccctgcaagaacggeggceatctgcaccgacctggtggeccaactacage
tgcgagtgcccecggegagttcatgggecggaactgccagtacaagggcagegacgeccacaagagegaggt
ggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgctgatcgecttcgeccagtacctge
agcagagccccttcgaggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtggecg
acgagagcgccgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecacce
tgcgggagacctacggcgagatggccgactgctgcgccaagcaggagceccgageggaacgagtgettectge
agcacaaggacgacaaccccaacctgcceceggcetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttee
acgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggeaccectacttctacgeecce
gagctgctgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgetgccaggecgecgacaaggecgecty
cctgetgeccaagcetggacgagctgcgggacgagggcaaggcecagcagegcecaagcageggetgaagtge
gccagcctgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccggctgagecageggttcecea
aggccgagttcgeccgaggtgagcaagcetggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgetgecacggeg
acctgctggagtgcgecgacgaccgggecgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagca
gcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagecactgcatcgccgaggtggagaacgac
gagatgcccgccgacctgcccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgec
gaggccaaggacgtgttcctgggeatgttcctgtacgagtacgcccggeggeaccccgactacagegtggtgetg
ctgctgcggcetggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecgecgecgacccccacgagtgct
acgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagccccagaacctgatcaagcagaactgcgagct
gttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgcecctgctggtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtg
agcacccccaccctggtggaggtgagcecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgetgcaagcaccccga
ggccaagcggatgccctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgtgegtgetgcacgagaag
acccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgetgcaccgagagectggtgaaccggeggecctgcettcagegece
tggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgecgacatctgeace
ctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggtgaagcacaagceccaagg
ccaccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgecgcecttcgtggagaagtgctgcaaggecgacy
acaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggccgecagecaggcecgecctgggectggge
ggcagcggcggcageggceggcageggeggeagetgcageggecccctgggeatcgagggeggceatcatca
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gcaaccagcagatcaccgccagcagcacccaccgggccctgttcggectgcagaagtggtaccectactacge
ccggctgaacaagaagggcctgatcaacgcctggaccgecgecgagaacgaccggtggecctggatccagat
caacctgcagcggaagatgcgggtgaccggcgtgatcacccagggcegecaagceggatcggeagecccgagt
acatcaagagctacaagatcgcctacagcaacgacggcaagacctgggecatgtacaaggtgaagggeacc

aacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaacagcttcacccececccatca
aggcccagtacgtgcggctgtaccecccaggtgtgccggeggeactgcaccetgeggatggagcetgctgggetge
gagctgagcggctgcagcgageccctgggcatgaagagcggecacatccaggactaccagatcaccgecag

cagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagccccggaaggceccggctggacaagcaggge
aaggtgaacgcctggaccagcggccacaacgaccagagcecagtggctgcaggtggacctgetggtgeccacc
aaggtgaccggcatcatcacccagggcgccaaggacttcggecacgtgcagttcgtgggcagctacaagcetgg

cctacagcaacgacggcgagcactggaccgtgtaccaggacgagaagcagcggaaggacaaggtgttccag
ggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatctacgeccggeacatccggate

ctgccctggagcetggtacggecggatcaccctgcggagegagetgetgggcetge
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gacatctgcgaccccaacccectgcgagaacggcggcatctgectgececggectggecgacggeagcettcagcet
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccagcgccggcccctgcaccecccaacccectgccacaacggeggceacctgcgagatcagegaggecta
ccggggcgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgccececcggggcttcaacggceatccactgccageacggea
gcgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggty
ctgatcgccttcgcccagtacctgcagcagagecccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccga
gttcgccaagacctgegtggccgacgagagegcecgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggega
caagctgtgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggcgagatggcecgactgctgcgeccaagcaggagec
cgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgecccggetggtgcggeccgaggt
ggacgtgatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagacctticctgaagaagtacctgtacgagatcgeccgge
ggcacccctacttctacgeccececgagcetgctgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgetgeca
ggccgecgacaaggecgcctgectgetgecccaagetggacgagetgcgggacgagggcaaggecageage
gccaagcagcggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggegagegggcecttcaaggectgggecgtggec
cggctgagccagcggttccccaaggecgagticgccgaggtgagcaagetggtgaccgacctgaccaaggtge
acaccgagtgctgccacggcegacctgctggagtgcgeccgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgeg
agaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagcecactge
atcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagageaag
gacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttectgtacgagtacgeceggeggea
ccccgactacagegtggtgcetgetgetgecggetggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegec
gccgecgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggaggagecccagaac
ctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgcecctgctggtgeggta
caccaagaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggea
gcaagtgctgcaagcaccccgaggccaagceggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaace
agctgtgcgtgetgcacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtga
accggcggccctgcttcagegecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgecgagacctt
caccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgecctggtgga
gctggtgaagcacaagcccaaggcecaccaaggagcagcetgaaggecgtgatggacgacttcgecgecttegt
ggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagcetggtggecgeca
gccaggcecgcecctgggectgggeggeageggceggeageggecggcageggceggeagctgcageggeccect
gggcatcgagggcggcatcatcagcaaccagcagatcaccgccagcagceacccaccgggecctgttcggect
gcagaagtggtacccctactacgcccggetgaacaagaagggcectgatcaacgectggaccgecgecgagaa
cgaccggtggccctggatccagatcaacctgcagcggaagatgcgggtgaccggegtgatcacccagggege
caagcggatcggcagccccgagtacatcaagagctacaagatcgectacagcaacgacggcaagacctggg
ccatgtacaaggtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacg
ccaacagcttcaccccccccatcaaggeccagtacgtgeggetgtaccecccaggtgtgccggeggeactgcace
ctgcggatggagctgctgggctgcgagcetgageggcetgcagegageccctgggeatgaagageggecacatc
caggactaccagatcaccgccagcagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagecccgga
aggcccggctggacaagcagggcaaggtgaacgectggaccagcggcecacaacgaccagagecagtgget
gcaggtggacctgctggtgcccaccaaggtgaccggcatcatcacccagggcgcecaaggacttcggecacgtg
cagttcgtgggcagctacaagctggcctacagcaacgacggcgagceactggaccgtgtaccaggacgagaag
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cagcggaaggacaaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgaccccce
catctacgcccggceacatccggatcctgcecctggagetggtacggecggatcaccctgcggagegagcetgetgg

gctgc
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agcgcecggceccctgecacccccaaccectgccacaacggeggeacctgcgagatcagegaggectaccgggg
cgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgccecccggggcttcaacggcatccactgccagcacaacatcaacg
agtgcgaggtggagcecctgcaagaacggceggceatctgcaccgacctggtggecaactacagetgegagtgecc
cggcgagttcatgggccggaactgccagtacaagggcagcgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggt
tcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggccctggtgetgatcgecttcgecccagtacctgcagcagagecce
ttcgaggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgecgtggccgacgagagegec
gagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgcgggagacct
acggcgagatggccgactgctgcgccaagcaggageccgageggaacgagtgcttcctgcagcacaaggac
gacaaccccaacctgecccggetggtgecggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttccacgacaacgag
gagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgeccggeggceaccectacttctacgecceccgagctgetgttett
cgccaagcggtacaaggcecgccttcaccgagtgctgccaggecgecgacaaggcecgcctgectgetgeccaa
gctggacgagctgcgggacgagggcaaggccagcagegccaagcageggctgaagtgegecagectgeag
aagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccggetgagecageggttccccaaggecgagttcg
ccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgcetgccacggegacctgetggagt
gcgcecgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaag
gagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagecactgcatcgecgaggtggagaacgacgagatgcccge
cgacctgcccagcctggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaagga
cgtgttcctgggcatgttcctgtacgagtacgcccggeggeaccecgactacagegtggtgetgetgetgeggetg
gccaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgcgecgecgecgacccccacgagtgctacgccaaggty
ttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgageagct
gggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacccccac
cctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccgaggecaagegga
tgccctgegecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgtgegtgctgcacgagaagacceccgtgage
gaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagcectggtgaaccggeggecctgcttcagegecctggaggtggacy
agacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaa
ggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagctggtgaagcacaagceccaaggcecaccaaggag
cagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgecttcgtggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacct
gcttcgccgaggagggcaagaagctggtggecgecagecaggecgecctgggectgggeggeageggegge
agcggeggceageggeggcagetgcageggecccctgggeatcgagggeggceatcatcagcaaccagcagat
caccgccagcagcacccaccgggccctgttcggectgcagaagtggtaccectactacgececcggetgaacaag
aagggcctgatcaacgcctggaccgecgecgagaacgaccggtggecctggatccagatcaacctgcagegg
aagatgcgggtgaccggcgtgatcacccagggcegcecaageggatcggcagecccgagtacatcaagagceta
caagatcgcctacagcaacgacggcaagacctgggccatgtacaaggtgaagggcaccaacgaggacatgg
tgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaacagcttcacccecccccatcaaggeccagtacgt
gcggctgtacccccaggtgtgecggeggeactgcaccctgecggatggagcetgetgggetgecgagetgageggct
gcagcgagcccctgggcatgaagagcggccacatccaggactaccagatcaccgcecageageatcttccgga
ccctgaacatggacatgttcacctgggagccccggaaggeccggctggacaagcagggcaaggtgaacgcect
ggaccagcggccacaacgaccagagccagtggcetgcaggtggacctgetggtgcccaccaaggtgaccgge
atcatcacccagggcgccaaggacttcggccacgtgcagttcgtgggcagctacaagctggectacagcaacy
acggcgagcactggaccgtgtaccaggacgagaagcagcggaaggacaaggtgttccagggcaacttcgac
aacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatctacgecccggeacatccggatcctgecctggagct

ggtacggccggatcaccctgcggagegagcetgctgggetge

95

Acido nucleico
de SEQ ID NO:
88
Acido  nucleico
de SEQ ID NO:
89

gacatctgcgaccccaacccectgcgagaacggcggcatctgectgcceggectggecgacggeagcettcagcet

gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccaacatcaacgagtgcgaggtggagecctgcaagaacggceggcatctgcaccgacctggtggecaac
tacagctgcgagtgccccggegagttcatgggecggaactgccagtacaagggcagcgacgceccacaagage
gaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgctgatcgecttcgeccagta
cctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtg

gccgacgagagcgcecgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggec
accctgcgggagacctacggcgagatggcecgactgctgcgccaagcaggageccgagceggaacgagtgctte
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ctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgeccccggetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgec
ttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggeaccectacttctacge
ccccgagctgctgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgetgecaggecgecgacaaggecg
cctgectgetgcccaagetggacgagcetgcgggacgagggcaaggecagcagegecaagcageggctgaag
tgcgcecagectgcagaagttcggegagegggccttcaaggectgggecgtggeccggetgagecageggttce
ccaaggccgagttcgccgaggtgagcaagcetggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgetgecacg
gcgacctgetggagtgcgeccgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatca
gcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagccactgcatcgeccgaggtggagaac
gacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactac
gccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttcctgtacgagtacgecececggeggceaccccgactacagegtggt
gctgctgctgeggetggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgcgecgecgecgacceccacga
gtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaagceccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactge
gagctgttcgagcagcetgggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtgecce
aggtgagcacccccaccctggtggaggtgagcecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgetgcaageac
cccgaggcecaagceggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgtgegtgetgeacy
agaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagcectggtgaaccggeggecctgettca
gcgccctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgeccgagaccttcaccttccacgecgacat
ctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgecctggtggagetggtgaagcacaage
ccaaggccaccaaggagcagctgaaggcecgtgatggacgacttcgecgecttcgtggagaagtgetgcaagg
ccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggecgecagecaggecgecctggge
ctgggcggcageggeggeageggeggcageggeggceagcetgcageggecccctgggeatcgagggeggea
tcatcagcaaccagcagatcaccgccagcagcacccaccgggecctgttcggectgcagaagtggtaccecta
ctacgcccggctgaacaagaagggcctgatcaacgcctggaccgecgecgagaacgaccggtggecctggat
ccagatcaacctgcagcggaagatgcgggtgaccggegtgatcacccagggegecaageggatcggcagee
ccgagtacatcaagagctacaagatcgcctacagcaacgacggcaagacctgggecatgtacaaggtgaagg
gcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaacagcttcaccccce
ccatcaaggcccagtacgtgcggetgtacccccaggtgtgccggeggeactgeaccctgecggatggagetgetg
ggctgcgagctgagcggctgcagcgageccctgggeatgaagagcggecacatccaggactaccagatcace
gccagcagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagccccggaaggeccggctggacaage
agggcaaggtgaacgcctggaccagcggccacaacgaccagagcecagtggctgcaggtggacctgctggtg
cccaccaaggtgaccggcatcatcacccagggcegcecaaggacttcggecacgtgcagttcgtgggcagctaca
agctggcctacagcaacgacggcgagcactggaccgtgtaccaggacgagaagcagcggaaggacaaggt
gttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatctacgeccggeacatce
cggatcctgecctggagetggtacggecggatcaccetgcggagegagcetgctgggetge

14

FPO60

EGF-C1-C2-Fc
[S354C, T366W]

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGME
NGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQV
NLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVG
NWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKN
NSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQV
DLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFP
GNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGGGGTDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

15

FP060
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggcggcectgtgcgaagagatcagecaggaagtgcgggg
cgacgtgttccccagctacacctgtacctgectgaagggcetacgccggcaaccactgcgagactaagtgegtgg
aacccctgggcatggaaaacggcaatattgccaacagccagatcgccgecagceteegtgegegtgacctttctg
ggactgcagcactgggtgcccgagetggecagactgaacagagcecggcatggtgaacgectggacceeccage
agcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgacaggegtggtgacacagg
gcgcecagcagactggccagccacgagtacctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggcecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgcecgtgcacgtg
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aacctgttcgagacacccgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccccaccagetgccacaccgectgcaccct
gagattcgagctgctgggctgcgagetgaacggetgegecaaccecctgggectgaagaacaacageatccee
gacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggcectgcacctgttcagctggaaccccagctacg
cccggctggacaagcagggceaacttcaacgectgggtggecggeagetacggcaacgaccagtggetgcagg
tggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggcagegtgcagt
tcgtggccagctacaaagtggectactccaacgacagcgecaactggaccgagtaccaggaccccecggaccg
gcagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaaccececatect
ggccagatacgtgcggatcctgcecgtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggatgtg
ggggaggcggtaccgacaagacccacacctgccceccctgeccagececcagagetgetgggeggaccctee
gtgttcctgttcccccccaageccaaggacaccctgatgatcagcaggacceccgaggtgacctgegtggtggtg
gacgtgagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcacaacgcecaa
gaccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtcecgtgctgaccgtgetgcaccagga
ctggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggecctgeccageccccatcgaaaagaccat
cagcaaggccaagggccagccacgggagecccaggtgtacaccctgeeceecctgeccgggaggagatgace
aagaaccaggtgtccctgtggtgtctggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagageaa
cggccagcccgagaacaactacaagaccacccccccagtgctggacagegacggeagcttettcetgtacage
aagctgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcagegtgatgcacgaggecctge
acaaccactacacccagaagagcctgagcctgtcccceggeaag

16

FPO70
EGF-Fc-C1-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPE
LARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLK
AFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPT
SCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPS
YARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVAS
YKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVA
WHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

17

FPO70
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgaca
agacccacacctgccccccctgeccagecccagagcetgetgggeggaccctecgtgttectgttcccccccaage
ccaaggacaccctgatgatcagcaggacccccgaggtgacctgegtggtggtggacgtgagecacgaggacc
cagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggag
cagtacaacagcacctacagggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaggaat
acaagtgcaaggtctccaacaaggccctgccageccccatcgaaaagaccatcagcaaggccaagggecag
ccacgggagccccaggtgtacaccctgecceectcccgggaggagatgaccaagaaccaggtgtceectgacct
gtctggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagagcaacggecageccgagaacaact
acaagaccacccccccagtgctggacagcegacggceagcttettcetgtacagcaagcetgaccgtggacaagtc
caggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcagcgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaa
gagcctgagcctgtcccccggecaagggaggaagceggaggatctggeggttccggaggctettgtgtggaacce
ctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecagcagegtcagagtgacatttctgggact
gcagcactgggtgcccgagctggctagactgaatagagccggceatggtcaacgcctggacacccagcageaa
cgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcectcta
gactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggcecacgagttcgacttcatce
acgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcg
agacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgcactctgagattcgaac
tgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagate
accgccagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaag
cagggcaacttcaatgcttgggtggccggcagcetacggcaatgatcagtggcetgcaagtggacctgggcageag
caaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgeagtttgtggccagetacaaa
gtggcctactccaacgacagcgcecaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeagctccaagatcttcc
ccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggccagatatgtgegeatte
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tgccegtggectggecacaacagaattgccctgagactggaactgctcggcetgtggetctcaccaccaccatcace
at

18

FPO71

EGF-
Fc(boton)—-C1-
Cc2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVP
ELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYL
KAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYP
TSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNP
SYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVA
SYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPV
AWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH
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FPO71
Acido nucleico.

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcectgtgcgaagagatttctcaagaagtgecggg
gcgacgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgacaagacccacacctgecccccctgeccagecccagagctgetgggeggacccteegtgttectgt
tccceccccaagceccaaggacaccctgatgatcagcaggacccccgaggtgacctgegtggtggtggacgt
gagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcacaacgccaaga
ccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtccgtgetgaccgtgctgcaccagg
actggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggcecctgccageccccatcgaaaag
accatcagcaaggccaagggccagccacgggagcecccaggtgtacaccctgeecccctgecgggagg
agatgaccaagaaccaggtgtccctgtggtgtctggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggagt
gggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccecagtgctggacagegacggea
gcttcttcctgtacagcaagetgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggceaacgtgttcagetgcage
gtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagagcctgagectgtcccccggcaagggagg
aagcggaggatctggcggttccggaggctettgtgtggaaccectcggecatggaaaacggcaatatcgec
aatagccagattgccgccagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcageactgggtgccecgagetgge
tagactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaa
gtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegcctctagactggccagecacgag
tatctgaaggcctttaaggtggcctacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaag
aagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtgg
aagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgcectgeactctgagattcgaactgcetgggat
gcgagctgaacggctgtgctaatcctetgggectgaagaacaacagceatccccgataagcagatcaccge
cagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagc
agggcaacttcaatgcttgggtggccggcagctacggcaatgatcagtggcetgcaagtggacctgggeag
cagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagcegtgcagtttgtggecage
tacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeagctcc
aagatcttccccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatectggeca
gatatgtgcgcattctgccecgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgceteggcetgtggete
tcaccaccaccatcaccat
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FPO72

EGF-Fc(ojal)-
Ci1-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAAS
SVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVT
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GVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNA
VHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIP
DKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQV
DLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKI
FPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

21

FPO72
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcectgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgacgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgacaagacccacacctgecccccctgeccagecccagagctgetgggeggacccteegtgttectgt
tcccccccaagceccaaggacacccetgatgatcagcaggacceccgaggtgacctgegtggtggtggacgt
gagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcacaacgccaaga
ccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtccgtgetgaccgtgctgcaccagg
actggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggcecctgccageccccatcgaaaag
accatcagcaaggccaagggccagccacgggagcecccaggtgtgcaccctgececcectcecgggagg
agatgaccaagaaccaggtgtccctgtcetgtgcggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggag
tgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccccccagtgetggacagegacggea
gcttcttcctggtcagcaagetgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagetgcage
gtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagagcectgagectgtcccccggcaagggagg
aagcggaggatctggcggttccggaggctettgtgtggaaccectcggecatggaaaacggcaatatcgec
aatagccagattgccgccagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcageactgggtgccecgagetgge
tagactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaa
gtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcegcctctagactggccagecacgag
tatctgaaggcctttaaggtggcctacagcectgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaag
aagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtgg
aagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgcectgcactctgagattcgaactgctgggat
gcgagctgaacggctgtgctaatcctetgggectgaagaacaacagceatccccgataagcagatcaccge
cagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaage
agggcaacttcaatgcttgggtggccggcagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctgggeag
cagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgcagtttgtggecage
tacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeagctcc
aagatcttccccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatectggeca
gatatgtgcgcattctgccecgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgctcggcetgtggete
tcaccaccaccatcaccat

22

FP080
EGF-C1-C2-Fc

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGME
NGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQV
NLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVG
NWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKN
NSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQV
DLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFP
GNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGGGGTDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK

23

FP0O80
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggcggectgtgcgaagagatcagecaggaagtgcgggg
cgacgtgttccccagctacacctgtacctgectgaagggcetacgecggcaaccactgcgagactaagtgegtgg
aacccctgggcatggaaaacggcaatatcgccaacagcecagatcgeecgecagceteegtgegegtgacctttctg
ggactgcagcactgggtgcccgagetggccagactgaacagagcecggcatggtgaacgectggaccceccage
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agcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgacaggegtggtgacacagg
gcgcecagcagactggccagccacgagtacctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggcecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtg
aacctgttcgagacacccgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccccaccagetgccacaccgectgcaccct
gagattcgagctgctgggctgcgagetgaacggetgegeccaaccecctgggectgaagaacaacageatccce
gacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggcectgcacctgttcagctggaaccccagctacg
cccggctggacaagcagggceaacttcaacgectgggtggecggcagetacggcaacgaccagtggetgcagg
tggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggcagegtgcagt
tcgtggccagcetacaaagtggectactccaacgacagcgecaactggaccgagtaccaggacccccggaccg
gcagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaaccececatect
ggccagatacgtgcggatcctgeceegtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggatgtg
ggggaggcggtaccgacaagacccacacctgccceecctgeccagecccagagetgetgggeggaccctee
gtgttcctgttcccccccaageccaaggacaccctgatgatcagcaggacccccgaggtgacctgegtggtggtg
gacgtgagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcacaacgccaa
gaccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtcecgtgctgaccgtgetgcaccagga
ctggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggecctgccageccccatcgaaaagaccat
cagcaaggccaagggccagccacgggagecccaggtgtacaccctgeececcctcccgggaggagatgacca
agaaccaggtgtccctgacctgtctggtgaagggcttctaccccagecgacatcgecgtggagtgggagagcaac
ggccagcccgagaacaactacaagaccacccccccagtgctggacagcgacggeagcttcticetgtacagea
agctgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggeaacgtgttcagctgcagegtgatgcacgaggecctgea
caaccactacacccagaagagcctgagcctgtccceccggeaag

24

FP090
Fc-EGF-C1-C2

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGKGSLEVLFQGPGSSLDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSY
TCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELAR
LNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFK
VAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCH
TACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYAR
LDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKV
AYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWH
NRIALRLELLGC

25

FP090
Acido nucleico

gacaagacccacacctgtcccecctgecctgetcctgagctgctgggaggacccagcegtgttectgttcccececa
agcccaaggacaccctgatgatcagccggaccceccgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgagga
ccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggegtggaggtgcacaacgccaagaccaagecccgggagga
acagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcaccaggactggctgaacggcaaagaa
tacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgcccccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggecag
cccagagaaccccaggtgtacacactcccaccaagccgggaggaaatgaccaagaaccaggtgtcectgac
ctgcctggtgaagggcttctaccccagegacattgecgtggagtgggagagcaacggecagectgagaacaac
tacaagaccacccctccagtcctcgattctgatggatctttcttcctgtactccaagetgaccgtggacaagagecg
gtggcagcagggaaacgtcttttcctgttccgtcatgcatgaggctctccacaatcactacacccagaagtcectga
gcctgagccccggcaagggatccctcgaggtgctgtttcagggaccaggcageagcctggacatctgcagcaa
gaacccctgccacaacggcggcectgtgcgaagagatcagccaggaagtgcggggegacgtgttccccageta
cacctgtacctgcctgaagggctacgecggcaaccactgcgagactaagtgcgtggaacccctgggaatggaa
aacggcaatatcgccaacagccagatcgecgecagctcecgtcagagtgacctitctgggactccagcactgggt
gcccgagctggecagactgaatagagcecggcatggtcaacgcectggacccccagcagcaacgacgacaace
cctggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcaccggegtcgtgacacagggegctagcagactggec
agccacgagtacctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgty
aacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacce
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gtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctaccagctgtcacaccgectgcaccttaagattcgagctgetgggct
gcgagctgaacggctgcgctaatcectctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgecte
cagcagctacaagacctggggactgcacctgttcagctggaaccctagctacgcccggetggacaagcaggge
aacttcaatgcttgggtggccggeagcetacggcaacgaccagtggcetccaggtggacctgggcagcagcaaag
aagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggcagegtgeagttcgtggectectacaaagtggec
tactccaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggaccctagaaccggcagctccaagattttccccggea
actgggataaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccccatcctggeccgetacgtgcgeattctaceg
gtcgcctggcacaaccggatcgecctgagactggaactgetgggatge

26

FP100
EGF-C2-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGCANP
LGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYG
NDQWLQVDLGSSKEVTGHITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQD
PRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCG
CANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVA
GSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANW
TEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLE
LLGC

27

FP100
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggceggcectgtgcgaagagatcagccaggaagtgeg
gggcgacgtgttccccagcetacacctgtacctgectgaagggcetacgecggcaaccactgcgagacaaag
ggctgcgccaaccccctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgecageagea
gctacaagacctggggcctgcacctgttcagctggaaccccagctacgecccggctggacaagcagggea
acttcaacgcctgggtggccggcagctacggcaacgaccagtggctgcaggtggacctgggeagcagea
aagaagtgaccggcatcatcacccagggcgccagaaacttcggcagegtgcagttcgtggeccagctaca
aggtggcctacagcaacgacagcgcecaactggaccgagtaccaggacccccggaccggeagcetccaa
gatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagacacccatectggecag
atacgtgcggatcctgcccgtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggcetgeggct
gtgccaatcctctgggactgaaaaacaattccatccctgataagcagattacagectccagctectataaga
catgggggctgcatctgttttcttggaacccctcctacgctagactggataagcagggaaatttcaatgettgg
gtggccgggtectatggaaatgatcagtggetgcaggtggacctgggatcctccaaagaagtgacagggat
tattacacagggggctcggaactttggctctgtgcagtttgtggcttcctacaaagtggcttactccaacgattce
gccaattggacagaatatcaggatcccagaaccggctccagcaagatctttcctggaaattgggataatca
ctcccacaagaaaaatctgtttgaaacccctattctggctcgctatgtgecgceattctgectgtggcettggcataat
agaatcgctctgcggcetggaactgetgggatge

28

FP110

EGF-C1-C2-
HSA

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGME
NGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQV
NLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVG
NWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKN
NSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQV
DLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFP
GNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGGSGGSGGSGGS
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDD
NPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKA
AFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVA
RLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSIS
SKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFL
GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVE
EPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA
LEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
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VMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

29

FP110
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggcggectgtgcgaagagatcagccaggaagtgcgggg
cgacgtgttccccagctacacctgtacctgectgaagggcetacgccggcaaccactgcgagactaagtgegtgg
aacccctgggcatggaaaacggcaatatcgccaacagcecagatcgecgecagceteegtgegegtgacctttctg
ggactgcagcactgggtgcccgagetggecagactgaacagagcecggcatggtgaacgectggacceeccage
agcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgacaggegtggtgacacagg
gcgccagcagactggccagccacgagtacctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggcecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgecgtgcacgty
aacctgttcgagacacccgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccccaccagetgccacaccgectgcaccct
gagattcgagctgctgggctgcgagetgaacggetgegeccaaccecctgggectgaagaacaacageatccee
gacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggcectgcacctgttcagctggaaccccagctacg
cccggctggacaagcagggceaacttcaacgectgggtggecggeagetacggcaacgaccagtggetgcagg
tggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggcagegtgcagt
tcgtggccagctacaaagtggcectactccaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggaccccecggaccg
gcagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccccatect
ggccagatacgtgcggatcctgececcgtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggatgtg
gaggaagcggaggatctggcggttccggaggctctgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaagg
acctgggcgaggaaaacttcaaggcecctggtgetgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagecccttcgaa
gatcacgtaaagttagtcaacgaggttacggaattcgcaaagacatgcgttgctgacgaatccgctgagaattgtg
acaagagtttgcacactttattcggagataagttgtgtactgtagctactttgagagagacttacggtgaaatggctg
actgctgtgcaaaacaggaaccagaacgtaacgaatgtttccttcagcataaggatgataaccctaaccttccaa
ggcttgttaggccagaagtcgacgtgatgtgcaccgcecttccatgataatgaagagacttttcttaaaaagtacctat
acgagattgcaaggcgtcatccatatttttacgccccagagcetgttgtttttcgcaaagagatacaaagctgcatttac
tgagtgttgccaagctgccgacaaggccgcttgtttgctaccaaagttggacgaattgagagacgagggtaagge
atcatctgccaagcagagattaaaatgtgcatctttgcaaaaatttggagagagagcttttaaggcatgggctgttg
cccgactaagccaaagattcccaaaagccgaatttgctgaagtatccaagetggtgactgatttgactaaagtaca
tacagaatgttgccatggcgaccttttagaatgtgctgatgacagagcagatttggctaagtatatctgcgaaaatca
agattcaatcagctctaagctgaaggaatgttgcgagaaaccactgttagaaaaatcgcattgtattgctgaagttg
aaaatgatgagatgcctgctgacttgccttctcttgccgctgattttgttgagtcgaaggatgtctgtaagaattatgetg
aagctaaagacgttttcctgggtatgttcttatatgagtacgcaagacgtcacccagattactctgtggttctgetactg
agattggctaaaacatacgagacaacgctggagaagtgctgtgctgeccgetgaccctcatgagtgetatgcaaa
gotttttgatgaattcaaaccattggttgaagagcctcaaaacttgataaagcagaactgtgagctgtttgagcaatt
gggtgagtataagttccaaaatgccctgttggtgagatatacaaaaaaggtaccccaagtttcaacgeccacttta
gttgaagtgtccagaaatcttggtaaagtgggtagcaaatgttgcaagcatccagaagccaagcgaatgecctgt
gctgaggattatctgtcegtegtgttgaaccaattgtgcgtattacacgaaaaaaccccagtctctgatagagtcace
aaatgttgcactgagtcactagttaatagaaggccttgtttttccgctttggaagttgatgaaacctacgtgcctaagg
aatttaacgctgagacctttacctttcacgctgacatttgtactttgagtgaaaaagagcgtcaaatcaaaaagcaa
accgctcttgttgaattggtgaaacacaagcctaaggctacgaaggagcagcttaaagccgtcatggacgatttc
gccgcatttgttgaaaaatgctgtaaagctgatgacaaggaaacatgtttcgctgaagagggaaagaaattggttg
cggccagtcaggccgcacttggtttgcaccatcatcaccatcac

30

FP220

HSA-EGF-C1-
Cc2

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVYNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDD
NPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKA
AFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVA
RLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSIS
SKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFL
GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVE
EPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA
LEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
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VMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAGGSGGSGGSGGSLDICSK
NPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGMENGNIA
NSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRR
MWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNK
NAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPD
KQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGS
SKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWD
NHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

31

FP220
Acido nucleico

gacgcccacaagagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggaaaacttcaaggccctggtgctg
atcgccttcgcccagtacctgcagcagagcccctticgaagatcacgtaaagttagtcaacgaggttacggaattc
gcaaagacatgcgttgctgacgaatccgctgagaattgtgacaagagtttgcacactttattcggagataagttgtgt
actgtagctactttgagagagacttacggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaggaaccagaacgtaacga
atgtttccttcagcataaggatgataaccctaaccttccaaggcttgttaggccagaagtcgacgtgatgtgcaccg
ccttccatgataatgaagagacttttcttaaaaagtacctatacgagattgcaaggcgtcatccatatttttacgcccc
agagctgttgtttttcgcaaagagatacaaagctgcatttactgagtgttgccaagctgccgacaaggccgcttgttt
gctaccaaagttggacgaattgagagacgagggtaaggcatcatctgccaagcagagattaaaatgtgcatcttt
gcaaaaatttggagagagagcttttaaggcatgggctgttgcccgactaagccaaagattcccaaaagccgaatt
tgctgaagtatccaagctggtgactgatttgactaaagtacatacagaatgttgccatggcgaccttttagaatgtgct
gatgacagagcagatttggctaagtatatctgcgaaaatcaagattcaatcagctctaagctgaaggaatgttgcg
agaaaccactgttagaaaaatcgcattgtattgctgaagttgaaaatgatgagatgcctgctgacttgccttctcttge
cgctgattttgttgagtcgaaggatgtctgtaagaattatgctgaagctaaagacgttttcctgggtatgttcttatatga
gtacgcaagacgtcacccagattactctgtggttctgctactgagattggctaaaacatacgagacaacgctggag
aagtgctgtgctgccgctgaccctcatgagtgctatgcaaaggtttttgatgaattcaaaccattggttgaagagcct
caaaacttgataaagcagaactgtgagctgtttgagcaattgggtgagtataagttccaaaatgccctgttggtgag
atatacaaaaaaggtaccccaagtttcaacgcccactttagttgaagtgtccagaaatcttggtaaagtgggtagce
aaatgttgcaagcatccagaagccaagcgaatgccctgtgctgaggattatctgtccgtcgtgttgaaccaattgtg
cgtattacacgaaaaaaccccagtctctgatagagtcaccaaatgttgcactgagtcactagttaatagaaggcctt
gtttttccgcetttggaagttgatgaaacctacgtgcctaaggaatttaacgctgagacctttacctttcacgctgacattt
gtactttgagtgaaaaagagcgtcaaatcaaaaagcaaaccgctcttgttgaattggtgaaacacaagcctaagg
ctacgaaggagcagcttaaagccgtcatggacgattticgccgcattigttgaaaaatgctgtaaagctgatgacaa
ggaaacatgtttcgctgaagagggaaagaaattggttgcggccagtcaggccggaggaagcggaggatctgg
cggttccggaggctctctagacatctgcagcaagaacccctgccacaacggcggcectgtgcgaagagatcagce
caggaagtgcggggcgacgtgttccccagctacacctgtacctgectgaagggctacgccggcaaccactgeg
agactaagtgcgtggaacccctgggcatggaaaacggcaatatcgccaacagccagatcgccgecagctcegt
gcgcgtgacctttctgggactgcagcactgggtgcccgagctggccagactgaacagagccggcatggtgaac
gcctggacccccagcagcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgctgcggcggatgtgggtgacag
gcgtggtgacacagggcgccagcagactggccagccacgagtacctgaaggcctttaaggtggcctacagcct
gaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaa
gaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacccgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccccaccagcetge
cacaccgcctgcaccctgagattcgagctgctgggcetgcgagctgaacggctgcgeccaaccccctgggcectgaa
gaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggcctgcacctgttcage
tggaaccccagctacgcccggcetggacaagcagggcaacttcaacgcctgggtggccggecagctacggcaac
gaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaa
cttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggcectactccaacgacagcgccaactggaccgagtace
aggacccccggaccggcagctccaagatettccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgt
tcgaaacccccatcctggccagatacgtgcggatcctgceccgtggectggcacaaccggatcgceectgagactg
gaactgctgggatgtggctctcaccaccaccatcaccat
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FP250
EGF-HSA

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAH
KSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHK
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DDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFA
KRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADL
AKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESK
DVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAD
PHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTP
VSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKE
RQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALGLGSHHHHHH

33

FP250
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgacgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgatgctcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgcecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccacgtgaagcetggtcaacgaagt
gaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgecgagaactgtgataagagcectgcacaccctg
ttcggcgacaagctgtgtacagtggccacactgagagaaacctacggcgagatggcecgactgctgtgeca
agcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagacte
gtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacct
gtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggec
gccttcaccgaatgttgccaggcecgetgataaggcetgectgtctgetgectaagetggacgagctgagagat
gagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgecagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggcecgttgccagactgageccagagatttcctaaggecgagtttgccgaggtgtccaagct
cgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgctggaatgtgccgacgataga
gccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgetgcga
gaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectgecgatctgecta
gcctggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggatgtgtttctg
ggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgeggetggecaaaac
ctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeccgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgacg
agttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetggg
cgagtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagceaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaat
gccttgcgcecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaaccectgtgte
cgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtg
gacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgag
cgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagceccaaggec
accaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgecgectttgtcgagaagtgctgcaaggecgacy
acaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggcetgctctcggacttgge
tctcaccaccaccatcaccat

34

FP260
EGF-HSA-C1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAH
KSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHK
DDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFA
KRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADL
AKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESK
DVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAD
PHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
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VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTP
VSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKE
RQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTF
LGLOQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQ
GASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNL
FETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCGSHHHHHH

35

FP260
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgecggg
gcgacgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgatgctcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgcecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccacgtgaagetggtcaacgaagt
gaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgecgagaactgtgataagagcectgcacaccctg
ttcggcgacaagctgtgtacagtggccacactgagagaaacctacggcgagatggcecgactgctgtgeca
agcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagacte
gtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacct
gtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggec
gccttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectgtctgctgectaagetggacgagctgagagat
gagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgcecagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggcecgttgccagactgageccagagatttcctaaggecgagtttgccgaggtgtccaagct
cgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgctggaatgtgccgacgataga
gccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgetgega
gaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectgecgatctgecta
gcctggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggatgtgtttctg
ggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgeggetggecaaaac
ctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeccgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgacg
agttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagetggg
cgagtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagceaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaat
gccttgcgcecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaaccectgtgte
cgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtg
gacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgag
cgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagceccaaggec
accaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggecgacg
acaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggcetgctctcggacttgg
aggaagcggaggatctggcggttccggaggctettgtgtggaaccectcggcatggaaaacggcaatate
gccaatagccagattgccgccagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcageactgggtgececgagcet
ggctagactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggatt
caagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcegcctctagactggccagecac
gagtatctgaaggcctttaaggtggcctacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaac
aagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacct
gtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgcectgcactctgagattcgaactgctg
ggatgcggctctcaccaccaccatcaccat
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FP270
EGF-HSA-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAH
KSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHK
DDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFA
KRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
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AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADL
AKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESK
DVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAD
PHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTP
VSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKE
RQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTW
GLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQ
GARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKK
NLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

37

FP270
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcectgtgcgaagagatttctcaagaagtgeggg
gcgacgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgacgcccacaagagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggaaaacttcaaggece
tggtgctgatcgcecttcgeccagtacctgcagcagagecccticgaagatcacgtaaagttagtcaacgagg
ttacggaattcgcaaagacatgcgttgctgacgaatccgctgagaattgtgacaagagtttgcacactttattc
ggagataagttgtgtactgtagctactttgagagagacttacggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacagg
aaccagaacgtaacgaatgtttccttcagcataaggatgataaccctaaccttccaaggcettgttaggcecag
aagtcgacgtgatgtgcaccgccttccatgataatgaagagacttttcttaaaaagtacctatacgagattgca
aggcgtcatccatatttttacgccccagagcetgttgtttttcgcaaagagatacaaagctgcatttactgagtgtt
gccaagctgccgacaaggccgcttgtttgctaccaaagttggacgaattgagagacgagggtaaggcatc
atctgccaagcagagattaaaatgtgcatctttgcaaaaatttggagagagagcttttaaggcatgggctgttg
cccgactaagccaaagattcccaaaagccgaatttgctgaagtatccaagetggtgactgatttgactaaag
tacatacagaatgttgccatggcgaccttttagaatgtgctgatgacagagcagatttggctaagtatatctge
gaaaatcaagattcaatcagctctaagctgaaggaatgttgcgagaaaccactgttagaaaaatcgcattgt
attgctgaagttgaaaatgatgagatgcctgctgacttgecttctettgecgctgattttgttgagtcgaaggatgt
ctgtaagaattatgctgaagctaaagacgttttcctgggtatgttcttatatgagtacgcaagacgtcacccaga
ttactctgtggttctgctactgagattggctaaaacatacgagacaacgctggagaagtgctgtgctgecgetg
accctcatgagtgctatgcaaaggtttttgatgaattcaaaccattggttgaagagcctcaaaacttgataaag
cagaactgtgagctgtttgagcaattgggtgagtataagttccaaaatgccctgttggtgagatatacaaaaa
aggtaccccaagtttcaacgcccactttagttgaagtgtccagaaatcttggtaaagtgggtagcaaatgttge
aagcatccagaagccaagcgaatgccctgtgctgaggattatctgtcegtegtgttgaaccaattgtgegtatt
acacgaaaaaaccccagtctctgatagagtcaccaaatgttgcactgagtcactagttaatagaaggccttg
tttttccgctttggaagttgatgaaacctacgtgcctaaggaatttaacgctgagacctttacctttcacgetgac
atttgtactttgagtgaaaaagagcgtcaaatcaaaaagcaaaccgctcttgttgaattggtgaaacacaag
cctaaggctacgaaggagcagcttaaagcecgtcatggacgatttcgecgceatttgttgaaaaatgctgtaaa
gctgatgacaaggaaacatgtttcgctgaagagggaaagaaattggttgcggcecagtcaggecgeacttg
gtttgggaggaagcggaggatctggeggttccggaggcetettgcgecaacceectgggectgaagaacaa
cagcatccccgacaagcagatcaccgcctccagcagcetacaagacctggggectgcacctgttcagetgg
aaccccagctacgcccggcetggacaagcagggcaacttcaacgectgggtggecggeagctacggcaa
cgaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggeca
gaaacttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggectactccaacgacagcgcecaactggac
cgagtaccaggacccccggaccggceagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagecaca
agaagaatctgttcgaaacccccatcctggcecagatacgtgcggatectgececgtggectggcacaaccgg
atcgccctgagactggaactgctgggatgtggctctcaccaccaccatcaccat

38

FP280
EGF(RGE)-

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGEVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAH
KSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
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HSA-C1-C2

DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHK
DDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFA
KRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADL
AKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESK
DVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAD
PHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTP
VSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKE
RQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTF
LGLOQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQ
GASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNL
FETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITA
SSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSK
EVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNW
DNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

39

FP280
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgecggg
gcgaggttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgeccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgatgctcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgcecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccacgtgaagetggtcaacgaagt
gaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgecgagaactgtgataagagcectgcacaccctg
ttcggcgacaagctgtgtacagtggccacactgagagaaacctacggcgagatggecgactgctgtgecca
agcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagacte
gtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacct
gtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggec
gccttcaccgaatgttgccaggecgetgataaggcetgectgtctgctgectaagetggacgagctgagagat
gagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgcecagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggcecgttgccagactgageccagagatttcctaaggccgagtitgccgaggtgtccaagct
cgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgataga
gccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgetgega
gaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectgecgatctgecta
gcctggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggatgtgtttetg
ggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgeggetggecaaaac
ctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgccgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgacg
agttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagetggg
cgagtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagceaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaat
gccttgcgcecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgte
cgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtg
gacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgag
cgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagceccaaggec
accaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggecgacg
acaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggcetgctctcggacttgg
aggaagcggaggatctggcggttccggaggctettgtgtggaaccectcggcatggaaaacggcaatate
gccaatagccagattgccgccagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcageactgggtgececgagcet
ggctagactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggatt
caagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgectctagactggccagecac
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gagtatctgaaggcctttaaggtggcctacagectgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaac
aagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacct
gtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgectgcactctgagattcgaactgctg
ggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatca
ccgccagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggaca
agcagggcaacttcaatgcttgggtggccggeagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctggg
cagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgcagtttgtggee
agctacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeag
ctccaagatcttcccecggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaaccectatectgg
ccagatatgtgcgcattctgcccgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgctcggetgtg
gctctcaccaccaccatcaccat

40

FP320

EGF-HSA D3-
C1-C2-His

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSLVEEPQ
NLIKONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCK
HPEAKRMPCAEDCLSVFLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNGRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVM
DDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEP
LGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNP
WIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHK
EFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPL
GLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQ
WLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGS
SKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

41

FP320
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccctggt
ggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaat
gccctgcetegtgecggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggtcgaggtgtccagaaacctg
ggcaaagtgggcagcaagtgctgcaagcaccctgaggccaaaagaatgecttgcgecgaggattgectgage
gtgttcctgaatcagctgtgcgtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacagagtgaccaagtgcetgtaccgag
agcctggtcaacggcagaccttgetttagcgcecctggaagtggatgagacatacgtgcccaaagagttcaacge
cgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcggcagatcaagaagcagacage
cctggtcgagetggtcaagcacaagcctaaggcecaccaaagaacagctgaaggecgtgatggacgacttcge
cgccttcgtggaaaagtgttgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggt
ggctgcctctcaggctgctetcggacttggaggaageggaggatctggeggttccggaggctettgtgtggaacce
ctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagatcgecgecagcagegtcagagtgacatttctgggact
gcagcactgggtgccagagctggctagactgaatagagecggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaa
cgacgacaacccctggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegectct
agactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggcctacagcctgaacggccacgagttcgacttcatce
cacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcg
agacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgcacactgagattcgaa
ctgctgggatgcgagetgaacggcetgtgctaatectctgggectgaagaacaacagceatccccgataagcagat
caccgcctccagcagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaaccctagctacgccagactggaca
agcagggcaactttaatgcctgggtggccggeagetacggcaatgatcaatggctgcaagtggacctgggeage
agcaaagaagtgaccggcatcattacccagggcgcaagaaatttcggcagegtgcagttcgtggccagctaca
aagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggceagcetccaagatctt
ccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggecagatatgtgegea
ttctgcccgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgctcggctgtggctctcaccaccaccatca
ccat
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FP330
EGF-HSA-C1-

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
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C2

CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGM
ENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQ
VNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFV
GNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLK
NNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQ
VDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIF
PGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC
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FP330
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtetgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcectgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgateetcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgccctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagcetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgctetcggacttggaggaageggaggatctggeggttee
ggaggctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
cagagtgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagctggctagactgaatagageccggeatggtcaacg
cctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggt
gttgttacacagggcgcctctagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggectacagectgaac
ggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactggaacaagaacg
ccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagceccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccg
cctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaaca
gcatccccgataagcagatcaccgccagcetccagetataagacatggggectgeacctgttcagetggaacccett
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cttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggecggcagetacggcaatgatcagtggctg
caagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtg
cagtttgtggccagctacaaagtggcctactccaacgacagcgcecaactggaccgagtatcaggaccctagaac
cggcagctccaagatcttccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccectatce
tggccagatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgeccctgagactggaactgeteggetgt

44

FP278

Etigueta EGF-
HSA-C1-C2
His

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGM
ENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQ
VNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFV
GNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLK
NNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQ
VDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIF
PGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH
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FP278
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcectgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgeccctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagcetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgctctcggacttggaggaageggaggatctggeggttee
ggaggctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
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cagagtgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagctggctagactgaatagageccggeatggtcaacg
cctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggt
gttgttacacagggcgcctctagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggectacagectgaac
ggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactggaacaagaacg
ccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagceccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccg
cctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaaca
gcatccccgataagcagatcaccgcecagctccagcetataagacatggggectgcacctgttcagctggaaccctt
cttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggecggcagetacggcaatgatcagtggctg
caagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgcecagaaatttcggcagegtg
cagtttgtggccagctacaaagtggcctactccaacgacagcgcecaactggaccgagtatcaggaccctagaac
cggcagctccaagatcttccccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatee
tggccagatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgetcggetgtgg
ctctcaccaccaccatcaccat

46

FP0O68

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFL
GLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASR
LASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEA
QYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGL
HLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNF
GSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILA
RYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

47

FP068
Acido nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgecgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgee
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgctgetgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatcetcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagetgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacactggttg
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aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggctgcttctcaggecgctctgtgtgtggaaccectcggcatggaaaacggcaatatcge
caatagccagattgccgcecagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgeccgagetggceta
gactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaa
cctgetgeggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggcecagecacgagtatctgaa
ggcctttaaggtggcctacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaa
gagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaageccagtacgt
gcggctgtaccctacaagctgtcacaccgcectgeactctgagattcgaactgctgggatgcgagetgaacggetgt
gctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcaccgecagcetccagetataagacatg
gggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgettgggtggec
ggcagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacc
caaggggccagaaatttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggectactccaacgacagegeca
actggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttccccggcaattgggacaaccacageca
caagaagaatctgttcgaaacccctatcctggccagatatgtgcgeattctgccecgtggectggcacaacagaatt
gccctgagactggaactgetcggetge
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FP776

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHW
VPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHE
YLKAFKVAY SLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRL
YPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSW
NPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQF
VASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRIL
PVAWHNRIALRLELLGC
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FP776
Acido nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgcctaagctggacgagctgagagatgagggcaaagecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
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gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagcty
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgateetcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagecagattgec
gccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecgg
catggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgctgeggegtatgt
gggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggect
acagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactg
gaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctaca
agctgtcacaccgcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagetgaacggctgtgctaatcctctgggect
gaagaacaacagcatccccgataagcagatcaccgcecagctccagctataagacatggggcctgeacctgtte
agctggaacccttcttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggecggeagetacggeaa
tgatcagtggctgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccaaggggccagaa
atttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggcectactccaacgacagcgccaactggaccgagtate
aggaccctagaaccggcagctccaagatcttccccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgtt
cgaaacccctatcctggcecagatatgtgegeattctgeccgtggectggcacaacagaattgecctgagactgga
actgctcggctge
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FP284

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGVGGSGGSGGSGGSCVEPLGM
ENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQ
VNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFV
GNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLK
NNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQ
VDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIF
PGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

51

FP284
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgecaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
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agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcectgcagaagttcggcgagagagcttitaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgccctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagcetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgctetcggagtgggaggaageggaggatctggeggtte
cggaggctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageage
gtcagagtgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagctggctagactgaatagagccggceatggtcaac
gcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgetgeggcegtatgtgggtcacagg
tgttgttacacagggcgcctctagactggccagecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagectgaac
ggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactggaacaagaacg
ccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagceccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccg
cctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaaca
gcatccccgataagcagatcaccgcecagcetccagetataagacatggggectgeacctgttcagetggaacccett
cttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggccggcagetacggcaatgatcagtggcetg
caagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtg
cagtttgtggccagctacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaac
cggcagctccaagatcttccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccectatce
tggccagatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgecctgagactggaactgeteggetgt
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FP138

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGGSGGSGGSGGSCVEPLGMEN
GNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNL
LRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGN
WNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNN
SIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVD
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LGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPG
NWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

53

FP138
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagcetctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcectgcagaagttcggcgagagagcttitaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgccctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgctctcggaggaageggaggatctggeggttccggagg
ctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagcecagattgccgecagcagegtcagag
tgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagctggcetagactgaatagageccggceatggtcaacgectgga
cacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttac
acagggcgcctctagactggccagecacgagtatctgaaggectttaaggtggectacagectgaacggecacg
agttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgca
cgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgeac
tctgagattcgaactgctgggatgcgagetgaacggcetgtgctaatcctetgggectgaagaacaacageatcce
cgataagcagatcaccgccagctccagctataagacatggggcectgcacctgttcagctggaacccttcttacge
cagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggccggeagctacggceaatgatcagtggetgcaagtg
gacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgeagtttg
tggccagctacaaagtggectactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggea
gctccaagatcttccccggeaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggec
agatatgtgcgcattctgcccgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgetcggcetgt

54

FP811

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC

EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK

QNCELFEQLGEYKFOQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
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KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGGGGSCVEPLGMENGNIANSQIA
ASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVT
GVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVH
VNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQIT
ASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEV
TGIHTQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSH
KKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

55

FP811
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatcecgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagcetctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcectgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagecagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatticgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgcetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgccctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagcetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaagctgctetcggaggeggaggatcttgtgtggaaccectcgge
atggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecagcagegtcagagtgacatttctgggactgcagea
ctgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecggeatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacga
taacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcegectctagactgg
ccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggectacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacg
tgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacc
tgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgectgcactctgagattcgaactgctggga
tgcgagctgaacggctgtgctaatcetctgggectgaagaacaacageatccccgataagcagatcaccgecag
ctccagctataagacatggggcectgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagcagggeaa
cttcaatgcttgggtggccggceagctacggceaatgatcagtggetgcaagtggacctgggcagcagcaaagaa
gtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagcegtgcagtitgtggccagetacaaagtggecta
ctccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttccceggeaat
tgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggccagatatgtgegeattctgecegtg
gcctggcacaacagaattgccctgagactggaactgctcggcetge

56

FPO10

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN

68




CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGGGGSGGGGSCVEPLGMENGNI
ANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLR
RMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWN
KNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIP
DKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLG
SSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNW
DNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

57

FPO10
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtetgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcectgcagaagttcggcgagagagcttitaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgccctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagcetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaagetgctctcggaggeggaggctccggaggeggaggatcttg
tgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegtcagagtgaca
tttctgggactgcagcactgggtgcccgagetggctagactgaatagagecggceatggtcaacgectggacacc
cagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacag
ggcgcctctagactggecagecacgagtatctgaaggectttaaggtggectacagectgaacggcecacgagttc
gacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtga
acctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgectgcactctga
gattcgaactgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgata
agcagatcaccgccagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagac
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tggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggccggcagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctg

ggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagcegtgcagtttgtggeca
gctacaaagtggcctactccaacgacagcgcecaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeagctceca

agatcttccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggecagatatg
tgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgetcggetge

58

FP816

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRYV
TFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQG
ASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETP
VEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKT
WGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQG
ARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFE
TPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

59

FP816
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaagtgegec
agcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagcty
aaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgctgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgateetcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagageggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggctgcttctcaggcetgecctgggactgtgtgtggaaccectcggcatggaaaacggea
atatcgccaatagccagattgccgcecagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcageactgggtgeccgag
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ctggctagactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggatee
aagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcectctagactggccagecacgagt
atctgaaggcctttaaggtggcctacagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaag
cacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagecc
agtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgectgcactctgagattcgaactgetgggatgcgagctga
acggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcaccgecagctcecagctat
aagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatget
tgggtggccggeagctacggceaatgatcagtggetgcaagtggacctgggecagcagcaaagaagtgacagge
atcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgcagtttgtggccagctacaaagtggectactccaacgac
agcgccaactggaccgagtaccaggatcctagaaccggcagctccaagatcttccccggeaattgggacaacc
acagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggecagatatgtgcggattctgececgtggectggeaca
acagaattgccctgagactggaactgctcggcetgt

62

Ligador (G2S)4

GGSGGSGGSGGS

63

Ligador (GS)4

GSGSGSGS

64

Ligador G4S

GGGGS

65

Ligador (GaS)2

GGGGSGGGGS

66

EGS His—
etiqueta

GSHHHHHH

67

His—etiqueta

HHHHHH

68

MFG-E8 Murino

MQVSRVLAALCGMLLCASGLFAASGDFCDSSLCLNGGTCLTGQDNDIYCLCPEG
FTGLVCNETERGPCSPNPCYNDAKCLVTLDTQRGDIFTEYICQCPVGYSGIHCET
ETNYYNLDGEYMFTTAVPNTAVPTPAPTPDLSNNLASRCSTQLGMEGGAIADSQ
ISASSVYMGFMGLQRWGPELARLYRTGIVNAWTASNYDSKPWIQVNLLRKMRV
SGVMTQGASRAGRAEYLKTFKVAYSLDGRKFEFIQDESGGDKEFLGNLDNNSLK
VNMFNPTLEAQYIKLYPVSCHRGCTLRFELLGCELHGCSEPLGLKNNTIPDSQMS
ASSSYKTWNLRAFGWYPHLGRLDNQGKINAWTAQSNSAKEWLQVDLGTQRQV
TGIHTQGARDFGHIQYVASYKVAHSDDGVQWTVYEEQGSSKVFQGNLDNNSHK
KNIFEKPFMARYVRVLPVSWHNRITLRLELLGC

69

FP1776

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVACSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAA
ENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVK
GTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELS
GCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSG
HNDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQ
DEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

70

FP1068

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
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QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALCSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLI
NAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKT
WAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRM
ELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGK
VNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDG
EHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRS
ELLGC

71
=133

FP1777

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVACSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAA
ENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVK
GTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELS
G

72

FP1069

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALCSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLOKWYPYYARLNKKGLI
NAWTAAENDRWPWIQINLOQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKT
WAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRM
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ELLGCELSG

73
=121

FP261

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHW
VPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHE
YLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRL
YPTSCHTACTLRFELLGCELNG

74
=119

FP262

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFL
GLOQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASR
LASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEA
QYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG

75

MFG-E8 de
longitud
completa [L76M]

MPRPRLLAALCGALLCAPSLLVALDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTC
TCLKGYAGNHCETKCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLN
RAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVA
YSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTA
CTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLD
KQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAY
SNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNR
IALRLELLGC

76

Dominio de
unibon a PS
MFG-E8 con
[L76M]

CVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSN
DDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVN
KKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGC
ANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSY
GNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDP
RTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

77

Dominio de
union a EGF
EDIL-3
(Dominios

similares a EGF

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYK
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1-2-3)

96 Dominio de
union a EGF | DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPT
EDIL-3
(Dominio similar
aEGF 1)

97 Dominio de | SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQH
unibn a EGF
EDIL-3
(Dominio similar
a EGF 2)

98 Dominio de | NINECEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYK
union a EGF
EDIL-3
(Dominio similar
aEGF 3)

99 Dominio de | DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
unibn a EGF | CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQH
EDIL-3
(Dominios
similares a EGF
1y 2)

100 Dominio de | SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEP
union a EGF | CKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYK
EDIL-3
(Dominio similar
aEGF2y3)

101 Dominio de | DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTNINE
union a EGF | CEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYK
EDIL-3
(Dominio similar
aEGF1y3)

78 Dominio de | CSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDR
union a PS | WPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNE
EDIL-3 DMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSE

PLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQ
SQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQ
RKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGCTEEE

79 Dominio de | CSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDR
union a PS | WPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNE
EDIL-3 TEEE | DMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSE
truncado PLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQ

SQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQ
RKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC
80 Dominio similar | DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP

a EGF 1-2-3
[EDIL3]_HSA[A
626—
L633]eliminado_
C1_C2[MFG-

CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP

74




E8]
Non-M 3163

ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWT
PSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFI
HDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCE
LNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVA
GSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEY
QDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

102

Dominio similar

a EGF
1[EDIL3]_HSA[
A626—
L633]eliminado__
C1_C2[MFG-
ES8]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTDAHK
SEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESA
ENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNL
PRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTE
CCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLS
QRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKL
KECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGM
FLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEP
QNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCC
KHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALE
VDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVM
DDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVT
FLGLOQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGA
SRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPV
EAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTW
GLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGAR
NFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPI
LARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

103

Dominio similar

a EGF
2[EDIL3]_HSA][
AB26—
L633]eliminado_
Cl_C2[MFG-
E8]

SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHDAHKSEVAH
RFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDK
SLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRP
EVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAAD
KAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAE
FAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHW
VPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHE
YLKAFKVAY SLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRL
YPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSW
NPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQF
VASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRIL
PVAWHNRIALRLELLGC

104

Dominio similar
a EGF
3[EDIL3]_HSA[
A626—
L633]eliminado__
Cl _C2[MFG-

NINECEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDL

GEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTL
FGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAAC
LLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEV
SKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEK

SHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPD
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ES]

YSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFE
QLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCA
EDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFN
AETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKC
CKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPE
LARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLK
AFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPT
SCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPS
YARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVAS
YKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVA
WHNRIALRLELLGC

105

Dominio similar
a EGF 1-
2[EDIL3]_HSA][
A626—
L633]eliminado__
Cl_C2[MFG-
E8]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHDAHKSEVAHRFKD
LGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT
LFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVD
VMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAA
CLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAE
VSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLE
KSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHP
DYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCEL
FEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPC
AEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEF
NAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEK
CCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVP
ELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYL
KAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYP
TSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNP
SYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVA
SYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPV
AWHNRIALRLELLGC

106

Dominio similar
a EGF 2—
3[EDIL3]_HSA[
A626—
L633]eliminado_
Cl C2[MFG-
E8]

SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEP
CKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALV
LIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVA
TLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNE
ETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRD
EGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKY
HTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEND
EMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLA
KTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQN
ALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQ
LCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADIC
TLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFA
EEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVN
AWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHE
FDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFEL
LGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFN
AWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSAN
WTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLEL
LGC

107

Dominio similar

a EGF 1-
3[EDIL3]_HSA[
A626—

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTNINE
CEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEEN
FKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDK
LCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTA
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKL
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L633]eliminado__
Cl_C2[MFG-
ES8|

DELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVT
DLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLL
LRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEY
KFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSV
VLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFH
ADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKE
TCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRA
GMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSL
NGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTL
RFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQ
GNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSN
DSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIAL
RLELLGC

81

Acido nucleico
de SEQ ID NO:
80

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggeggcatttgtctgectggactggecgatggeagcettetettgtga

atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagctetgtggtggaagtggeccagcgacgaggaagaacctaca

agcgctggcccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagcgaggcctacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt

gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggceatctgtaccgacctggtggecaattactcttgcgagtgecctgge

gagttcatgggcagaaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggacctg
ggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccac

gtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgecgagaactgtgaca
agagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggcgagatgge
cgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctccagcacaaggatgacaaccccaacct

gcctagactcgtgcggcectgaagtggatgtgatgtgcaccgcectttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaa
gtacctgtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagetgcetgttcttcgccaageggtataagg

ccgccttcaccgaatgttgccaggecgctgataaggctgectgtetgctgectaagetggacgagetgagagatg

agggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaatgcgecagectccagaagttcggcgagagagcttttaa
ggcctgggcecgttgccagactgagecagagatttcctaaggecgagtitgccgaggtgtccaagctcgtgaccga
tctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagageccgacctggeca
agtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaa
agtctcactgtatcgccgaagtggaaaacgacgagatgcccgecgatctgecttctctggetgecgatttcgtgga

aagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgeeege
agacaccccgactattctgtggttctgctgetgcggetggccaagacatacgagacaaccctggaaaaatgetge
gccgctgecgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagcecactggtggaagaaccccagaa

cctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggegagtacaagttccagaatgecctgetegtgeggta
caccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggeagea
agtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgccttgcgecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgt
gcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagectcgtgaacagaag
gccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttcca
cgccgatatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagccctggtcgagetggttaag
cacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgagaagtget
gcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggectgtgtggaaccccteg
gcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgccagcagegtcagagtgacatttctgggactgcaa
cactgggtgcccgagctggcetagactgaatagagccggceatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgac
gataacccctggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcaga
ctggcctetcacgagtacctgaaggcctitaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacy
acgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgaga

cacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgeactctgagattcgaactgct
gggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcace

gccagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaageag
ggcaacttcaatgcttgggtggeccggeagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggatctgggcageageaa
agaagtgacaggcatcatcacccaaggggccagaaatttcggcagegtgcagttcgtggccagcetacaaagtg
gcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagetccaagatcttcceeg
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gcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctcttcgagactcccatcctggccagatatgtgcggattctge
ctgtggcctggcacaacagaatcgecctgagactggaactgctcggcetgt

108

gacatctgcgaccccaacccectgcgagaacggceggcatctgectgccecggectggecgacggeagcettcagcet
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagecccttcgaggaccacgtgaagetggtgaacgaggtga
ccgagttcgccaagacctgegtggeccgacgagagcegecgagaactgcgacaagagcectgcacaccctgtteg
gcgacaagctgtgcaccgtggccaccetgcgggagacctacggcgagatggecgactgctgcgecaageagg
agcccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgeecccggetggtgeggeccg
aggtggacgtgatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgec
cggcggcacccctacttctacgecccccgagcetgcetgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgcet
gccaggccgecgacaaggccgcctgectgetgeccaagetggacgagcetgcgggacgagggcaaggecag
cagcgccaagcagcggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgt
ggcccggctgagecageggttccccaaggecgagttcgecgaggtgagcaagcetggtgaccgacctgaccaa
ggtgcacaccgagtgctgccacggcgacctgctggagtgcgecgacgaccgggecgacctggecaagtacat
ctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgetggagaagagec
actgcatcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggaga
gcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttectgtacgagtacgeecegg
cggcaccccgactacagcgtggtgcetgctgctgcggetggccaagacctacgagaccaccctggagaagtgcet
gcgecgecgecgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggaggageccca
gaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgcecctgctggtge
ggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtg
ggcagcaagtgctgcaagcaccccgaggccaagceggatgecctgcgecgaggactacetgagegtggtgetg
aaccagctgtgcgtgctgcacgagaagacccccgtgagecgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectg
gtgaaccggcggccctgcttcagegecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgaga
ccttcaccttccacgcecgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgecctggt
ggagctggtgaagcacaagcccaaggccaccaaggagcagcetgaaggecgtgatggacgacttcgecgectt
cgtggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggect
gcgtggageccctgggeatggagaacggcaacatcgccaacagcecagatcgeecgecagecagegtgegggtg
accttcctgggectgcagceactgggtgecccgagcetggeccggctgaaccgggecggeatggtgaacgectgga
cccccagcagcaacgacgacaacccctggatccaggtgaacctgetgeggeggatgtgggtgaccggegtggt
gacccagggcgccagccggctggccagecacgagtacctgaaggecttcaaggtggectacagectgaacgg
ccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgc
cgtgcacgtgaacctgttcgagacccccgtggaggeccagtacgtgecggcetgtaccccaccagetgeccacaccg
cctgcaccetgeggttcgagcetgetgggetgcgagetgaacggcetgegecaacceectgggectgaagaacaa
cagcatccccgacaagcagatcaccgecagcagceagctacaagacctggggectgcacctgttcagetggaa
ccccagctacgeccggctggacaagcagggceaacttcaacgectgggtggecggeagetacggcaacgace
agtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaggaggtgaccggceatcatcacccagggegeccggaacttcg
gcagcgtgcagttcgtggccagcetacaaggtggectacagcaacgacagcgecaactggaccgagtaccagg
acccccggaccggcagcagcaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttc
gagacccccatcctggeccggtacgtgcggatectgeecegtggectggcacaaccggatcgecctgeggctgga

gctgctgggetge
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agcgcecggceccctgcacccccaaccectgccacaacggeggcacctgcgagatcagegaggectaccgggg
cgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgccecccggggcttcaacggcatccactgccagcacgacgeccaca
agagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgctgatcgecttcge
ccagtacctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacc
tgcgtggecgacgagagegecgagaactgcgacaagagectgcacaccctgttcggegacaagctgtgcace
gtggccaccctgcgggagacctacggegagatggecgactgetgcgecaagcaggageccgageggaacga
gtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgececeggcetggtgecggeccgaggtggacgtgatgtge
accgccttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgeccggeggeaccectactt
ctacgcccccgagctgctgttcttcgccaageggtacaaggecgecttcaccgagtgetgecaggecgecgaca
aggccgcctgectgetgecccaagetggacgagctgcgggacgagggcaaggecagcagegecaagcageg
gctgaagtgcgcecagcectgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccggetgagecag
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cggttccccaaggecgagttcgccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgcet
gccacggcegacctgctggagtgcgecgacgaccgggecgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggac
agcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagcecactgcatcgeecgaggtg
gagaacgacgagatgcccgecgacctgcccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaag
aactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggceatgttcctgtacgagtacgcccggeggeaccccgactacag
cgtggtgctgctgctgcggetggccaagacctacgagaccaccctggagaagtgctgcgecgecgecgaccee
cacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcaga
actgcgagctgttcgagcagcetgggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtg
ccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaa
gcaccccgaggccaagcggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgetgaaccagcetgtgegtgetg
cacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgetgcaccgagagectggtgaaccggeggeccty
cttcagcgcecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgecgagaccttcaccttccacgecy
acatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgecctggtggagetggtgaageac
aagcccaaggccaccaaggagcagctgaaggcecgtgatggacgacttcgecgcecttcgtggagaagtgetge
aaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggageccctggg
catggagaacggcaacatcgccaacagccagatcgccgcecageagegtgecgggtgaccttectgggectgea
gcactgggtgcccgagetggeccggetgaaccgggecggeatggtgaacgectggaccecccagcagcaacy
acgacaacccctggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegeca
gccggctggecagccacgagtacctgaaggcecttcaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttc
atccacgacgtgaacaagaagcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctg
ttcgagacccccgtggaggceccagtacgtgcggctgtaccccaccagctgecacaccgectgcaccctgeggtt
cgagctgctgggctgcgagcetgaacggcetgegecaaccecctgggectgaagaacaacagcatccccgacaa
gcagatcaccgccagcagcagctacaagacctggggcectgeacctgttcagctggaaccccagctacgeccgg
ctggacaagcagggcaacttcaacgcctgggtggeccggeagctacggcaacgaccagtggcetgcaggtggac
ctgggcagcagcaaggaggtgaccggcatcatcacccagggcegceccggaacttcggcagegtgeagttegtg
gccagctacaaggtggcctacagcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggea
gcagcaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagaccceccateetgg
cccggtacgtgeggatcctgeccgtggectggcacaaccggatcgecctgeggetggagetgetgggcetge
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aacatcaacgagtgcgaggtggagccctgcaagaacggeggceatctgcaccgacctggtggccaactacage
tgcgagtgcccecggegagttcatgggecggaactgccagtacaaggacgceccacaagagegaggtggeccac
cggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggccctggtgetgatcgecttcgcccagtacctgcagcagag
ccccttcgaggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtggecgacgagag
cgccgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgcggga
gacctacggcgagatggccgactgctgcgccaagcaggageccgageggaacgagtgcttcctgcagcacaa
ggacgacaaccccaacctgccccggetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttccacgacaac
gaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggeaccectacttctacgeccccgagctget
gttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgctgccaggecgecgacaaggecgectgectgetge
ccaagctggacgagctgcgggacgagggcaaggecagcagegecaagcagceggcetgaagtgegecagect
gcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccggetgagecageggttccccaaggecga
gttcgccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggegacctgetg
gagtgcgccgacgaccgggecgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagct
gaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagccactgcatcgccgaggtggagaacgacgagatge
ccgccgacctgeccagcectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggeca
aggacgtgttcctgggcatgttcetgtacgagtacgcccggeggcaccccgactacagegtggtgetgetgetgeg
gctggccaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgcgeecgecgecgacceccacgagtgctacgecaa
ggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgage
agctgggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtgeecccaggtgageaccee
caccctggtggaggtgagcecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgetgcaagcaccccgaggecaage
ggatgccctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagcetgtgegtgetgcacgagaagacccecegty
agcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagcctggtgaaccggeggecctgcttcagegecctggaggtgg
acgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgecgacatctgcaccctgagegag
aaggagcggcagatcaagaagcagaccgcecctggtggagetggtgaagcacaageccaaggecaccaagg
agcagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgcecttcgtggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggaga
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cctgettcgecgaggagggcaagaagctggtggectgegtggageccctgggeatggagaacggcaacatcg
ccaacagccagatcgecgecageagegtgecgggtgaccttcctgggectgcageactgggtgececgagcetgge
ccggctgaaccgggcecggceatggtgaacgcectggacccccagcagcaacgacgacaacccctggatccagg
tgaacctgctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegcecagecggetggecagecacgagt
acctgaaggccttcaaggtggcectacagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaa
gcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacccccgtggagge
ccagtacgtgcggctgtaccccaccagcetgeccacaccgectgcaccctgeggttcgagetgetgggcetgegagcet
gaacggctgcgccaaccccctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgecageagea
gctacaagacctggggcctgcacctgttcagctggaaccccagctacgcececggctggacaagcagggeaactt
caacgcctgggtggccggeagctacggcaacgaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaggagg
tgaccggcatcatcacccagggcgcccggaacttcggcagegtgeagttcgtggecagetacaaggtggectac
agcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggcagcagcaagatcttccceggea
actgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagacccccatcctggeccggtacgtgecggateetgec
cgtggcctggcacaaccggatcgecctgecggetggagetgetgggetge
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gacatctgcgaccccaacccectgcgagaacggceggcatctgectgececggectggecgacggeagcettcagcet
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccagcgccggcccctgcaccecccaacccectgccacaacggeggceacctgcgagatcagegaggecta
ccggggcgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgccececcggggcttcaacggcatccactgccagcacgacg
cccacaagagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgetgateg
ccttcgeccagtacctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgec
aagacctgcgtggccgacgagagcgccgagaactgcgacaagagcectgcacaccctgttcggcgacaagcetg
tgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggcgagatggecgactgetgcgeccaagcaggageccgageg
gaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgccccggetggtgcggeccgaggtggacgt
gatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgeccggeggeac
ccctacttctacgcccccgagcetgcetgttcttcgccaageggtacaaggecgccttcaccgagtgctgccaggecg
ccgacaaggccgcctgectgetgeccaagctggacgagetgcgggacgagggcaaggcecagecagcegecaa
gcagcggctgaagtgcgecagcectgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccggcetg
agccagcggttccccaaggecgagttcgccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacace
gagtgctgccacggegacctgetggagtgcgeccgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgcgagaac
caggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagcecactgcatcge
cgaggtggagaacgacgagatgcccgccgacctgecccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgt
gtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggceatgttcctgtacgagtacgcccggeggeacceceg
actacagcgtggtgctgctgctgcggctggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecgecge
cgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagcecccagaacctgate
aagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcegagtacaagttccagaacgccctgetggtgeggtacacca
agaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggeageaag
tgctgcaagcaccccgaggecaageggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgt
gcgtgctgcacgagaagacccccgtgagegaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtgaaccgge
ggccctgcttcagegecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcacctte
cacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggt
gaagcacaagcccaaggccaccaaggagcagctgaaggcecgtgatggacgacttcgecgecttcgtggaga
agtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggage
ccctgggcatggagaacggcaacatcgccaacagccagatcgecgecageagegtgegggtgacctteetgg
gcctgcageactgggtgeccgagetggeccggctgaaccgggecggeatggtgaacgectggacceececagea
gcaacgacgacaacccctggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagg
gcgecagecggctggecagecacgagtacctgaaggccttcaaggtggectacagectgaacggecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgecgtgcacgt
gaacctgttcgagacccccgtggaggeccagtacgtgcggetgtaccccaccagetgccacaccgectgcace
ctgcggttcgagetgetgggetgcgagetgaacggetgcgecaaccecctgggectgaagaacaacageatce
ccgacaagcagatcaccgccagcagceagctacaagacctggggectgeacctgttcagcetggaaccccagct
acgcccggctggacaagcagggcaacttcaacgcctgggtggecggeagctacggcaacgaccagtggcetge
aggtggacctgggcagcagcaaggaggtgaccggcatcatcacccagggcgeccggaacttcggcagegtg
cagttcgtggccagctacaaggtggcctacagcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggaccceccgg
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accggcagcagcaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagaccce
catcctggeccggtacgtgcggatectgeccgtggectggcacaaccggatcgecctgcggetggagcetgctgg

gctgc
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agcgcecggceccctgecacccccaaccectgccacaacggeggeacctgcgagatcagegaggectaccgggg
cgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgccecccggggcttcaacggcatccactgccagcacaacatcaacg
agtgcgaggtggagcecctgcaagaacggceggceatctgcaccgacctggtggecaactacagetgegagtgecc
cggcgagttcatgggccggaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaagg
acctgggcgaggagaacttcaaggcecctggtgctgatcgecttcgecccagtacctgcagcagagecccttcgag
gaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgcgtggccgacgagagcgecgagaa
ctgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgcgggagacctacgge
gagatggccgactgctgcgecaagcaggagceccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaa
ccccaacctgecccggetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttccacgacaacgaggagace
ttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggeaccectacttctacgeccececgagcetgctgttcttcgecaa
gcggtacaaggccgccttcaccgagtgctgccaggecgecgacaaggecgectgectgctgeccaagetggac
gagctgcgggacgagggcaaggecagcagegecaagcagceggctgaagtgegecagectgcagaagtteg
gcgagcgggccttcaaggcctgggecgtggeccggcetgagecageggttccccaaggecgagttcgecgaggt
gagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggcgacctgctggagtgcgecga
cgaccgggccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtget
gcgagaagcccctgctggagaagagccactgcatcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctg
cccagcctggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggacgtgttce
tgggcatgttcctgtacgagtacgcccggeggeaccccgactacagegtggtgetgetgetgcggetggecaaga
cctacgagaccaccctggagaagtgctgcgecgecgecgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacga
gttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagetgggegag
tacaagttccagaacgccctgctggtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtgageacccccaccetggtgg
aggtgagccggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccgaggecaageggatgecctge
gccgaggactacctgagegtggtgctgaaccagctgtgegtgctgcacgagaagacccccgtgagegaccgg
gtgaccaagtgctgcaccgagagcctggtgaaccggeggecctgcettcagegecctggaggtggacgagacct
acgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgecgacatctgcaccctgagcgagaaggageg
gcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggtgaagcacaagcccaaggecaccaaggagcagctg
aaggccgtgatggacgacttcgccgcecttcgtggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgctteg
ccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggageccctgggeatggagaacggcaacatcgccaacage
cagatcgccgccagcagegtgcgggtgaccttcetgggectgcageactgggtgeccgagetggeccggetga
accgggccggcatggtgaacgectggaccecccagcagcaacgacgacaaccectggatccaggtgaacctg
ctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegecagecggctggecagecacgagtacctgaag
gccttcaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaagg
agttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacccccgtggaggeccagtacgt
gcggctgtaccccaccagctgccacaccgectgcaccetgeggttcgagetgcetgggetgcgagetgaacggct
gcgcecaaccecctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgcecagcageagctacaag
acctggggcctgcacctgttcagctggaaccccagctacgeccggctggacaagcagggeaacttcaacgect
gggtggccggeagctacggcaacgaccagtggcetgcaggtggacctgggcagcagcaaggaggtgaccgge
atcatcacccagggcgcccggaacttcggcagcgtgcagttcgtggeccagctacaaggtggectacagcaacg
acagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggcagcagcaagatcttccccggecaactgggac
aaccacagccacaagaagaacctgttcgagacccccatcctggeccggtacgtgeggatcetgeccgtggectg
gcacaaccggatcgccctgcggetggagetgetgggetge
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gacatctgcgaccccaacccectgcgagaacggcggcatctgectgcceggectggecgacggeagcettcagcet
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccaacatcaacgagtgcgaggtggagcecctgcaagaacggceggcatctgcaccgacctggtggecaac
tacagctgcgagtgccccggegagttcatgggeccggaactgccagtacaaggacgceccacaagagcgaggtg
gcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggcecctggtgctgatcgecttcgeccagtacctgea
gcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtggecga
cgagagcgccgagaactgcgacaagagcectgcacaccetgttcggecgacaagctgtgcaccgtggecaccct
gcgggagacctacggcgagatggccgactgctgcgccaagcaggageccgageggaacgagtgcttectge
agcacaaggacgacaaccccaacctgcceceggcetggtgeggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttee
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acgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgceccggeggeaccectacttctacgeecce
gagctgctgttcttcgccaagcggtacaaggecgecttcaccgagtgetgccaggecgecgacaaggecgecty
cctgetgeccaagcetggacgagctgcgggacgagggcaaggcecagcagcegcecaagecageggcetgaagtge
gccagcctgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgtggeccggctgagecageggttccecca
aggccgagttcgeccgaggtgagcaagcetggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgetgecacggeg
acctgctggagtgcgecgacgaccgggcecgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagca
gcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagcecactgcatcgccgaggtggagaacgac
gagatgcccgccgacctgcccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgec
gaggccaaggacgtgttcctgggcatgttcctgtacgagtacgccecggeggeaccccgactacagegtggtgetg
ctgctgcggctggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecgecgecgacccccacgagtgct
acgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagcecccagaacctgatcaagcagaactgcgagct
gttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgecctgctggtgcggtacaccaagaaggtgecccaggtg
agcacccccaccctggtggaggtgagcecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccga
ggccaagcggatgccctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgtgegtgctgcacgagaag
acccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgetgcaccgagagcectggtgaaccggeggecctgcettcagegece
tggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgcecgacatctgcace
ctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagctggtgaagcacaagceccaagg
ccaccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgecgcecttcgtggagaagtgctgcaaggecgacy
acaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggageccctgggeatggagaacg
gcaacatcgccaacagccagatcgcecgecageagegtgcgggtgaccttectgggectgcageactgggtgec
cgagctggcccggctgaaccgggecggeatggtgaacgectggacccccagcagcaacgacgacaacccct
ggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegecagecggetggeca
gccacgagtacctgaaggccttcaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgty
aacaagaagcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagaccccc
gtggaggcccagtacgtgcggctgtaccccaccagctgccacaccgcctgcaccetgeggttcgagcetgetggg
ctgcgagctgaacggcetgcgecaaccecctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccge
cagcagcagctacaagacctggggcctgcacctgttcagctggaaccccagctacgeccggctggacaagea
gggcaacttcaacgcctgggtggcecggeagcetacggcaacgaccagtggctgcaggtggacctgggeageag
caaggaggtgaccggcatcatcacccagggcgcccggaacttcggcagegtgeagttcgtggecagetacaag
gtggcctacagcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggcagcagcaagatctt
ccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagacccccatcctggeccggtacgtgeg
gatcctgcccgtggectggcacaaccggatcgecctgeggetggagcetgctgggetge

82

EGF[MFG-
E8]_HSA[A626—
L633]eliminado__
C1 C2[EDIL3]

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWY
PYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKS
YKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQ
VCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEP
RKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGIITQGAKDFGHVQFVG
SYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILP
WSWYGRITLRSELLGC

83

Acido nucleico
de SEQ ID NO:

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgecttcget

82




82

cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgcctaagctggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatetgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgateetcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgttctggccctctgggceatcgaaggeggcatcatcagcaatcagcagatcaccg
ccagcagcacccacagagcactgtttggcctgcaaaagtggtatccctactacgcccggcetgaacaagaaggg
cctgattaacgcctggacagccgcecgagaatgacagatggecctggattcagatcaacctccagcggaagatg
agagtgaccggcgttatcacacagggcgcaaagagaatcggctcccctgagtacatcaagagctacaagatcg
cctacagcaacgacggcaagacctgggccatgtacaaagtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggg
gcaacatcgacaacaacaccccttacgccaacagcttcacccctectatcaaggeccagtacgtgeggetgtac
cctcaagtgtgcagaaggcactgtaccctgagaatggaactgctgggctgcgaactgtetggetgttctgagecac
tgggaatgaagtccggccacatccaggactaccagattaccgectccagcatcttcagaaccctgaacatggata
tgttcacctgggagccccggaaggccagactggataagcagggaaaagtgaatgectggaccageggecaca
acgaccagtctcaatggctgcaagtggacctgctggtgcctaccaaagtgaccggaatcatcacccaaggegct
aaggatttcggccacgtgcagttcgtgggctcctacaagctggectactccaatgatggecgagcactggaccgtgt
accaggacgagaagcagcggaaggataaggtgttccagggaaacttcgataacgatacccaccggaagaac
gtgatcgaccctccaatctacgccagacacatcagaatcctgecttggtettggtacggcagaatcaccctgagat

ccgagctgetgggatge

115

EGF-C1-His6

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGME
NGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQV
NLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVG
NWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGHHHHHH

116

Acido nucleico
de 115

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaatgtgtggaacc
cctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagatcgecgecagcagegtcagagtgacatttctggga
ctgcaacactgggtgccagagctggccagactgaatagagccggceatggttaacgcctggacacccageage
aacgacgacaacccctggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegea
agcagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggcctacagectgaacggcecacgagttcgactt
catccacgacgtgaacaagaagcacaaagagttcgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacct
gttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctacaagcetgtcacaccgectgcacactgagatt
cgagctgctgggcetgtgaactgaatggccaccaccaccatcaccac

117
=147

EGF-HSA-C1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
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KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGM
ENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQ
VNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFV
GNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG

118

Acido nucleico
de 117

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatctgatge
ccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggcecctggtgetgatcgec
ttcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagcetggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacg
agtgcttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaat
gcgccagcctccagaagticggecgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgageccagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgctgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgctgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgageage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgccctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagcetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgctctcggacttggtggaagcggaggaagtggtggatct
ggcggatcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
cagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagctggctagactgaatagagccggceatggtcaacg
cctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgetgecggegtatgtgggtcacaggt
gttgttacacagggcgcaagcagactggccagcecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagectgaa
cggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactggaacaagaac
gccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggetgtaccctacaagcetgtcacace
gcctgcactctgagattcgaactgetgggatgcgagctgaacgge

119
=74

EGF-HSA-C1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
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EKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFL
GLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASR
LASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEA
QYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG

120

Acido
de 119

nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgee
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcettcgccgaaga
gggcaagaaactggtggctgcttctcaggecgctctgtgtgtggaaccectcggecatggaaaacggcaatatcge
caatagccagattgccgccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgecccgagetggceta
gactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaa
cctgetgeggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggcecagecacgagtatctgaa
ggcctttaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaa
gagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaageccagtacgt
gcggctgtaccctacaagctgtcacaccgcectgeactctgagattcgaactgctgggatgcgagetgaacgge

121

FP135

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHW
VPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHE
YLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRL
YPTSCHTACTLRFELLGCELNG

122

Acido
de 121

nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgectteget

85




cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgcctaagctggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgtigccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatetgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgateetcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagecagattgec
gccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecgg
catggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgctgeggegtatgt
gggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggccagecacgagtatctgaaggcctttaaggtggect
acagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactg
gaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctaca
agctgtcacaccgcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacgge

123

higG1_FC_DAP
A_Ojal

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
AAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TOKSLSLSPGK

124

Acido nucleico
de 123

gataagacccacacctgtcctccatgtcctgetccagaactgctcggeggaccctecgttttectgtttccacctaag
cctaaggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatccc
gaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagectagagaggaacag
tacaacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaa
gtgcaaggtgtccaacaaggccctggecgetectatcgagaaaaccatctctaaggccaagggecagectcgg
gaacctcaagtctgtacactgcctcctagccgggacgagcetgaccaaaaatcaggtgtcectgagetgegeegtg
aagggcttttacccttccgatatcgccgtggaatgggagagcaatggccagectgagaacaactacaagaccac
acctcctgtgctggacagcgacggctcattetttctggtgtccaagctgacagtggacaagagcagatggcagea
gggcaacgtgttcagcetgttctgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtctetgtctctgage
cccggcaaa

125

EGF_hlgG1_FC
_DAPA_Boton_
C1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVD

GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP

ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVP
ELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYL

KAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYP
TSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNP
SYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVA
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SYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPV
AWHNRIALRLELLGC

126

Acido nucleico
de 125

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaagggcagegata
agacccacacctgtcctccatgtcctgctccagaactgctcggeggaccctecegttttcetgtttccacctaagecta
aggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatcccgaa
gtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcctagagaggaacagtac
aacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtg
caaggtgtccaacaaggccctggccgctectatcgagaaaaccatctctaaggccaagggcecagectcgggaa
cctcaggtttacaccctgcctccatgccgggaagagatgaccaagaatcaggtgteectgtggtgectggtcaag
ggcttctacccttccgatatcgeccgtggaatgggagagcaatggecagectgagaacaactacaagaccacace
tcctgtgctggacagcegacggcteattettcctgtacagcaagcetgacagtggacaagagcagatggcageagg
gcaacgtgttcagctgttctgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaagtctctgtctctgagecct
ggcaaaggcggaagcggtggaagcggaggatctggeggatettgtgtggaacccctcggeatggaaaacgge
aatatcgccaatagccagatcgccgccagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgccaga
gctggccagactgaatagagccggceatggttaacgectggacacccagcagcaacgacgacaacccctggatt
caagtgaacctgctgcggcgtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggccagecacga
gtatctgaaggcctttaaggtggcctacagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaa
gcacaaagagttcgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagec
cagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgcctgcacactgagattcgagctgctgggetgcgagctg
aatggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaatagcatccccgacaagcagatcaccgectccagcagctat
aagacatggggcctgcacctgtttagctggaaccctagctacgccagactggacaagcagggaaacttcaatge
ctgggtggccggeagcetacggcaatgatcaatggcetgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgaccgg
catcattacccagggcgctagaaatttcggcagcegtgcagttcgtggccagcetacaaagtggectactccaacga
cagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttccccggeaattgggacaac
cacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggecagatatgtgegceattctgeccgtggectggeac
aacagaattgccctgagactggaactgctgggatge

127

higG1l_FC_DAP
A Boton

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
AAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGK

128

Acido nucleico
de 127

gataagacccacacctgtcctccatgtcctgetccagaactgctcggeggaccctecgttttectgtttccacctaag
cctaaggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatcec
gaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcctagagaggaacag
tacaacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaa
gtgcaaggtgtccaacaaggccctggecgetectatcgagaaaaccatctctaaggccaagggecagectcgg
gaacctcaggtttacaccctgcctccatgccgggaagagatgaccaagaatcaggtgtccctgtggtgectggte
aagggcttctacccttccgatatcgecgtggaatgggagagcaatggecagectgagaacaactacaagacca
cacctcctgtgctggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgacagtggacaagagcagatggeag
cagggcaacgtgttcagctgttctgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtctctgtctctga
gccccggcaaa

129

EGF_higG1_FC
_DAPA_Ojal_C
1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEK
TISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLOQHWVPE
LARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLK
AFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPT
SCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPS
YARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVAS
YKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVA
WHNRIALRLELLGC
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130

Acido nucleico
de 129

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaagggcagegata
agacccacacctgtcctccatgtcctgctccagaactgctcggeggaccctecegttttcetgtttccacctaagecta
aggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatcccgaa
gtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcctagagaggaacagtac
aacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtg
caaggtgtccaacaaggccctggccgctectatcgagaaaaccatctctaaggccaagggcecagectcgggaa
cctcaagtctgtacactgcectcctagccgggacgagcetgaccaaaaatcaggtgtcectgagetgegecgtgaag
ggcttttacccttccgatatcgeccgtggaatgggagagcaatggccagectgagaacaactacaagaccacace
tcctgtgctggacagcegacggcteattctttctggtgtccaagctgacagtggacaagagcagatggcageaggg
caacgtgttcagctgttctgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtctetgtctctgagecctg
gcaaaggcggaagcggtggaagcggaggatctggeggatcttgtgtggaaccectcggcatggaaaacggea
atatcgccaatagccagatcgccgecagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgccagag
ctggccagactgaatagagccggceatggttaacgcctggacacccagcagcaacgacgacaacccctggatte
aagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggecagecacgag
tatctgaaggcctttaaggtggcectacagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaag
cacaaagagttcgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagecc
agtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgectgcacactgagattcgagctgctgggetgcgagetga
atggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaatagcatccccgacaagcagatcaccgectccagcagctata
agacatggggcctgcacctgtttagctggaaccctagctacgccagactggacaagcagggaaacttcaatgec
tgggtggccggeagctacggceaatgatcaatggetgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgaccgge
atcattacccagggcgctagaaatttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggectactccaacgac
agcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttccceggeaattgggacaace
acagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggecagatatgtgegceattctgceegtggectggeaca
acagaattgccctgagactggaactgctgggatge

131

EGF(RGE)_HS
A[A626—
L633]eliminado_
C1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGEVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHW
VPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHE
YLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRL
YPTSCHTACTLRFELLGCELNG

132

Acido nucleico
de 131

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatcagtcaagaagtgcggggeg
aagtctttcccagctacacctgtacctgtctgaagggctatgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgectteget

cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg

ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgee
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcegatctgetg

gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
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ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgecagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagceaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattatctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcettcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagecagattgec
gccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecgg
catggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgctgeggegtatgt
gggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggect
acagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactg
gaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctaca
agctgtcacaccgcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacgge

133

EGF[EDIL3]_HS
AJAG26—
L633]eliminado__
C1[EDIL3]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVACSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAA
ENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVK
GTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELS
G

134

Acido nucleico
de 133

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggeggcatttgtctgectggactggecgatggeagcttetettgtga
atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagctetgtggtggaagtggeccagcgacgaggaagaacctaca
agcgctggcccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagcgaggcctacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt
gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggceatctgtaccgacctggtggecaattactcttgcgagtgecctgge
gagttcatgggcagaaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggacctg
ggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccac
gtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgccgagaactgtgaca
agagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggcgagatgge
cgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctccagcacaaggatgacaaccccaacct
gcctagactcgtgcggcectgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaa
gtacctgtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgccectgagetgcetgttcttcgccaageggtataagg
ccgccttcaccgaatgttgccaggecgctgataaggctgectgtetgcetgectaagetggacgagetgagagatg
agggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaatgcgcecagectccagaagttcggcgagagagcttttaa
ggcctgggcecgttgccagactgagecagagatttcctaaggecgagtttgccgaggtgtccaagcetegtgaccga
tctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggeca
agtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaa
agtctcactgtatcgccgaagtggaaaacgacgagatgcccgecgatctgecttctctggetgecgatttcgtgga
aagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgeccge
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agacaccccgactattctgtggttctgctgetgcggetggccaagacatacgagacaaccctggaaaaatgetge
gccgctgecgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagcecactggtggaagaaccccagaa
cctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggegagtacaagttccagaatgecctgetegtgeggta
caccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggeagea
agtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgccttgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgt
gcgtgetgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagectcgtgaacagaag
gccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttcca
cgccgatatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagccctggtcgagetggttaag
cacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggcecgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgagaagtget
gcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggectgttctggecctctggg
catcgaaggcggcatcatcagcaatcagcagatcaccgccagcagcacccacagagceactgtttggectgcaa
aagtggtatccctactacgcccggetgaacaagaagggcectgattaacgectggacagecgecgagaatgaca
gatggccctggattcagatcaacctccagcggaagatgagagtgaccggcegttatcacacagggcgcaaagag
aatcggctcccctgagtacatcaagagctacaagatcgectacagcaacgacggcaagacctgggecatgtac
aaagtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccttacgccaacag
cttcacccctectatcaaggcccagtacgtgcggetgtaccctcaagtgtgcagaaggcactgtaccctgagaatg
gaactgctgggctgcgaactgtctgge

135

EGF[EDIL3]_HS
AJAG26—
L633]eliminado__
C2[EDIL3]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVACSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAW
TSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWT
VYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLG
C

136

Acido nucleico
de 135

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggcggcatttgtctgectggactggecgatggeagcttetettgtga
atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagctetgtggtggaagtggeccagcgacgaggaagaacctaca
agcgctggceccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagcgaggcctacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt
gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggceatctgtaccgacctggtggecaattactcttgcgagtgecctgge
gagttcatgggcagaaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggacctg
ggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccac
gtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgccgagaactgtgaca
agagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggcgagatgge
cgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctccagcacaaggatgacaaccccaacct
gcctagactcgtgcggcectgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaacctticctgaagaa
gtacctgtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagetgcetgttcttcgccaageggtataagg
ccgccttcaccgaatgttgccaggecgctgataaggctgectgtetgctgectaagetggacgagetgagagatg
agggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaatgcgcecagectccagaagttcggecgagagagcttttaa
ggcctgggcecgttgccagactgagecagagatttcctaaggecgagtitgccgaggtgtccaagctegtgaccga
tctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggeca
agtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgetggaaa
agtctcactgtatcgccgaagtggaaaacgacgagatgcccgecgatctgecttctctggetgecgatttcgtgga
aagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgeeccge
agacaccccgactattctgtggttctgctgctgcggcetggccaagacatacgagacaaccctggaaaaatgetge
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gccgctgecgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagecactggtggaagaaccccagaa
cctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggegagtacaagttccagaatgecctgetegtgeggta
caccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggeagea
agtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgccttgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgt
gcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagectcgtgaacagaag
gccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttcca
cgccgatatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagccctggtcgagetggttaag
cacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgcecgcectttgtcgagaagtget
gcaaggccgacgacaaagagacatgcticgccgaagagggcaagaaactggtggcectgttctgagecactgg
gcatgaagtctggccacatccaggattaccagatcaccgccagcagcatcttcagaaccctgaacatggatatgt
tcacctgggagccccggaaggcecagactggataagcagggaaaagtgaacgcctggaccageggecacaat
gaccagtctcagtggctgcaagtggacctgctggtgectaccaaagtgaccggeatcatcacacagggegeaa
aggatttcggccacgtgcagtitgtgggcagctacaagcetggectacagcaacgatggcgagceactggacagtgt
accaggacgagaagcagcggaaggataaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaa
cgtgatcgaccctcctatctacgcccggcacatcagaatcctgecttggtettggtacggecggatcaccctgaga
agcgagctgcttggatgt
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EGF_HSA[A626

L633]eliminado__
Cc2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFS
WNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSV
QFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYV
RILPVAWHNRIALRLELLGC

138

Acido nucleico
de 137

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecectggtgetgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgaccecgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgee
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgageccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggctggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgateetcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagat
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caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagceccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcettcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgctaaccctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcace
gccagcagcagctataagacatggggcectgcacctgttcagctggaacccettcttacgccagactggacaagca
gggcaacttcaatgcttgggtggccggcagetacggcaatgatcagtggcetgcaagtggacctgggcageagea
aagaagtgacaggcatcatcacccagggcgcaagaaatttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaggt
ggcctacagcaacgatagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttceee
ggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgagacacccatcctggccagatacgtgcggatte
tgcctgtggectggcacaacagaatcgecctgagactggaactgctgggetgt

139

EGF_HSA[A626
-L633]

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVA

140

Acido nucleico
de 139

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagaccty
tgtggccgatgagagcgecgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgtigccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgageagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagceaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaaccectgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgcecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggct
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MFG-E8 C1 de
unién a PS

CVEPLGLENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSND
DNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNK
KHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG
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MFG—-E8 [L76M]
C1 de union a
PS

CVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSN
DDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVN
KKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG
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MFG-E8 C2 de
uniéon a PS

CANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGS
YGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQD
PRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

144

EDIL-3
uniéon a PS

Clde

CSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLOQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDR
WPWIQINLOQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNE
DMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSG

145

EDIL-3 C2 de
union a PS

CSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGH
NDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQD
EKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGCTEE
E

146

EDIL-3 C2 de
union a PS
TEEE truncado

CSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGH
NDQSQWLQVDLLVPTKVTGHITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQD
EKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

147
=117

Secuencia de la
proteina FP133

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGM
ENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQ
VNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFV
GNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG

148

Secuencia de
acido nucleico
FP133

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatctgatge
ccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggcecctggtgcetgatcgec
ttcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagcetggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacg
agtgcttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccectacttt
tatgccectgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaat
gcgccagectccagaagttcggecgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttecta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgcetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgctgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgageage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagctggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagetgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgettcgecg
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aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggcetgctetcggacttggtggaagcggaggaagtggtggatct

ggcggatcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
cagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagctggctagactgaatagageccggeatggtcaacg

cctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgetgecggegtatgtgggtcacaggt

gttgttacacagggcgcaagcagactggccagcecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagectgaa
cggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactggaacaagaac
gccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggetgtaccctacaagcetgtcacacc
gcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacgge
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La presente solicitud también incluye variantes de cada una de las SEQ ID NO: 69,
70 y 72, en donde el dominio similar a EGF de la secuencia EDIL3 incluida en la misma
corresponde a cualquiera de las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97,
SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, o SEQ ID NO: 101.

La presente solicitud también incluye una proteina de fusidén terapéutica que
comprende los dominios de unién a integrina de MFGES8 o EDIL3, y dominios de unién a
PS como el dominio V de IgSF de TIM4 o el dominio GLA de las variantes de la proteina
puente GAS6 (por ejemplo, FP1147 y FP1148).

Modificacién de las Proteinas de la Presente Descripcion

La presente solicitud incluye variantes de las proteinas descritas en este
documento y/o fragmentos de las mismas que tienen diversas modificaciones en los
dominios, asi como fusiones y conjugados de las moléculas descritas. Por ejemplo, un
dominio de la proteina de fusién terapéutica puede tener una modificacidon conservadora
de residuos de aminoacidos, y en donde las proteinas modificadas retienen o tienen
propiedades mejoradas en comparacion con una proteina de fusion que comprende el
dominio original. Alternativamente, un dominio de la proteina de fusion terapéutica puede
tener una o més deleciones de residuos de aminoéacidos, en donde las proteinas de fusién
modificadas retienen o tienen propiedades mejoradas en comparacién con la proteina que
comprende el dominio original. Alternativamente, las proteinas de fusion terapéuticas
pueden tener una 0 mas inserciones de residuos de aminoécidos, en donde las proteinas
modificadas retienen o tienen propiedades mejoradas en comparacion con la proteina no
modificada. En una modalidad, dicha insercion de aminodcidos incluye residuos de glicina
0 serina en varias combinaciones para funcionar como un ligador entre dominios de la
proteina principal.

Se puede realizar mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis mediada por PCR

para introducir la mutacion o mutaciones y el efecto sobre la unién de integrina y/o PS, u
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otra propiedad funcional de interés, puede evaluarse en ensayos in vitro o in vivo. Pueden
introducirse modificaciones conservadoras (como se tratd6 anteriormente) y/o las
mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos. Ademas,
tipicamente no se alteran mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco residuos dentro de un
dominio de union.

Las variantes de la secuencia de aminoacidos de las proteinas de fusién
terapéuticas, que tienen propiedades esencialmente similares a las variantes no
modificadas, pueden prepararse mediante la introduccién de cambios de nucleétidos
apropiados en los ADN codificantes o mediante la sintesis de las variantes deseadas.
Tales variantes incluyen, por ejemplo, deleciones o inserciones o0 sustituciones de
residuos dentro de las secuencias de aminoacidos de las moléculas presentes. En
algunas modalidades, las variantes pueden incluir secuencias ligadoras adicionales,
secuencias ligadoras reducidas o eliminacion de secuencias ligadora y/o mutaciones o
sustituciones de aminoacidos y delecion de uno 0 mas aminoacidos. Se realiza cualquier
combinacion de delecion, insercion y sustitucion para llegar al constructo final, siempre
que el constructo final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de aminoacidos
también pueden alterar los procesos postraduccionales de las moléculas, como cambiar el

namero o la posicion de los posibles sitios de glicosilacion.

Métodos de Produccién de Moléculas Recombinantes
Acidos nucleicos y sistemas de expresion

En una modalidad, la presente solicitud proporciona un método para producir una
0 mas cadenas polipeptidicas de la proteina de fusién terapéutica de forma recombinante,
que comprende: 1) producir uno o mas constructos de ADN que comprenden una
molécula de acido nucleico que caodifica una cadena polipeptidica de la molécula de unién
multiespecifica ; 2) introducir dicho(s) constructo(s) de ADN en uno o mas vectores de
expresion; 3) co-transfectar dicho(s) vector(es) de expresién en una o mas células
huésped; y 4) expresar y ensamblar la molécula en una célula huésped o en solucion.

A este respecto, la descripcion proporciona acidos nucleicos aislados, por ejemplo,
uno o mas polinucleétidos, que codifican las proteinas de fusion terapéuticas descritas en
el presente documento. Las moléculas de &cido nucleico incluyen ADN y ARN tanto en
forma monocatenaria como bicatenaria, asi como las correspondientes secuencias
complementarias. Las moléculas de acido nucleico de la invencién incluyen genes de
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longitud completa o moléculas de ADNc asi como una combinacion de fragmentos de los
mismos. Los &cidos nucleicos de la invencion se derivan de fuentes humanas, pero la
invencién incluye los derivados de especies no humanas.

Un "&cido nucleico aislado" es un &cido nucleico que se ha separado de
secuencias genéticas adyacentes presentes en el genoma del organismo del que se aislo
el &cido nucleico, en el caso de acidos nucleicos aislados de fuentes naturales. En el caso
de 4&cidos nucleicos sintetizados enzimaticamente a partir de una plantilla o
quimicamente, tales como productos de PCR, moléculas de ADNc u oligonucleétidos, por
ejemplo, se entiende que los acidos nucleicos resultantes de tales procesos son acidos
nucleicos aislados. Una molécula de &cido nucleico aislada se refiere a una molécula de
acido nucleico en forma de un fragmento separado o como un componente de un
constructo de &cido nucleico mas grande. En una modalidad preferida, los acidos
nucleicos estan sustancialmente libres de material endégeno contaminante. La molécula
de &cido nucleico se ha derivado de modo preferente de ADN o ARN aislado al menos
una vez en forma sustancialmente pura y en una cantidad o concentracion que permite la
identificacion, manipulacion y recuperacién de las secuencias de nucleétidos que lo
componen mediante métodos bioquimicos estandar (como los descritos en Sambrook et
al. al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, NY (1989)). De modo preferente, dichas secuencias se proporcionan
y/o se construyen en forma de un marco de lectura abierto ininterrumpido por secuencias
internas no traducidas, o intrones, que estan tipicamente presentes en genes eucariotas.
Las secuencias de ADN no traducido pueden estar presentes en 5' 0 3' de un marco de
lectura abierto, donde las mismas no interfieren con la manipulaciéon o expresion de la
region codificante.

La presente invencién también proporciona sistemas de expresion y constructos
en forma de plasmidos, vectores de expresion, casetes de transcripcion o expresion, que
comprenden al menos un polinucleétido como se describié anteriormente. Ademas, la
invencion proporciona células huésped que comprenden dichos sistemas o constructos de
expresion.

En una modalidad, la presente descripcién proporciona un método para preparar
una proteina de fusion terapéutica que comprende las etapas de: (a) cultivar una célula

huésped que comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusién, en donde la
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célula huésped cultivada expresa la proteina de fusion; y (b) recuperar la proteina de
fusién del cultivo de la célula huésped.

También se proporcionan en la descripcion los vectores de expresion y las células
huésped para producir las proteinas de fusidén terapéuticas descritas anteriormente. El
término "vector" significa cualquier molécula o entidad (por ejemplo, acido nucleico,
plasmido, bacteriéfago o virus) que es adecuada para la transformacién o transfeccién de
una célula huésped y contiene secuencias de acido nucleico que dirigen y/o controlan
(junto con la célula huésped) la expresion de una o mas regiones codificantes heterélogas
unidas operativamente a las mismas. Pueden emplearse varios vectores de expresion
para expresar los polinucledtidos que codifican cadenas o dominios de unién de la
molécula. Se pueden utilizar vectores de expresién tanto basados en virus como no
viricos para producir la proteina de fusion terapéutica en una célula huésped de mamifero.
Los vectores y sistemas no virales incluyen plasmidos, vectores episomales, tipicamente
con un casete de expresion para expresar una proteina o ARN, y cromosomas artificiales
humanos (véase, por ejemplo, Harrington et al., (1997) Nat Genet 15: 345). Por ejemplo,
los vectores no virales Utiles para la expresion de polinucleétidos y polipéptidos en células
de mamiferos (por ejemplo, humanas) incluyen pThioHis A, B & C, pcDNAS.1/His,
pEBVHis A, B & C, (Invitrogen, San Diego, CA), vectores MPSV y muchos otros vectores
conocidos en la técnica para expresar otras proteinas. Los vectores virales Utiles incluyen
vectores basados en retrovirus, adenovirus, adeno virus asociados, virus del herpes,
vectores basados en SV40, virus del papiloma, virus HBP Epstein Barr, vectores del virus
vaccinia y virus Semliki Forest (SFV). Véase, Brent et al., (1995) supra; Smith, Annu. Rev.
Microbiol. 49: 807; and Rosenfeld et al., (1992) Cell 68: 143.

La eleccidn del vector de expresion depende de las células huésped previstas en
las que se va a expresar el vector. Normalmente, los vectores de expresion contienen un
promotor y otras secuencias reguladoras (por ejemplo, potenciadores) que estan unidas
operativamente a los polinucleétidos que codifican una proteina de fusién terapéutica. En
algunas modalidades, se emplea un promotor inducible para prevenir la expresion de
secuencias insertadas excepto en condiciones inductoras. Los promotores inducibles
incluyen, por ejemplo, arabinosa, lacZ, promotor de metalotioneina o un promotor de
choque térmico. Los cultivos de organismos transformados se pueden expandir en
condiciones no inductoras sin sesgar la poblacién para codificar secuencias cuyos
productos de expresion son mejor tolerados por las células huésped. Ademas de los
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promotores, también se pueden requerir o desear otros elementos reguladores para la
expresion eficaz de las proteinas de fusion terapéuticas. Estos elementos incluyen
tipicamente un coddn de iniciacion ATG y un sitio de union de ribosoma adyacente u otras
secuencias. Ademas, la eficacia de expresion puede mejorarse mediante la inclusion de
potenciadores apropiados para el sistema celular en uso (véase, por ejemplo, Scharf et
al., (1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 125; and Bittner et al., (1987) Meth. Enzymol.,
153 :516). Por ejemplo, el potenciador de SV40 o potenciador de CMV se puede utilizar
para aumentar la expresion en células huésped de mamifero.

Los vectores de expresion también pueden proporcionar una posicion de
secuencia sefial de secrecion para formar una proteina de fusion con polipéptidos
codificados insertando las secuencias de dominios de union y/o dominios de solubilizacién
descritas anteriormente. Mas a menudo, las secuencias insertadas se unen a secuencias
sefial antes de su inclusion en el vector. Los vectores que permiten la expresion de los
dominios de union y el dominio de solubilizaciébn como proteinas de fusion conducen de
ese modo a la produccién de proteinas manipuladas intactas. Una célula huésped,
cuando se cultiva en condiciones apropiadas, se puede utilizar para expresar una proteina
disefiada que posteriormente se puede recolectar del medio de cultivo (si la célula
huésped la secreta al medio) o directamente de la célula huésped que la produce (si no se
secreta). La seleccién de una célula huésped apropiada dependera de varios factores,
tales como niveles de expresion deseados, madificaciones de polipéptidos que son
deseables o necesarias para la actividad (tales como glicosilaciéon o fosforilacion) y
facilidad de plegamiento en una molécula biolégicamente activa. Una célula huésped
puede ser eucariota o procariota.

Las lineas celulares de mamiferos disponibles como huéspedes para la expresion
se conocen en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, lineas celulares inmortalizadas
disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC) y cualquier linea celular
utilizada en un sistema de expresion conocido en la técnica se puede utilizar para
preparar las proteinas de fusién recombinantes de la invencion. En general, las células
huésped se transforman con un vector de expresion recombinante que comprende ADN
que codifica una proteina de fusiobn deseada. Entre las células huésped que pueden
emplearse se encuentran procariotas, levaduras o células eucariotas superiores. Los
procariotas incluyen organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo E. coli o
bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen células de insectos y lineas celulares
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establecidas de origen mamifero. Ejemplos de lineas de células huésped de mamiferos
adecuadas incluyen las células COS-7, células L, células CI27, células 3T3, células de
ovario de hamster chino (CHO) o sus derivados y lineas celulares relacionadas que
crecen en medios sin suero, células Hela, lineas celulares BHK., la linea celular CV-1
EBNA, células de rifibn embrionario humano (HEK) como 293, 293 EBNA o MSR 293,
células epidérmicas humanas A431, células Colo205 humanas, otras lineas celulares de
primates transformadas, células diploides normales, cepas celulares derivadas de cultivo
in vitro de tejido primario, explantes primarios, células HL-60, U937, HaK o Jurkat.
Opcionalmente, las lineas celulares de mamiferos tales como HepG2/3B, KB, NIH 3T3 o
S49, por ejemplo, se pueden utilizar para la expresion del polipéptido cuando es deseable
utilizar el polipéptido en diversos ensayos de transduccion de sefiales o reporteros.
Alternativamente, es posible producir el polipéptido en eucariotas inferiores como levadura
0 en procariotas como bacterias. Las levaduras adecuadas incluyen P. pastoris, S.
cerevisiae, S. pombe, cepas Kluyveromyces, Candida o cualquier cepa de levadura capaz
de expresar polipéptidos heterdlogos. Las cepas bacterianas adecuadas incluyen E. coli,
B. subtilis, S. typhimurium o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar polipéptidos
heter6logos. Si la proteina de fusion se elabora en levadura o bacteria, puede ser
deseable modificar el producto producido alli, por ejemplo, mediante fosforilacion o
glicosilacion de los sitios apropiados, para obtener un producto funcional. Tales uniones
covalentes se pueden lograr utilizando métodos quimicos o enzimaticos conocidos.

Los métodos para introducir vectores de expresién que contienen las secuencias
de polinucledtidos de interés varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por
ejemplo, la transfeccion con cloruro de calcio se utiliza cominmente para células
procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio o la electroporacién se
pueden utilizar para otros huéspedes celulares. Otros métodos incluyen, por ejemplo,
electroporacion, tratamiento con fosfato calcico, transformacion mediada por liposomas,
inyeccion y microinyeccién, métodos balisticos, virosomas, inmunoliposomas, polication:
conjugados de &cido nucleico, ADN desnudo, viriones artificiales, fusion con la proteina
estructural del virus del herpes VP22, agente—captacion mejorada de ADN y transduccion
ex vivo. Para la produccion de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes,
a menudo se deseard una expresion estable. Por ejemplo, las lineas celulares que
expresan de forma estable proteinas modificadas por ingenieria pueden prepararse
utilizando vectores de expresion de la descripcidbn que contienen origenes virales de
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replicacion o elementos de expresidbn endogenos y un gen marcador seleccionable.
Después de la introduccion del vector, se puede permitir que las células crezcan durante
1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarlas a un medio selectivo. El propdsito
del marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccion, y su presencia permite
el crecimiento de células que expresan con éxito las secuencias introducidas en medios
selectivos. Las células resistentes, transfectadas de forma estable pueden proliferar
utilizando técnicas de cultivo de tejidos apropiadas para el tipo de célula.

Las proteinas de fusién se recuperan tipicamente del medio de cultivo como un
polipéptido secretado, aunque también pueden recuperarse del lisado de la célula
huésped cuando se producen directamente sin una sefial secretora. Si el polipéptido esta
unido a la membrana, se puede liberar de la membrana utlizando una solucion de
detergente adecuada (por ejemplo, Triton—X 100).

Cuando la proteina de fusion se produce en una célula recombinante distinta de
una de origen humano, esta completamente libre de proteinas o polipéptidos de origen
humano. Sin embargo, es necesario purificar la proteina de fusion a partir de proteinas o
polipéptidos de células recombinantes. Como primer paso, el medio de cultivo o el lisado
normalmente se centrifuga para eliminar los restos celulares en particulas. Las moléculas
producidas se pueden purificar convenientemente mediante cromatografia de
hidroxiapatita, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia de afinidad, siendo la
cromatografia de afinidad la técnica de purificacion preferida. Otras técnicas para la
purificacién de proteinas como el fraccionamiento en una columna de intercambio idnico,
precipitacién con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice, cromatografia en
heparina Sepharose, cromatografia en una resina de intercambio aniénico o catidnico
(como una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque, también estan disponibles
SDS—-PAGE y precipitacion con sulfato de amonio.

En ciertos aspectos, en el presente documento se proporciona un vector viral que
comprende un polinucledtido que codifica una proteina de fusion terapéutica de la
presente invencion. En algunas modalidades, el vector viral se deriva de AAV. En algunas
modalidades, el vector viral se administra a un sujeto, por ejemplo, un ser humano, en
donde se expresa la proteina de fusion terapéutica, y se puede utilizar para el tratamiento

y/o prevencion de las enfermedades enumeradas en el presente documento.

Composiciones farmacéuticas
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En otro aspecto, la presente descripcidn proporciona una composicién, por
ejemplo, una composicion farmacéutica, que contiene una proteina de fusion terapéutica
de la presente invencién, en combinaciédn con uno o mas excipientes, diluyentes o
portadores farmacéuticamente aceptables. Tales composiciones pueden incluir una o una
combinacion de (por ejemplo, dos o mas diferentes) proteinas de fusién terapéuticas de la
descripcion.

Las composiciones farmacéuticas como se describen en el presente documento
también se pueden administrar en terapia de combinacion, es decir, combinadas con otros
agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir una proteina de fusién de la
presente descripcion combinada con, por ejemplo, al menos un agente antiinflamatorio,
antiinfeccioso o inmunosupresor. Los ejemplos de agentes terapéuticos que se pueden
utilizar en terapia de combinacion se describen con mayor detalle a continuacion en la
seccion sobre usos de las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcion.

Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles que incluyen una proteina
de fusion de la presente descripcion, la proteina de fusion se mezcla con un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

La frase "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia
reguladora de un gobierno federal o estatal, o incluido en la Farmacopea de los Estados
Unidos u otra farmacopea generalmente reconocida para uso en animales, y mas
particularmente, en seres humanos.

El término "composicién farmacéutica" se refiere a una mezcla de al menos un
ingrediente activo (por ejemplo, una proteina diseflada) y al menos un excipiente,
diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

Un "medicamento” se refiere a una sustancia utilizada para tratamiento médico.

Como se utiliza en el presente documento, "portador farmacéuticamente
aceptable"” incluye todos y cada uno de los solventes, medios de dispersion,
revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores
de la absorcion, y similares que sean fisiolégicamente compatibles. El portador debe ser
adecuado para administracion intravenosa, intramuscular, subcutdnea, parenteral, espinal
o epidérmica (por ejemplo, mediante inyeccion o infusién). En una modalidad, el portador
deberia ser adecuado para la via subcutanea. Dependiendo de la via de administracion, el

compuesto activo, es decir, la proteina de fusion, se puede recubrir con un material para
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proteger el compuesto de la accién de los &cidos y otras condiciones naturales que
pueden inactivar el compuesto.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden
incluir una 0 mas sales farmacéuticamente aceptables. Una composicion farmacéutica
como se describe en este documento también puede incluir un antioxidante
farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente
aceptables incluyen: antioxidantes solubles en agua, tales como acido ascérbico,
clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y
similares; antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo,
alfa—tocoferol y similares; y agentes quelantes de metales, tales como &cido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y similares.

Ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear
en las composiciones farmacéuticas como se describen en este documento incluyen
agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y
mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva y
ésteres organicos inyectables, como oleato de etilo. Se puede mantener la fluidez
adecuada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento, tales como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La
prevencion de la presencia de microorganismos puede garantizarse tanto mediante
procedimientos de esterilizacion como mediante la inclusion de diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido fenolsérbico y
similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos, tales como azUcares,
cloruro de sodio y similares en las composiciones. Ademas, se puede producir una
absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusion de
agentes que retrasan la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. El uso de tales medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en la medida en que
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cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se
contempla su uso en las composiciones farmacéuticas de la invencién. También se
pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables en las
condiciones de fabricacién y almacenamiento. La composicion se puede formular como
una solucién, microemulsion, liposoma u otra estructura ordenada adecuada para una alta
concentracion de farmaco. El portador puede ser un solvente o medio de dispersién que
contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez
adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
dispersién y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, se pueden incluir
agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes como manitol, sorbitol o cloruro
de sodio en la composicion.

Se pueden encontrar resefias sobre el desarrollo de formulaciones de proteinas
estables en Cleland et al., (1993) Crit Reviews Ther Drug Carrier Systems, 10(4): 307-377
and Wei W (1999) Int J Pharmaceutics, 185: 129-88.

Las soluciones o0 suspensiones utilizadas para la aplicacién intradérmica o
subcutanea normalmente incluyen uno o0 mas de los siguientes componentes: un diluyente
estéril como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros solventes sintéticos, agentes antibacterianos como alcohol bencilico
o metil parabenos, antioxidantes como acido ascorbico o bisulfito de sodio, agentes
quelantes como acido etilendiaminotetraacético, buffers como acetatos, citratos o fosfatos
y agentes para el ajuste de la tonicidad como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede
ajustar con A&cidos o bases, como acido clorhidrico o hidréxido de sodio. Tales
preparaciones pueden encerrarse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis
multiples hechos de vidrio o plastico.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto
activo en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o una combinacién de
los ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de microfiltracién
de esterilizacién. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando las proteinas
de fusién de la invencién en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion
basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso
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de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
de preparacion son secado al vacio y secado en frio (liofilizacién) que producen un polvo
del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucién
previamente esterilizada filtrada del mismo.

La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material portador
para producir una Unica forma de dosificacion variara dependiendo del sujeto que se esté
tratando y el modo particular de administracién. La cantidad de ingrediente activo que
puede combinarse con un material portador para producir una Unica forma de dosificacion
sera generalmente la cantidad de la composicién que produce un efecto terapéutico.
Generalmente, del cien por ciento, esta cantidad variar4 de aproximadamente un 0,01 por
ciento a aproximadamente un noventa y nueve por ciento de ingrediente activo, de
aproximadamente un 0,1 por ciento a aproximadamente un 70 por ciento, o de
aproximadamente un 1 por ciento a aproximadamente un 30 por ciento de ingrediente
activo en combinacion con un portador farmacéuticamente aceptable.

La seleccion de un régimen de administracion para una proteina de ingenieria
terapéutica depende de varios factores, incluida la tasa de recambio sérico o tisular de la
entidad, el nivel de sintomas, la inmunogenicidad de la entidad y la accesibilidad de las
células objetivo en la matriz biolégica. En ciertas modalidades, un régimen de
administracion maximiza la cantidad de terapéutico administrado al paciente de acuerdo
con un nivel aceptable de efectos secundarios. Por consiguiente, la cantidad de proteina
administrada depende en parte de la entidad particular y la gravedad de la afecciéon que
se esta tratando. Se dispone de orientacién para seleccionar las dosis apropiadas de
moléculas bioldgicas y pequefias (véase, por ejemplo, Bach (ed.) (1993) Monoclonal
Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, New York,
N.Y.; Baert, et al. (2003) New Engl. J. Med. 348:601-608; Milgrom, et al. (1999) New Engl.
J. Med. 341:1966-1973; Slamon, et al. (2001) New Engl. J. Med. 344:783-792;
Beniaminovitz, et al. (2000) New Engl. J. Med. 342:613-619; Ghosh, et al. (2003) New
Engl. J. Med. 348:24-32; Lipsky, et al. (2000) New Engl. J. Med. 343:1594-1602).

La determinacion de la dosis apropiada la realiza el médico, por ejemplo, utilizando
parametros o factores conocidos o sospechados en la técnica que afectan al tratamiento o
se prevé que afecten al tratamiento. Generalmente, la dosis comienza con una cantidad
algo menor que la dosis 6ptima y luego se incrementa en pequefos incrementos hasta
que se logra el efecto deseado u Optimo en relaciébn con cualquier efecto secundario
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negativo. Las medidas de diagndstico importantes incluyen las de los sintomas de, por
ejemplo, la inflamacion o el nivel de citocinas inflamatorias producidas.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones
farmacéuticas de la presente descripcion se pueden variar para obtener una cantidad del
ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un
paciente, composicién y modo de administracién en particular, sin que sea téxico para el
paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores
farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones particulares de la
presente descripcion empleadas, la via de administracion, el tiempo de administracion, la
velocidad de excrecidon del compuesto particular que se emplea, la duracién del
tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con las
composiciones particulares empleadas, la edad, sexo, peso, estado, salud general e
historial médico previo del paciente que esta siendo tratado, y factores similares
conocidos en la técnica médica.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta Optima
deseada. Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar varias
dosis divididas a lo largo del tiempo o la dosis se puede reducir 0 aumentar
proporcionalmente segun lo indiqguen las exigencias de la situacion terapéutica. Es
especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de unidad de
dosificacién para facilitar la administracion y uniformidad de la dosificaciéon. La forma de
unidad de dosificacion, como se utiliza en el presente documento, se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para los sujetos a tratar; cada
unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el portador farmacéutico
requerido. La especificacion para las formas unitarias de dosificacion de la invencion esta
dictada y depende directamente de las caracteristicas Gnicas del compuesto activo y el
efecto terapéutico particular que se debe lograr, y las limitaciones inherentes en la técnica
de la composicién de dicho compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en los
individuos.

Para la administracion de la proteina de fusién terapéutica, la dosis varia de
aproximadamente 0,0001 a 150 mg/kg, tal como 5, 15 y 50 mg/kg de administracion
subcutanea, y mas habitualmente de 0,01 a 5 mg/kg, del peso corporal del huésped. Un
régimen de tratamiento ejemplar implica la administracién una vez por semana, una vez
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cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez
al mes, una vez cada 3 meses 0 una vez cada tres a seis meses.

Las proteinas de fusién terapéuticas de la invencion se pueden administrar en
multiples ocasiones. Los intervalos entre dosis Unicas pueden ser, por ejemplo,
semanales, mensuales, cada tres meses o anualmente. Los intervalos también pueden
ser irregulares, como se indica midiendo los niveles sanguineos de proteina disefiada en
el paciente. En algunos métodos, la dosis se ajusta para conseguir una concentracion de
proteina plasmatica de aproximadamente 1-1000 pg/mL y en algunos métodos de
aproximadamente 25-300 pg/mL.

Alternativamente, la proteina de fusion terapéutica se puede administrar como una
formulacion de liberacion sostenida, en cuyo caso se requiere una administracion menos
frecuente. La dosis y la frecuencia varian en funcion de la vida media de la proteina en el
paciente y pueden variar segun el tratamiento sea profilactico o terapéutico. En
aplicaciones profilacticas, se administra una dosis relativamente baja a intervalos
relativamente infrecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes pueden
continuar recibiendo tratamiento por el resto de sus vidas. En aplicaciones terapéuticas, a
veces se requiere una dosis relativamente alta a intervalos relativamente cortos hasta que
se reduce o termina la progresion de la afeccion o enfermedad o hasta que el paciente
muestra una mejoria parcial o completa de los sintomas de la afecciébn o enfermedad.
Posteriormente, se puede administrar al paciente un régimen profilactico.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion se pueden variar para obtener una cantidad del
ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un
paciente, composicién y modo de administracién en particular, sin que sea téxico para el
paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores
farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones particulares de la
presente descripcion empleadas, la via de administracion, el tiempo de administracion, la
velocidad de excrecién del compuesto particular que se emplea, la duracion de la
tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con las
composiciones particulares empleadas, la edad, sexo, peso, estado, salud general e
historial médico previo del paciente que esta siendo tratado, y factores similares bien
conocidos en la técnica médica.

Una "dosis terapéuticamente eficaz" de una proteina de fusion de la invencién
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puede dar como resultado una disminucién de la gravedad de una afeccién o sintomas o
una enfermedad y/o la prevencion del deterioro o discapacidad debido a la afeccién.

Una composicion de la presente descripcién puede administrarse mediante una o
mas vias de administracion utilizando uno o més de una variedad de métodos conocidos
en la técnica. Como apreciara el experto en la técnica, la via y/o el modo de
administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. Las vias de
administracion para las proteinas modificadas genéticamente de la invencion incluyen
vias de administraciébn intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal,
subcutanea, espinal u otras vias de administracién parenterales, por ejemplo, mediante
inyeccion o infusion. La frase "administracion parenteral”, como se utiliza en este
documento, significa modos de administracion distintos de la administracion enteral y
topica, normalmente por inyeccion, e incluye, sin limitacion, inyeccion e infusién
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca,
intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraestemal.

Alternativamente, una proteina de fusion terapéutica de la invencién puede
administrarse por una via no parenteral, tal como una via de administracion topica,
epidérmica o mucosa.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcion se pueden preparar con
portadores que protegeran las proteinas contra una liberacion rapida, como una
formulaciéon de liberacién controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos vy
sistemas de administracibon microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros
biodegradables y biocompatibles, tales como etilenvinilacetato, polianhidridos, acido
poliglicolico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para la preparacion
de tales formulaciones estan patentados o son generalmente conocidos por los expertos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

En determinadas modalidades, las proteinas de fusién terapéuticas de la invencion
se pueden formular para asegurar una distribucion adecuada in vivo. Por ejemplo, la
barrera hematoenceféalica (BBB) excluye muchos compuestos altamente hidrofilos. Para
asegurar que los compuestos terapéuticos de la invencion crucen la BBB (si se desea), se
pueden formular, por ejemplo, en liposomas. Para métodos de fabricacién de liposomas,
véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos 4.522.811; 5.374.548; y 5.399.331.
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Los liposomas pueden comprender uno o mas restos que se transportan selectivamente a
células u drganos especificos, mejorando asi la administracion de farmacos dirigida
(véase, por ejemplo, Ranade VV (1989) J. Clin. Pharmacol., 29: 685).

Usos terapéuticos y métodos de la invencion.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la presente invencion tienen utilidades
terapéuticas y de diagnéstico in vitro e in vivo. Por ejemplo, estas moléculas se pueden
administrar a células en cultivo, por ejemplo in vitro o en un sujeto, por ejemplo, in vivo,
para tratar, prevenir o diagnosticar una variedad de trastornos. Los métodos son
particularmente adecuados para tratar, prevenir o diagnosticar trastornos de érganos y
microvasculares agudos o crénicos inflamatorios e impulsados por el sistema inmunitario.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la invencion, aunque no se limitan a, son
utiles para el tratamiento, prevencion o mejora de lesiones organicas inflamatorias agudas
y crénicas, en particular lesiones inflamatorias en las que existen mecanismos de
depuracién homeostaticos endégenos o vias de eferocitosis para la eliminacion de células
moribundas, fragmentos de células y las microparticulas protromboticas/proinflamatorias
estan significativamente reguladas por disminucion. Ejemplos de lesiones de o6rganos
inflamatorias agudas incluyen infarto de miocardio, lesién renal aguda (AKI), accidente
cerebrovascular agudo e inflamaciébn y lesiones de Organos resultantes de
isquemia/reperfusion tales como isquemia/reperfusién del tracto gastrointestinal, higado,
bazo, pulmén, rifibn, pancreas, corazén, cerebro, médula espinal y/o extremidad
aplastada.

Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles
para el diagndstico, tratamiento, prevencion o mejora de la inhibicién o ralentizacién de la
coagulacion sanguinea, tratamiento del microbioma, enfermedad inflamatoria intestinal
(IBD), captacion de acidos grasos y/o disminucion de la motilidad gastrica, trastornos
dependientes de microtrombina, aterosclerosis, remodelacién cardiaca, fibrosis tisular,
lesion hepdatica aguda, enfermedades hepaticas crénicas, esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH), enfermedades vasculares, trastornos vasculares relacionados con la edad,
enfermedades intestinales, sepsis, trastornos 0seos, cancer, talasemia, pancreatitis,
hepatitis, endocarditis, neumonia, lesibn pulmonar aguda, osteoartritis, periodontitis,
inflamacién inducida por traumatismo tisular, colitis, diabetes, shock hemorragico, rechazo
de trasplante, dafio inducido por radiacidén, esplenomegalia, AKI inducida por sepsis o
insuficiencia multiorganica, quemaduras agudas, sindrome de dificultad respiratoria en
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adultos y nifios, cicatrizacion de heridas, reparacion de tendones y enfermedades
neuroldgicas.

En una modalidad, las enfermedades neurolégicas se pueden seleccionar entre
afecciones que tienen un componente neuropsiquiatrico, neuroinflamatorio y/o
neurodegenerativo que incluye sintomas tales como sindromes de enfermedad, nauseas,
evitacion pasiva, supresion de la agilidad conductual, alteracién de la memoria y
disfuncion de la memoria. Ejemplos de enfermedades neuroldgicas incluyen
enfermedades neuroldgicas relacionadas con la beta amiloide, como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la depresion.

En una modalidad, los trastornos 6seos pueden seleccionarse de afecciones que
incluyen  osteoporosis, osteomalacia, osteoesclerosis y osteopetrosis. Mas
particularmente, la administracion de una proteina de fusion de la presente descripcion
puede inhibir la expresion de al menos un marcador de osteoclasto, tal como NFATcL,
catepsina K e integrina avf3. En una modalidad, la administracion inhibe Ila
osteoclastogénesis. En otra modalidad, la administracion inhibe la osteoclastogénesis
inducida por RANKL. En otra modalidad mas, la administracion inhibe la resorcion 6sea.
En incluso otra modalidad, la administracién inhibe la expresibn de al menos un
estimulador de resorcion 0sea, tal como un estimulador de resorcion 0sea que comprende
TNF, IL-6, IL-17A, MMP-9, Ptgs2, RANKL, Tnfsf1l, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5 y
combinaciones de los mismos. En otra modalidad, la administracion inhibe la expresion de
al menos una citoquina proinflamatoria seleccionada del grupo que consiste en IL-8 y
CCL2/MCP-1.

En una modalidad, la fibrosis tisular puede ser fibrosis en el higado, pulmén,
diafragma, rifidn, cerebro, corazén en la que la proteina de fusion de la invenciéon reduce
la expresion de colageno. En una modalidad, la fibrosis pulmonar es fibrosis pulmonar
intersticial (IPF). En una modalidad, la fibrosis hepatica es cirrosis hepatica, que puede o
no ser atribuible a NASH.

Multiples enfermedades respiratorias se caracterizan por la acumulaciéon de
células apoptéticas. Ademas, la eferocitosis defectuosa y la fagocitosis por macréfagos en
el trastorno pulmonar obstructivo cronico (EPOC) se asocian con exacerbaciones y
gravedad. Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcion también pueden ser
Utiles para el diagnéstico, tratamiento, prevencibn o mejora de enfermedades
respiratorias, tales como el sindrome de dificultad respiratoria aguda o COPD. Las
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proteinas de fusidn terapéuticas de la descripcion también pueden ser Utiles para el
diagnéstico, tratamiento, prevencién o mejora de la lesion pulmonar aguda (ALI), por
ejemplo lesion pulmonar inducida por inhalacién o aspiracién de compuestos o farmacos
téxicos exdgenos o enddbgenos; lesion pulmonar causada por edema pulmonar, shock,
pancreatitis, quemaduras, traumatismos del térax o politraumatismos, radiacion, sepsis,
patégenos (bacterias, virus o parasitos como plasmodios); Enfermedades por insuficiencia
pulmonar crénica que provocan hipoxemia.

Las proteinas de fusiéon terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles
para el diagndstico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad de la lesion
pulmonar causada por virus del tipo Corona, por ejemplo SARS-CoV, SARS-CoV-2 o
MERS—-CoV. En una modalidad, las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcion se
proporcionan para su uso en el tratamiento de la infeccion por SARS—CoV-2 en pacientes
con COVID 19.

Las proteinas de fusidn terapéuticas de la descripcidon también pueden ser Utiles
para el diagnostico, tratamiento, prevenciéon o mejora de la gravedad de la insuficiencia
pulmonar asociada a transfusion (TRALI).

Las proteinas de fusidn terapéuticas de la descripcidon también pueden ser Utiles
para el diagndstico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad de enfermedades de
insuficiencia pulmonar crénica que conducen a hipoxemia.

Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcion, por ejemplo las proteinas
de fusién terapéuticas contienen un dominio de EDIL3 de la descripcion, también pueden
ser (tiles para el diagnéstico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad de las
adherencias peritoneales posoperatorias.

Las proteinas de fusiéon terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles
para el diagndstico, tratamiento, prevenciéon o mejora de la gravedad de la insuficiencia
cardiaca.

Las proteinas de fusiéon terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles
para el diagnostico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad de la hemodialisis.

Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcion también pueden ser Utiles
para el diagnostico, el tratamiento, la prevencion o la mejora de la gravedad de la funcién

retardada del injerto o de la enfermedad del injerto contra el huésped.
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Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles
para el diagnéstico, tratamiento, prevencién o mejora de la gravedad de congelaciones
graves, pie de trinchera, pioderma gangrenoso/gangrena.

Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles
para el diagnostico, tratamiento, prevencién o mejora de la gravedad de patologias
inducidas por bacterias, hongos, virus o parasitos (por ejemplo, sepsis u otras patologias
inducidas directamente por los patégenos como en antrax, plaga, infecciones
necrotizantes de tejidos blandos (NSTI como fascitis necrotizante, osteomielitis, malaria).

Las proteinas de fusiéon terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles
para el diagnostico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad del
trauma/politraumatismo causado por accidentes que causan lesiones, como accidentes
laborales, caidas, accidentes de trafico, lesiones balisticas y de combate u otros
mecanismos de lesion.

Las proteinas de fusidn terapéuticas de la descripcidon también pueden ser Utiles
para el diagnéstico, tratamiento, prevencién o mejora de la gravedad de la patologia
mediada por osteoclastos.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcion se pueden administrar como
el Unico ingrediente activo o junto con, por ejemplo como adyuvante o en combinacion con
otros farmacos, por ejemplo agentes inmunosupresores o inmunomoduladores u otros
agentes antiinflamatorios o por ejemplo agentes citotéxicos o anticancerigenos, por
ejemplo para el tratamiento o prevencibn de las enfermedades mencionadas
anteriormente.

Administrado 'en combinacion’, en referencia a un agente terapéutico adicional,
significa que se administran dos (0 mas) tratamientos diferentes al sujeto durante el curso
de la afliccién del sujeto con el trastorno, por ejemplo, los dos o0 mas tratamientos se
administran después de que el sujeto se ha diagnosticado con el trastorno y antes de que
el trastorno se haya curado o eliminado o el tratamiento haya cesado por otras razones.
En algunas modalidades, la administracion de un tratamiento todavia se esta produciendo
cuando comienza la administracion del segundo, de modo que hay superposicién en
términos de administracion. Esto a veces se denomina en el presente documento
"administracion simultanea" o "administracion concurrente”. En otras modalidades, la
administracién de un tratamiento termina antes de que comience la administracion del otro
tratamiento. En algunas modalidades de cualquier caso, el tratamiento es mas eficaz
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debido a la administracion combinada. Por ejemplo, el segundo tratamiento es mas
efectivo, por ejemplo, se observa un efecto equivalente con menos del segundo
tratamiento, o el segundo tratamiento reduce los sintomas en mayor medida que lo que se
veria si el segundo tratamiento se administrara en ausencia del primer tratamiento, o la
situacion analoga se ve con el primer tratamiento. En algunas modalidades, la
administracion es tal que la reduccién de un sintoma u otro parametro relacionado con el
trastorno es mayor de lo que se observaria con un tratamiento administrado en ausencia
del otro. El efecto de los dos tratamientos puede ser parcialmente aditivo, totalmente
aditivo o mayor que aditivo. La administraciéon puede ser tal que un efecto del primer
tratamiento administrado aun sea detectable cuando se administra el segundo.

El término ‘concurrentemente' no se limita a la administracion de terapias (por
ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) exactamente al mismo tiempo, sino que
significa que una composicién farmacéutica que comprende proteinas de fusion
terapéuticas de las mismas de la presente descripcién se administra a un sujeto en una
secuencia y dentro de un intervalo de tiempo tal que las proteinas de fusion puedan
actuar junto con el agente o agentes terapéuticos adicionales para proporcionar un mayor
beneficio que si se administraran de otro modo. Por ejemplo, cada terapia puede
administrarse a un sujeto al mismo tiempo o0 secuencialmente en cualquier orden en
diferentes momentos; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo, deben
administrarse lo suficientemente cerca en el tiempo como para proporcionar el efecto
terapéutico o profilactico deseado. Cada terapia se puede administrar a un sujeto por
separado, en cualquier forma apropiada y por cualquier via adecuada.

Una proteina de fusién terapéutica como se describe en el presente documento, y
el agente o agentes terapéuticos adicionales se pueden administrar simultdneamente, en
la misma composicién farmacéutica o en una composicion separada que la proteina de
fusién descrita, o secuencialmente. Para la administracion secuencial, la proteina de
fusién como se describe en el presente documento, se puede administrar en primer lugar
y el agente adicional se puede administrar en segundo lugar, o se puede invertir el orden
de administracion. El agente o agentes terapéuticos adicionales pueden administrarse a
un sujeto por la misma o diferentes vias de administracion en comparacion con la proteina
de fusion.

La proteina de fusidn terapéutica como se describe en este documento, y/o agente
0 agentes, procedimientos o modalidades terapéuticas adicionales se pueden administrar
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durante periodos de trastorno activo, o durante un periodo de remisién o enfermedad
menos activa. La proteina de fusion terapéutica, como se describe en el presente
documento, se puede administrar antes del otro tratamiento, al mismo tiempo que el
tratamiento, después del tratamiento o durante la remision del trastorno.

Cuando se administra en combinacion, la proteina de fusion terapéutica como se
describe en este documento, y el agente terapéutico adicional (por ejemplo, el segundo o
tercer agente), o todos, pueden administrarse en una cantidad o dosis que es mayor,
menor o igual que la cantidad o dosis de cada agente utilizado individualmente, por
ejemplo, como monoterapia. En ciertas modalidades, la proteina de fusion terapéutica
como se describe en el presente documento, el agente adicional (por ejemplo, segundo o
tercer agente), o todos, es menor (por ejemplo, al menos 20%, al menos 30%, al menos
40% o al menos 50%) que la cantidad o dosis de cada agente utilizado individualmente,
por ejemplo, como monoterapia. En otras modalidades, la cantidad o dosis de la proteina
de fusion terapéutica como se describe en este documento, el agente adicional (por
ejemplo, el segundo o tercer agente), o todos, que da como resultado un efecto deseado
(por ejemplo, el tratamiento de una enfermedad o afeccién inflamatoria) es menor (por
ejemplo, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40% o al menos 50% menor) que la
cantidad o dosis de cada agente utlizado individualmente, por ejemplo, como
monoterapia, necesaria para lograr el mismo efecto terapéutico.

Por ejemplo, las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcién se pueden
utilizar en combinacion con DMARD, por ejemplo sales de oro, sulfasalazina,
antimalaricos, metotrexato, D—penicilamina, azatioprina, acido micofendlico, tacrolimus,
sirolimus, minociclina, leflunomida, glucocorticoides; un inhibidor de calcineurina, por
ejemplo ciclosporina A o FK 506; un modulador de la recirculaciéon de linfocitos, por
ejemplo analogos FTY720 y FTY720; un inhibidor de mTOR, por ejemplo rapamicina, 40—
O—(2-hidroxietil)-rapamicina, CCI779, ABT578, AP23573 o TAFA-93; una ascomicina
que tiene propiedades inmunosupresoras, por ejemplo ABT-281, ASM981, etc.;
corticosteroides; ciclofosfamida; azatioprina; leflunomida; mizoribina; micofenolato de
mofetilo; 15—desoxispergualina o sus homdlogo, analogo o derivado inmunosupresor;
anticuerpos monoclonales inmunosupresores, por ejemplo, anticuerpos monoclonales
para receptores de leucocitos, por ejemplo, MHC, CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD25,
CD28, CD40, CD45, CD58, CD80, CD86 o0 sus ligandos; otros compuestos
inmunomoduladores, por ejemplo una molécula de uniéon recombinante que tiene al
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menos una parte del dominio extracelular de CTLA4 o un mutante del mismo, por ejemplo
una porcién al menos extracelular de CTLA4 o un mutante del mismo unido a una
secuencia de proteina que no es CTLA4, por ejemplo CTLA4Ig (por ejemplo, denominado
ATCC 68629) o un mutante del mismo, por ejemplo LEA29Y; inhibidores de moléculas de
adhesion, por ejemplo antagonistas de LFA-1, antagonistas de ICAM-1 o -3,
antagonistas de VCAM—4 o antagonistas de VLA—4; 0 un agente quimioterapéutico, por
ejemplo paclitaxel, gemcitabina, cisplatino, doxorrubicina o 5-fluoruracilo; agentes anti
TNF, por ejemplo anticuerpos monoclonales contra TNF, por ejemplo infliximab,
adalimumab, CDP870 o constructos de receptores para TNF-RI o TNF-RII, por ejemplo
Etanercept, PEG-TNF-RI; blogueadores de citocinas proinflamatorias, bloqueadores de
IL-1, por ejemplo Trampa de Anakinra o IL-1, canakinumab, bloqueadores de IL-13,
bloqueadores de IL-4, bloqueadores de IL—6; bloqueadores de quimiocinas, por ejemplo,
inhibidores o activadores de proteasas, por ejemplo metaloproteasas, anticuerpos anti—IL—
15, anticuerpos anti—IL—6, anticuerpos anti—IL—4, anticuerpos anti—IL-13, anticuerpos
anti-CD20, AINE, tales como aspirina 0 un agente antiinfeccioso; antagonistas del patrén
molecular asociado al dafio (DAMP) o del patron molecular asociado a patdégenos
(PAMP), por ejemplo convertidores, desintoxicantes, removedores, por ejemplo
convertidores de ATP, moduladores de HMGB-1, desintoxicantes de histonas; inhibidores
de respuestas inmunes inducidas por superantigenos; inhibidores del complemento y

dispositivos de plasmaféresis extracorporal.

Kits

También dentro del alcance de la invencion estan los kits que consisten en las
composiciones, por ejemplo, proteinas de fusion terapéuticas de la descripcion e
instrucciones de uso. Dichos kits comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de
una proteina de fusion de acuerdo con la divulgacion. Ademas, dichos kits pueden
comprender medios para administrar la proteina de fusion terapéutica (por ejemplo, un
autoinyector, una jeringa y un vial, una jeringa precargada, una pluma precargada) e
instrucciones de uso. Estos kits pueden contener agentes terapéuticos adicionales
(descritos mas adelante) para tratar a un paciente que tiene una enfermedad autoinmune
0 un trastorno inflamatorio o AOI. Dichos kits también pueden comprender instrucciones
para la administracion de la proteina de fusion terapéutica para tratar al paciente. Dichas
instrucciones pueden proporcionar la dosis, la via de administracién, el régimen y la
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duracién total del tratamiento para su uso con la proteina de fusién incluida. Los kits
suelen incluir una etiqueta que indica el uso previsto del contenido del kit. ElI término
etiqueta incluye cualquier escritura 0 material grabado suministrado en o con el kit, o que
de otro modo acompafie al kit. El kit puede comprender ademas herramientas para
diagnosticar si un paciente pertenece a un grupo que respondera al tratamiento con una

proteina de fusion terapéutica de la presente invencién, como se define anteriormente.

Modalidades

La presente descripcidn proporciona las siguientes modalidades:

1. Una proteina de fusion terapéutica para potenciar la eferocitosis que comprende

un dominio de unién a integrina, un dominio de union a fosfatidilserina (PS) y un dominio

de solubilizacién.

2. La proteina de fusién de la modalidad 1, en donde el dominio de solubilizacion se

encuentra:

(i) unido al dominio de union a integrina;

(i) unido al dominio de unién a PS;

(iii) insertado entre el dominio de union a integrina y el dominio de unién a PS;

(iv) insertado en el dominio de unién a integrina; o

(v) insertado en el dominio de unién a PS.

3. La proteina de fusién de la modalidad 1 o la modalidad 2, en donde el dominio de

unién a integrina se une a una 0 mas integrinas.

4, La proteina de fusién de la modalidad 3, en donde el dominio de unién a integrina

se une a la integrina avp3 y/o avB5 y/o a8f1.

5. La proteina de fusién de la modalidad 3 o la modalidad 4, en donde el dominio de

unién a integrina comprende un motivo de arginina—glicina—acido aspartico (RGD).

6. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde

el dominio de solubilizacion se une directamente al dominio de unién a integrina, al

dominio de unién a PS o0 a ambos dominios.

7. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 1 a 6, en donde el

dominio de solubilizacion esta unido indirectamente al dominio de union a integrina y/o al

dominio de union a PS mediante un ligador.

8. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades anteriores en donde el

dominio de solubilizaciébn comprende albumina de suero humano (HSA), dominio 3 de
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HSA (HSA D3), Fc—IgG o una variante funcional de los mismos.
9. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores en donde el
dominio de solubilizacion comprende albumina de suero humano (HSA), o una variante
funcional de la misma.
7. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde
el dominio de unién a integrina tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o
al menos un 90% de identidad de secuencia con la misma.
8. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde
el dominio de unién a PS tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, o al
menos un 90% de identidad de secuencia con la misma; o el dominio de union a PS tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76, o al menos un 90% de identidad de
secuencia con la misma.
9. La proteina de fusibn de una cualquiera de las modalidades precedentes, en
donde el dominio de solubilizacién es HSA y tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 4, o al menos un 90% de identidad de secuencia con la misma.
10. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde
el dominio de unidn a integrina tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o
al menos un 90% de identidad de secuencia con la misma y el dominio de union a PS
tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78, o al menos un 90% de identidad
de secuencia con la misma.
11. La proteina de fusion de cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el
dominio de unién a la integrina tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77, o
al menos un 90% de identidad de secuencia con la misma y el dominio de unién a PS
tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, o de SEQ ID NO: 76, o al menos
90% de identidad de secuencia con la misma.
12. La proteina de fusién de cualquiera de las modalidades anteriores, en donde dicha
proteina de fusioén:
a. promueve la eferocitosis por las células endoteliales en un ensayo de eferocitosis de
células endoteliales humanas—células Jurkat;
b. restaura la eferocitosis alterada de macréfagos en un ensayo de eferocitosis de
neutréfilos y macréfagos humanos;
c. reduce el niumero de microparticulas plasméaticas por depuracion en un ensayo de
eferocitosis de microparticulas endoteliales humanas; y/o
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d. protege contra lesiones multiorganicas en un modelo de lesién renal aguda.
13. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades anteriores que
comprende en secuencia: un dominio de unién a integrina—dominio de unién a HSA-PS.
14. Una proteina de fusion terapéutica que comprende MFG-E8 y un dominio de
solubilizacién, en donde MFG-E8 comprende desde el N-terminal al C—terminal: un
dominio similar a EGF, un dominio C1 y un dominio C2, y comprende una secuencia de
MFG-E8 humana de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1), o MFG-E8 que tiene SEQ ID NO: 75, o0
su variante funcional.
15. La proteina de fusién de la modalidad 14, en donde el dominio de solubilizacién se
inserta entre el dominio similar a EGF y el dominio C1.
16. La proteina de fusion de la modalidad 14 o la modalidad 15, en donde el dominio
de solubilizacién es HSA, HSA D3 o Fc-IgG, o su variante funcional.
17. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades 1-16, en donde la
proteina disefiada tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 42, o al menos un
90% de identidad de secuencia con la misma.
18. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde
la proteina de fusion tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 44, o al menos
un 90% de identidad de secuencia con la misma; o SEQ ID NO: 47, o al menos un 90%
de identidad de secuencia con la misma; o SEQ ID NO: 48, o al menos un 90% de
identidad de secuencia con la misma.
19. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde
la proteina de fusion tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80, o al menos
un 90% de identidad de secuencia con la misma.
20. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde
la proteina de fusion tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 82, o al menos
un 90% de identidad de secuencia con la misma.
21. Un acido nucleico aislado que codifica la secuencia de aminoacidos de cualquiera
de las modalidades 17 a 20.
22. Un vector de clonacién o expresion que comprende el acido nucleico de acuerdo
con la modalidad 21.
23. Un vector viral que comprende el acido nucleico aislado de acuerdo con la
modalidad 21, de modo preferente el vector viral que comprende el &cido nucleico aislado
de acuerdo con la modalidad 21 se deriva de AAV.
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24. El vector viral de acuerdo con la modalidad 23, en donde el vector se administra a

un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano, que lo necesite.

25. El vector viral de acuerdo con la modalidad 23, para uso en el tratamiento y/o

prevencion de las enfermedades enumeradas en el presente documento.

26. Una célula huésped recombinante adecuada para la produccion de una proteina

de fusién terapéutica, que comprende uno o mas vectores de clonacién o expresion de

acuerdo con la modalidad 22 y opcionalmente, sefiales de secrecion.

27. La célula huésped recombinante de la modalidad 26, en donde la célula huésped

es por ejemplo una célula procariota, de levadura, de insecto o de mamifero.

28. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 1 a 20, en donde la

expresion de la proteina en una célula huésped da como resultado un rendimiento de al

menos 10 mg/L.

29. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 1 a 20, en donde la

expresion de la proteina en una célula de mamifero da como resultado un aumento en el

rendimiento de al menos 100 veces con respecto a MFG—ES8 de tipo salvaje (SEQ ID NO:

1).

30. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de una

cualquiera de las modalidades 1 a 20 y al menos un portador farmacéuticamente

aceptable.

31. Un método de tratamiento o prevencién de un trastorno inflamatorio o lesién

organica inflamatoria en un individuo que lo necesita, que comprende administrar al

individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusion de cualquiera de

las modalidades 1 a 20.

32. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 1 a 20 para su uso en

el tratamiento o prevencion de un trastorno inflamatorio o lesién organica inflamatoria en

un individuo que lo necesite.

33. El método de la modalidad 31 o el uso de la modalidad 32, en donde el trastorno

inflamatorio o lesidon organica inflamatoria es lesiébn renal aguda, sepsis, infarto de

miocardio, accidente cerebrovascular agudo, quemaduras, lesion traumatica y lesiones

inflamatorias y de érganos resultantes de isquemia/reperfusion.

34. El método de la modalidad 31 o el uso de la modalidad 32, en donde el trastorno

inflamatorio o la lesion organica inflamatoria es una lesion renal aguda.

35. El método de la modalidad 31 o el uso de la modalidad 32, en donde el trastorno
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inflamatorio o la lesion organica inflamatoria es un infarto de miocardio,

36. El método de la modalidad 31 o el uso de la modalidad 32, en donde el trastorno
inflamatorio o la lesion organica inflamatoria es un accidente cerebrovascular,

37. El método de la modalidad 31 o el uso de la modalidad 32, en donde el trastorno
inflamatorio o la lesién organica inflamatoria es una lesiéon pulmonar aguda (por ejemplo,
sindrome de dificultad respiratoria aguda) o una lesion hepética o una lesion intestinal
aguda.

38. El método de la modalidad 31 o el uso de la modalidad 32, en donde la proteina de
fusién se administra en combinacidn con otro agente terapéutico.

39. El método o uso de la modalidad 38, en donde el otro agente terapéutico es un
agente inmunosupresor, un agente inmunomodulador, un agente antiinflamatorio, un
antioxidante, un agente antiinfeccioso, un agente citotoxico o un agente anticanceroso.

40. Una proteina de fusion terapéutica que comprende MFG—E8 y un dominio de
solubilizacién, en donde MFG-E8 comprende desde el N-terminal al C—terminal: un
dominio similar a EGF, un dominio C1 y un dominio C2, y comprende una secuencia de
MFG-E8 humana de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1), o de SEQ ID NO: 75, o su variante

funcional.

41. La proteina de fusion de la modalidad 40, en donde el dominio de solubilizacion
esta unido al N—terminal o C—terminal del MFG—E8 (SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 75).
42, La proteina de fusién de la modalidad 40, en donde el dominio de solubilizacion se

inserta entre el dominio similar a EGF y el dominio C1.

43, La proteina de fusién de la modalidad 41, en donde el dominio de solubilizacion se
inserta entre el dominio C1y el dominio C2.

44, La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades 40 a 43, en donde el

dominio solubilizante es HSA, HSA D3 o Fc—IgG, o una variante funcional de los mismos.

38. Un acido nucleico aislado que codifica la proteina de fusién de una cualquiera de
las modalidades 33-37.
39. Un vector de clonacién o expresion que comprende el acido nucleico de acuerdo

con la modalidad 38.

40. Un vector viral que comprende el acido nucleico aislado de acuerdo con la

modalidad 38, de modo preferente el vector viral que comprende el acido nucleico aislado

de acuerdo con la modalidad 38 se deriva de AAV.

41. El vector viral de acuerdo con la modalidad 40, en donde el vector se administra a
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un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano, que lo necesite.

42. El vector viral de acuerdo con la modalidad 40, para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de las enfermedades enumeradas en el presente documento.

43. Una célula huésped recombinante adecuada para la producciéon de una proteina
de fusién terapéutica, que comprende uno 0 mas vectores de clonacién o expresion de
acuerdo con la modalidad 39 y, opcionalmente, sefales de secrecion.

44, La célula huésped recombinante de la modalidad 43, en donde la célula huésped
es por ejemplo una célula procariota, de levadura, de insecto o de mamifero.

45, La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades 33 a 37, en donde la
expresion de la proteina en una célula huésped da como resultado un rendimiento de al
menos 10 mg/L.

46. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades 33 a 37, en donde la
expresion de la proteina en una célula de mamifero da como resultado un aumento en el

rendimiento de al menos 100 veces con respecto a MFG—E8 de tipo salvaje.

Debe entenderse que cada modalidad puede combinarse con una 0 mas de otras
modalidades, en la medida en que dicha combinacion sea coherente con la descripcion de
las modalidades. Debe entenderse ademas que se entiende que las modalidades
proporcionadas anteriormente incluyen todas las modalidades, incluyendo tales
modalidades como resultado de combinaciones de modalidades.

Todas las referencias citadas en este documento, incluidas patentes, solicitudes
de patente, articulos, publicaciones, libros de texto y similares, y las referencias citadas en
el mismo, en la medida en que aun no lo estén, se incorporan en el presente documento
como referencia en su totalidad.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente la

descripcion pero no para limitar su alcance. Otras variantes de la descripcién seran

evidentes para un experto en la técnica y estan incluidas en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: Generacidn de proteinas de fusion
MFG-E8 es una proteina de multiples dominios que consta de un dominio de
factor de crecimiento epidérmico N—terminal (similar a EGF) y dos dominios C—terminales
de tipo C de lectina (C1 y C2). Los intentos de producir proteina humana recombinante de
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longitud completa, como se documenta en la literatura, han demostrado que los
agregados de proteinas y las tasas de expresidon son muy bajas (Castellanos et al., (2016)
Protein Expression Purification 1124: 10-22). Por lo tanto, para intentar solubilizar la
proteina y potenciar su expresion, investigamos el efecto de fusionar varias proteinas a
MFG-ES8.

Un dominio de solubilizacién (SD) derivado de Fc—IgGl humano, albumina de
suero humano (HSA) y el dominio 3 de HSA (HSA D3) se fusionaron en diferentes
posiciones a MFG-ES8; en el extremo N o C, o entre el EGF y los dominios C1 0 Cly C2,
como se muestra esquematicamente en la Figura 1. Ademas, las fusiones a Fc—-IgG1 o
HSA tienen el potencial de extender la vida media de la molécula in vivo, dado que estas
proteinas se unen a FcRn. La fusion de MFG-E8 a Fc-lgGl o HSA también puede
mejorar la produccion y solubilidad (Castellanos et al., (2016) supra) de la proteina de
fusiébn como se muestra en los siguientes ejemplos.

La Tabla 5 muestra la union de la proteina de fusion FP330 (EGF-HSA-C1-C2;
SEQ ID NO: 42) que comprende un inserto de HSA, al receptor Fc neonatal humano

(véase también el Ejemplo 5.1).

Tabla 5: Afinidad de unién de la proteina de fusion FP330 al FcRn humano

H5,8 H74
Muestra (pH 5,8) (pH 7,4)

FcRn humano FcRn humano

Ko (nM) n Ko (nM) n

FP330 (SEQ ID NO: 42) 1380 £ 95 2 Sin union 1

Ejemplo 2: Generacion de fusiones HSA wtMFG-E8 y MFG-ES; expresion y
purificacion

Los métodos para la generacion de proteinas de fusion se describen a
continuacion; en resumen, las fusiones de MFG—E8 y MFG—ES8 y las fusiones de EDIL, en
particular las fusiones a HSA, se generaron de acuerdo con el siguiente método.

El ADN se sintetizé en GeneArt (Regensburg, Alemania) y se cloné en un vector
de expresion de mamifero utilizando técnicas de clonacién basadas en ligadura de
enzimas de restriccion. El plasmido resultante se transfectd en células HEK293T. Para la

expresion transitoria de proteinas, los vectores para cadenas de tipo salvaje o
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manipuladas se transfectaron en células HEK293T adaptadas a la suspension utilizando
polietilenimina (PEI; Cat# 24765 Polysciences, Inc.). Tipicamente, se transfectaron 100
mL de células en suspension a una densidad de 1-2 millones de células por mL con ADN
que contenia 100 ug de vectores de expresion que codifican las cadenas manipuladas. A
continuacion, se introdujeron los vectores de expresion recombinantes en las células
huésped y se produjo el constructo mediante el cultivo adicional de las células durante un
periodo de 7 dias para permitir la secrecién en el medio de cultivo (HEK, medio libre de
suero) suplementado con acido plurénico al 0,1%. Glutamina 4 mM y 0,25 ug/mL de
antibiético.

A continuacion, los constructos producidos se purificaron a partir del sobrenadante
libre de células, utilizando cromatografia de afinidad de iones metélicos inmovilizados
(IMAC) o cromatografia de captura de proteina A o de captura anti-HSA.

Cuando la proteina marcada con his fue capturada por IMAC, el medio
acondicionado filtrado se mezcl6 con resina IMAC (GE Healthcare), se equilibré con triton
al 1% y NaPO4 20 mM, NaCl 0,5 Mn, imidazol 20 mM, pH 7,0. La resina se lavo tres veces
con volumenes de columna 15 de NaPO, 20 mM, NaCl 0,5 Mn, Imidazol 20 mM, pH 7,0
antes de eluir la proteina con volumenes de columna 10 de buffer de elucion (NaPO4 20
mM, NaCl 0,5 Mn, Imidazol 500 mM, pH 7,0).

Cuando la proteina se capturé6 mediante cromatografia de proteina A o anti—-HSA,
el medio acondicionado filtrado se mezclé con resina de proteina A (CaptivA PriMab™,
Repligen) o resina anti-HSA (matriz de afinidad de albumina humana Capture Select,
Thermo), equilibrada con PBS, pH 7,4. La resina se lavd tres veces con volumenes de
columna 15 de PBS, pH 7,4 antes de eluir la proteina con volimenes de columna 10 de
buffer de elucion (citrato 50 mM, NaCl 90 mM, pH 2,5) y se neutralizé el pH utilizando
TRIS 1 M pH 10,0.

Finalmente, las fracciones eluidas se pulieron utilizando cromatografia de
exclusién por tamafio (HiPrep Superdex 200, 16/60, GE Healthcare Life Sciences) y se
analizaron mediante SDS—PAGE frente a un marcador Precision Plus Protein Unstained
Standards (Biorad, ref # 161-0363).

En la Figura 2 se muestran geles de expresion representativos para las proteinas
de fusion: Figura 2A: proteina EGF—HSA-C1-C2 (FP330; SEQ ID NO: 42); Fig. 2B: EGF—
HSA-C1-C2 de la proteina EDIL3 (FP050; SEQ ID NO: 12); Fig 2C: proteina EGF-Fc
(KiH) C1-C2 no reducida y reducida. Esta proteina es un heterodimero de FP071 (EGF-
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Fc (boton)-C1-C2; SEQ ID NO: 18) con el ojal Fc—-lgGl (SEQ ID NO: 10); Fig. 2D:
proteina EGF—HSA-C1 (FP260; SEQ ID NO: 34). La proteina en condiciones reducidas y
no reducidas se muestra en la Fig. 2C porque los heterodimeros tienden a deshacerse en
condiciones reductoras, por lo que se probaron ambas condiciones. Los resultados de la
expresion y el rendimiento después de la purificaciébn para un conjunto adicional de
proteinas de fusién se muestran en la Tabla 6; Como puede verse a partir de los datos de
expresion, las fusiones de HSA de MFG-ES, incluso con HSA en diferentes posiciones,
muestran al menos una mejora de 100 veces en la expresién sobre wtMFG—E8. Como se
muestra en la columna de la derecha de la Tabla 6, las fusiones HSA de MFG-ES8
también muestran un aumento en el rendimiento de al menos 100 veces con respecto a
WIMFG-ES.

Tabla 6: Expresion y rendimiento de proteinas de fusién expresadas en una linea celular
HEK

Proteina Expresion posterior a | Rendimiento final
captura de His (mg/L) después de His y SEC
(mg/L)
WtMFG-ES8 0,2 0,04
FP220 (HSA-EGF-C1-C2) 23 55
FP110 (EGF-C1-C2-HSA) 34 7,8
FP330 (EGF-HSA-C1-C?2) 23 4,0

Otros ejemplos de proteinas de fusion terapéuticas de la descripcion se generaron
de acuerdo con el método anterior y se analizaron adicionalmente mediante SDS—PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio), donde las proteinas
se separaron en base a su peso molecular. Cada proteina se mezclé con buffer Laemmli
antes de cargar en gel de poliacrilamida (Biorad, 4—20% Mini-PROTEAN TGX Stain free).
Después de 30 min de migracién a 200 V en tampon de ejecucion TRIS-Glicina—SDS, las
proteinas contenidas en el gel se revelaron en un generador de imagenes disponible sin
manchas (Biorad, Gel Doc EZ). Como se describe en la Figura 2E, SDS—-PAGE muestra
proteinas recombinantes que se han producido y purificado:

Linea 1, 12: Marcador de peso molecular (Biorad, Precision plus protein)
Linea 2: His6_EGF[MFG-E8]_C1[MFG-ES8] 23,87kDa
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Linea 3: EGF[MFG-E8]_C1[MFG-E8]_His6 SEQID 115 23,87kDa

Linea 4: EGF[MFG-E8]_HSA_C1[MFG-ES] SEQID 117 90,38kDa
Linea 5: EGF[MFG-E8]_HSA_C1[MFG-ES] SEQID74  89,27kDa
Linea 6: EGF[MFG-E8]_HSA_C1[MFG-ES] SEQID73  88,72kDa
Linea 7: EGF[EDIL3]_HSA_C1[EDIL3] SEQID71  98,22kDa
Linea 8: EGF[EDIL3]_HSA_C2[EDIL3] SEQID 135 98,20kDa
Linea 9: EGF[MFG-E8]_HSA_C2[MFG-ES] SEQID 137 88,45kDa
Linea 10  EGF[EDIL3]_HSA_C1_C2[MFG-ES8] SEQID80  115,67kDa
Linea1l:  EGF[MFG-E8] HSA_C1_C2[EDIL3] SEQID82  107,32kDa

Ejemplo 3: Caracterizaciéon de proteinas disefiadas MFG-E8-HSA
3.1 Unién de fosfatidilserina (bioquimica)

Se disolvié L—a—fosfatidilserina (cerebro, porcino, Avanti 840032, Alabama, EE.
UU.) En cloroformo, se diluyo en metanol y se recubrieron placas de microtitulacion de
384 pocillos (Corning™ 3653, Kennebunk ME, EE. UU.) a 1 pg/mL. Después de la
incubacién durante la noche a 4°C, el solvente se evapord utilizando un sistema
SpeedVac™ (Thermo Scientific ™). Las placas se trataron con solucion salina
amortiguada con fosfato (PBS) que contenia albumina de suero bovino (BSA) libre de
acidos grasos al 3% a TA durante 1,5 h.

La unién de proteinas de fusibn a L—o—fosfatidilserina se evalué compitiendo
contra la unién de lactadherina/MFG—E8 murina biotinilada (producida internamente,
MMFG-ES8: biotina). Las proteinas se diluyeron en PBS que contenia BSA libre de acidos
grasos al 3%, pH 7,4 y se incubaron con placas de microtitulacién recubiertas con L—o—
fosfatidilserina durante 30 min. mMMFG-ES: biotina se agregd en PBS que contenia BSA
libre de acidos grasos al 3%, pH 7,4 a 1 nM y se incub6 durante 30 min mas. MMFG-E8
no unido: biotina se elimind la mediante tres pasos de lavado con buffer de lavado de
inmunoensayo de fluorescencia de lantanidos potenciada por disociacion (DELFIA ™)
(Perkin Elmer 1244-114 MA, US). Se agreg6 estreptavidina marcada con europio (Perkin
Elmer 1244-360, Wallac Oy, Finlandia) en buffer de ensayo DELFIA™ (Perkin Elmer
1244-111 MA, EE.UU.) a TA durante 20 min. A esto le siguieron tres pasos de lavado con
buffer de ensayo DELFIA™. EI europio se reveld de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Perkin Elmer 1244-105, Boston MA, EE. UU.). La fluorescencia resuelta en el
tiempo del europio se cuantificd con un lector de placas de etiquetas multiples Envision™
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2103, Perkin Elmer, CT, EE. UU.). El andlisis de los datos se realizé utilizando el software
MS Excel y GraphPad Prism.

Las placas de polipropileno son placas de microtitulacion de baja unién a proteinas
que se utilizan normalmente en los laboratorios para diluciones en serie. En comparacion
con el poliestireno, estas placas tienen la ventaja de reducir la pérdida de proteinas
durante las diluciones y normalmente se clasifican como placas de "baja uniéon a
proteinas". Cuando se prepararon diluciones de wtMFG—E8 en placas de polipropileno, en
comparacion con las diluciones hechas en placas sin union, wtMFG—E8 perdié potencia
en el ensayo de competicién de L—a—fosfatidilserina. Estos datos, como se muestra en la
Figura 3, sugieren que WtMFG—E8 se pierde parcialmente durante la manipulacién de
liquidos y los pasos de diluciéon cuando se utilizan placas de polipropileno que ya se han
optimizado para una baja unién a proteinas (Figura 3A). Estos resultados indican que la
pegajosidad inherente de wWtMFG-E8 plantea un desafio en la manipulacion en el
laboratorio y muy probablemente durante la fabricacion y produccion de farmacos, donde
se requieren pasos de captura y pulido para producir la sustancia de farmaco con alto
rendimiento y muy alta pureza. Por el contrario, la adherencia de la proteina manipulada
FP278 (etigueta EGF—HSA—-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) se redujo drasticamente en
comparacion con wWtMFG—-E8 y practicamente ninguna diferencia entre las diluciones
realizadas en placas sin union frente a placas de polipropileno se observé (Fig. 3B). Estos
datos sugieren que la insercién de un dominio de solubilizacién en las proteinas de la
presente descripcién puede mejorar su manipulacion técnica para mejorar el rendimiento
por etapas y, por lo tanto, el rendimiento global durante el proceso de fabricacion.

La evaluacion de la unién de las proteinas de fusion a la L—a—fosfatidilserina se
muestra en la Figura 4. La proteina FP278 derivada de MFG-ES8 disefiada (etiqueta EGF—
HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) unida a PS inmovilizada y en menor grado al
fosfolipido cardiolipina de una manera dependiente de la concentracion (Fig. 4A). La unién
de FP278 a L—o—fosfatidilserina inmovilizada o la unién a cardiolipina (1,3-bis(sn—3'-
fosfatidil)—sn—glicerol) se detectd utilizando un anticuerpo contra el dominio EGF-L de
WtMFG-E8. La fuerza de unién de varias proteinas de fusiobn recombinantes a L—a—
fosfatidilserina inmovilizada se muestra en la Fig. 4B. El wtMFG—-E8 humano y las
proteinas de fusion FP278 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) y FP260
(EGF-HSA-C1; SEQ ID NO: 34) compitieron eficazmente con la union de 1 nM de MFG—
E8 de ratdn biotinilado para inmovilizar L—a—fosfatidilserina de una manera dependiente
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de la concentracion. Los valores de ICso obtenidos para las proteinas de fusion significan
fuerzas de unién de L—o—fosfatidilserina muy similares de los dominios C1-C2 de la
proteina FP278 disefiada (etiqueta EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) en
comparacion con wtMFG—E8 humano. Sorprendentemente, estos datos también sugieren
que el dominio C2 humano no interactia o solo interactia débilmente con la L—o—
fosfatidilserina como se muestra en el resultado de FP270 (EGF-HSA-C2; SEQ ID NO:
36), que junto con FP250 (EGF-HSA; SEQ ID NO: 32) no compitié en este formato de
ensayo. Se prob6é FP100, una proteina EGF-C2-C2 (SEQ ID NO: 26) y no compitié en
este formato de ensayo (no mostrado), dejando el dominio C1 como el resto de union a
PS principal en MFG—-E8 humano. Este hallazgo fue sorprendente dado que una gran
cantidad de literatura sugiere que el dominio C2 de MFG-E8 es el dominio principal
responsable de la unién de PS (Andersen et al., (2000) Biochemistry, 39(20): 6200—6; Shi
& Gilbert (2003) Blood, 101: 2628—-2636; Shao et al., (2008) J Biol Chem., 283(11): 7230—
41). En conclusion, estos hallazgos demuestran que el dominio C1 es el principal dominio
de union a PS integral de las proteinas disefiadas MFG—E8 y es importante para las
funciones dependientes de la union a PS. Como tal, el dominio C1 puede ser util para la
sustitucion en proteinas heterélogas para conferir union a PS; sin embargo, la union de
PS més alta se mostré para las proteinas de fusidon que contienen un dominio en tandem

C1-C2 0 C1-C1 (este ultimo no se muestra).

3.2 Ensayo de adhesién de integrina av

Las proteinas de fusién se diluyeron en solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS) pH 7,4 y se inmovilizaron 50 pL de una solucién 24 nM por adsorcién (placa de 96
pocillos, Nunc Maxisorb) durante la noche (1,2 nM/pocillo). Las placas se trataron
posteriormente con PBS que contenia albimina de suero bovino (BSA) libre de acidos
grasos al 3% a TA durante 1,5 h. Se cultivaron células de linfoma que expresan integrina
avpB3 (ATCC-TIB-48 BW5147.G.1.4, ATCC, EE. UU.) en RPMI 1640 suplementado con
GlutaMax, HEPES 25 mM, FBS al 10%, Pen/Estrep, piruvato de Na 1 mM, B-
Mercaptoetanol 50 pM. Las células se dividieron el dia antes del experimento de
adhesion. Las células se marcaron con 3 ug/mL de 2',7'-bis—(2—carboxietil)-5—(y—6)—
carboxifluoresceina, éster acetoximetilico (BCECF AM) (Thermo Fisher Scientific Inc, EE.
UU.) durante 30 min. Se resuspendieron células BW5147.G.1.4 en buffer de adhesion
(TBS, BSA al 0,5%, MnCl; 1 mM, pH 7,4) y se dejaron adherir 50000 células/pocillo a TA
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durante 40 min. Las células no adherentes se eliminaron mediante lavados repetidos con
buffer de adhesion. La fluorescencia de las células adherentes se cuantificé utilizando un
lector de placas de multiples etiquetas Envision™ 2103, Perkin EImer, EE.UU. El analisis
de los datos se realizé utilizando el software MS Excel y GraphPad Prism.

La adhesion celular a la proteina de fusién FP330 inmovilizada (EGF-HSA-C1-
C2; SEQ ID NO: 42) fue bloqueada completamente por el inhibidor de la integrina av
cilengitide o EDTA 10 mM que demuestra la adhesién celular dependiente de la integrina
a la proteina disefiada inmovilizada (Fig 5A). Una mutacién de un solo punto en el motivo
de unién a integrina RGD (RGD> RGE) del dominio similar a EGF (FP280; SEQ ID NO:
38) resultdé en la abrogacion completa de la adhesion celular, lo que demuestra que un
motivo de union a RGD funcional y accesible en la proteina de fusion es esencial para la
adhesion dependiente de la integrina av (Fig. 5B). Una proteina EGF—HSA inmovilizada
que carece de los dominios C1-C2, FP250 (SEQ ID NO: 32) no apoyd, o solo
marginalmente, apoy6 la adhesion de células BW5147.G.1.4 a pesar de un dominio
similar a EGF (Fig. 5C). Este hallazgo sugiere que en las condiciones experimentales
probadas, el bucle RGD en el dominio similar a EGF fusionado a HSA puede ser
insuficientemente accesible para las integrinas de la superficie celular, posiblemente
debido a razones estéricas. Esta perturbacion no fue aparente una vez que C1, C2 o C1-
C2 se fusionaron al EGF—HSA en la posicion C—terminal. Las proteinas recombinantes de
esta descripcion, por ejemplo, FP330 promueven la adhesion celular dependiente de la
integrina av similar a wtMFG—-ES8 si se expresa en células CHO o células HEK (Fig. 5D).

Tomados en conjunto, estos datos demuestran que las proteinas de fusion de la
presente descripcion se unen a integrinas celulares, apoyan la adhesion celular
dependiente de integrinas e indican que en proteinas con un inserto de dominio HSA, el
dominio similar a EGF C—terminal puede beneficiarse funcionalmente de un dominio de

proteina fusionado C—terminalmente para soportar la unién de integrina.

3.3 Ensayo de eferocitosis de macrofagos y neutréfilos humanos
Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de la
capa leucocitaria mediante centrifugacién en gradiente Ficoll (Ficoll®—Paque PLUS, GE
Healthcare, Suecia) seguida de seleccion negativa de monocitos utilizando un kit de
aislamiento Stemcell (Stemcell 19059, Vancouver, Canadd). Los monocitos se
diferenciaron en macréfagos "MQ" utilizando M-CSF humano recombinante 40 ng/mL
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(Factor estimulante de colonias de macrofagos, R&D Systems, EE. UU.) en RPMI 1640
que contenia HEPES 25 mM, FBS al 10%, Pen/Estrep, NaPyr 1 mM, 50 yM B-Merc
durante 5 dias. Un dia antes de la eferocitosis, los macréfagos se marcaron con PKH26
utilizando el kit Red Fluorescent Dye Linker (Sigma MINI26, EE. UU.). Las células se
resuspendieron en RPMI 1640 que contenia HEPES 25 mM, FBS al 10%, Pen/Estrep,
NaPyr 1 mM, B—Merc 50 uM y se sembraron en placas negras de 96 pocillos (Corning,
EE.UU.) a 40000 células/pacillo y se dejaron adherir durante 20h.

Neutrdfilos: Se aislaron neutréfilos humanos de las capas leucocitarias mediante
sedimentacién de dextrano en combinacién con un gradiente de densidad Ficoll™ como
sigue: Se eliminod el plasma de la capa leucocitaria mediante centrifugacion de la capa
leucocitaria diluida. La cosecha celular se diluyé en dextrano al 1% (de Leuconostoc spp.
PM 450.000-650.000; Sigma, EE.UU.) y se dej6 sedimentar en hielo durante 20—-30 min.

Se recogieron los leucocitos del sobrenadante y en una capa Ficoll™ —Paque (GE
Healthcare Suecia). Después de la centrifugacion, se recogio el sedimento y se lisaron los
eritrocitos restantes utilizando buffer de lisis de globulos rojos (RBC) (BioConcept, Suiza).
Los neutréfilos se lavaron una vez en medio (RPMI 1640 + GlutaMax que contenia
HEPES 25 mM, FBS al 10%, Pen/Estrep, NaPyr 0,1 mM, b-Merc 50 uM) y se
mantuvieron durante la noche a 15°C. Se indujo apoptosis/muerte celular mediante el
tratamiento de neutréfilos con ligando de Superfas 1 pg/mL (Enzo Life Sciences,
Lausanne, Suiza) a 37°C durante 3 h. Los neutrdfilos se tifieron con Hoechst 33342 (Life
Technologies, EE. UU.) durante 25 min y con DRAQ5 (eBioscience, Reino Unido, diluido
1: 2000) a 37°C en la oscuridad durante 5 min.

Ensayo de eferocitosis

Los macrofagos MO se incubaron con las proteinas de fusién durante 30 min. Se
agregaron neutréfilos marcados apoptéticos en una proporcion de MO/neutréfilos 1: 4. Se
visualizd la eferocitosis de neutréfilos apoptéticos por macréfagos aprovechando el
aumento de la intensidad de fluorescencia de DRAQS5 tras la localizacion de neutréfilos en
el compartimento lisosémico de pH bajo de los macréfagos MO.

La eferocitosis se cuantifico utilizando un sistema de andlisis de alto contenido de
campo amplio ImageXpress Micro XLS (Molecular DEVICES. CA, EE. UU.). Los
macrofagos se identificaron mediante fluorescencia PKH26. El indice de eferocitosis (El,
mostrado como %) se calculé como la proporcién de macréfagos que contienen al menos
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un evento de neutréfilos apoptéticos ingeridos (DRAQ5high) con respecto al nimero total
de macréfagos. El andlisis de los datos se realiz6 utilizando el software MS Excel y
GraphPad Prism.

El efecto de la proteina de fusion FP278 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID
NO: 44) sobre la promocion de la eferocitosis de neutréfilos moribundos por macréfagos
humanos se muestra en la Figura 6. Las proteinas de fusion aumentan la internalizacion
de neutrofilos humanos moribundos marcados con pHrodo en macréfagos sobre la ya alta
capacidad de eferocitosis de los macréfagos MO, que se muestra como el nivel basal. En
la Figura 7 se muestra que la proteina de fusién recombinante FP278 puede rescatar la
eferocitosis alterada por endotoxina (lipopolisacarido) de neutréfilos moribundos por
macréfagos humanos. La Figura 7A muestra el deterioro de la eferocitosis de macrofagos
de neutréfilos humanos moribundos por 100 pg/mL de lipopolisacarido (LPS) en tres
donantes humanos. El panel de la izquierda muestra la respuesta del donante individual,
el panel de la derecha muestra el deterioro medio de la eferocitosis (%) de los tres
donantes. La Figura 7B muestra el rescate de esta eferocitosis alterada por endotoxina
(LPS) de neutrofilos moribundos por macréfagos humanos con la proteina de fusion
FP278.

El rescate de la eferocitosis alterada por particulas de S. aureus de neutréfilos
moribundos por macréfagos humanos con la proteina de fusién FP330 se muestra en la
Figura 8. La Figura 8A muestra el efecto de una concentracién de 100 nM de proteina de
fusién en la promocién de la eferocitosis sobre el nivel de base (linea de puntos; parte
izquierda de la figura), asi como el efecto de la proteina de fusién 100 nM en rescatar el
deterioro de la eferocitosis causado por la adicién de S. aureus (parte derecha de la
figura). La Figura 8B muestra el efecto de las concentraciones crecientes de la proteina
de fusion FP278 (EC50 8 nM) sobre el rescate de la eferocitosis alterada causada por la
adicién de S. aureus, y sobre la promociéon de la eferocitosis una vez que se alcanzaron

los niveles basicos de eferocitosis.

3.4 Ensayo de eferocitosis endotelial humana — Jurkat
Cultivo celular
Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) se obtuvieron de
Lonza (Basilea, Suiza). Las células se cultivaron en matraces recubiertos con gelatina (de
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piel bovina, concentracion final al 0,2% en PBS, dilucion de soluciéon de stock al 2%,
Sigma, Alemania). Las células se cultivaron con medio de cultivo 199 (Thermo Fischer
Scientific, EE. UU.) suplementado con FBS al 10% (GE Healthcare, Reino Unido),
Pen/Estrep al 1% (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.), Glutamax al 1% (Thermo Fischer
Scientific, EE. UU.) y 1 ng/mL de factor de crecimiento de fibroblastos recombinante
basico (Peprotech, Reino Unido). Las células se separaron para recolectarlas o pasarlas
utilizando Accutase™ (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.).

Las células Jurkat E6-1 se obtuvieron de ATCC (American Type Culture
Collection, EE. UU.) y se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (Thermo Fischer
Scientific, EE. UU.) suplementado con FBS al 10% (GE Healthcare, Reino Unido), 1%
Pen/Estrep (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.), piruvato de sodio 10 mM (Thermo
Fischer Scientific, EE. UU.) y 10 mM de HEPES A&cido (4—(2-hidroxietil)—1—
piperazinetansulfénico, Thermo Fischer Scientific, EE. UU.).

Se indujo la apoptosis de las células Jurkat E6-1 utilizando TRAIL humano
recombinante (R&D Systems, EE.UU.). Las células apoptbticas se marcaron con
colorante éster pHrodo™ Green STP (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.). El buffer de
citometria de flujo se prepar6 con PBS (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.)
complementado con FBS al 1% (GE Healthcare, Reino Unido), azida sddica al 0,05% p/v
(Merck, Alemania) y EDTA 0,5 mM (acido etilendiaminotetraacético, Thermo Fischer
Scientific , EE. UU.).

Ensayo de eferocitosis

El dia 1, las HUVEC (confluencia del 70-90%) se recogieron por desprendimiento
con Accutase™ durante 5 minutos, se lavaron con PBS y se resuspendieron en medio de
cultivo celular. El nimero de células y la viabilidad se evaluaron utilizando un citémetro de
flujo Guava EasyCyte (Merck, Alemania) y el reactivo Guava ViaCount (Merck, Alemania)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cantidad requerida de células se
centrifugd a 300 xg durante 5 min a TA y se resuspendié en medio de cultivo para permitir
un ndmero de células de 6.6 x 10* células/mL. Se agregaron 150 uL/pocillo de esta
suspension celular a placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Corning™, EE. UU.). Las
HUVEC se incubaron en una incubadora a 37°C/5% de CO,/95% de humedad durante

16-20 horas adicionales.
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El nimero de células Jurkat E6-1 y el estado de viabilidad/muerte celular se
evaluaron utilizando un citémetro de flujo Guava EasyCyte (Merck, Alemania) y el reactivo
Guava ViaCount (Merck, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
cantidad requerida de células se centrifugd a 300 xg durante 5 min a temperatura
ambiente y se resuspendié a una densidad de 1 x 10° células/mL en medio de cultivo
complementado con TRAIL humano recombinante a una concentracion final de 50 ng/mL.
La muerte celular se indujo a 37°C/5% de C0O./95% de humedad durante la noche.

En el dia 2, el medio se retird de las HUVEC por aspiracién y se agregaron 25 uL
de medio de cultivo fresco precalentado (37°C), seguido de la adiciébn de 25 pL de
proteina de fusion o controles diluidos en medio de cultivo precalentado (37°C). Para la
dilucion se utilizaron placas de 96 pocillos tratadas con superficie no ligante (NBS)
(Corning™, EE. UU.). Se permitidé que las proteinas de fusion interactuaran con las
HUVEC durante 30 min a 37°C/5% de CO./95% de humedad antes de la adicion de
células Jurkat moribundas.

Se contd el numero de células Jurkat E6-1 apoptéticas/maoribundas utilizando un
citometro de flujo Guava EasyCyte (Merck, Alemania) y el reactivo Guava ViaCount
(Merck, Alemania). La cantidad requerida de células apoptéticas se centrifugaron a 400
xga TA durante 5 min y se resuspendieron a una densidad de 5 x 108 células/mL en medio
RPMI 1640 (sin FBS) complementado con tinte éster pHrodo™ Green STP a una
concentracion final de 5 pg/mL (medio de tincién). Después de tefiir durante 10 min a
37°C, el éster de STP pHrodo™ Green reactivo restante se inactivd con medio de tincién
complementado con FBS al 10% durante 5 min adicionales a 37°C. Las células marcadas
con pHrodo™ Green se lavaron una vez y el nimero de células se ajusté a 3 x 10°
células/mL en medio de cultivo HUVEC. Se afadieron 1,5 x 108/pocillo de células Jurkat
marcadas con pHrodo™ Green a HUVEC y se incubaron a 37°C/5% de CO2/95% de
humedad durante 5 h. Se eliminé el medio, se lavaron las HUVEC una vez en PBS y se
separaron con 40 pl/pocillo de solucion Accutase™. Las células se recolectaron mediante
la adicion de 80 pl de buffer de citometria de flujo helado, se transfirieron a un bloque de
96 pocillos de polipropileno de 1,5 mL, se lavaron con un exceso de buffer de citometria
de flujo helado y se centrifugaron a 400 xg (4°C) durante 5 min. Los sobrenadantes se
eliminaron por aspiracion y los sedimentos se resuspendieron en 80 pL de buffer de
citometria de flujo enfriado con hielo y se transfirieron a una placa de microtitulacion con
fondo en V de 96 pocillos (BD Biosciences, EE. UU.). A continuacion, las muestras se

131



10

15

20

25

30

35

midieron en un citébmetro de flujo BD LSRFortessa™ (BD Biosciences, EE. UU.). Se
registro la intensidad de la fluorescencia pHrodo™ Green, como indicador de la
localizacion lisosomica de las células Jurkat absorvidas. El analisis de datos de citometria
de flujo se realizé utilizando el software FlowJo™. Se utilizaron como lectura los valores
de intensidad de fluorescencia medios (MFI) de la sefial de pHrodo™ Green de las
HUVEC reguladas por singlete. El analisis de datos se realiz6 utilizando el software MS
Excel y GraphPad Prism para el célculo de ECso.

El efecto de las proteinas de fusion FP278 (etigueta EGF—HSA-C1-C2—His; SEQ
ID NO: 44) y FP270 (EGF-HSA-C2; SEQ ID NO: 36) sobre la promocion de la
eferocitosis de células Jurkat moribundas por las células endoteliales HUVEC se
muestran en la Figura 9. La internalizacion de las células T Jurkat humanas moribundas
marcadas con pHrodo por las HUVEC se potencia de forma potente por la proteina de
fusion FP278. Los resultados demuestran que las células endoteliales se arman por la
proteina de fusion para convertirse en fagocitos eficientes de células moribundas.
Sorprendentemente, la eficacia de las proteinas de fusion en este ensayo depende
claramente de la presencia de un dominio en tandem C1-C2 o C1-C1. Una proteina de
fusién que consiste en EGF-HSA-C2 (FP270), por ejemplo, esté inactiva en este entorno
experimental, como se muestra en la Figura 9. La Figura 10 demuestra nuestro hallazgo
altamente sorprendente de que la ubicacion de un dominio HSA en las proteinas
disefiadas, es decir, en la posicion N—o C—terminal (HSA-EGF-C1-C2 (FP220; SEQ ID
NO: 30) o EGF-C1-C2-HSA (FP110; SEQ ID NO: 28), respectivamente), confiere
capacidad de bloqueo de eferocitosis en el ensayo de eferocitosis de macrdfagos a las
proteinas disefiadas de MFG—E8 HSA. Estos datos demuestran claramente la importancia
de posicionar el dominio HSA entre los dominios de unién a integrina y de union a PS
para la promocion eficiente de la eferocitosis por las proteinas de fusién de la presente
descripcion.

La Figura 11 muestra una comparacion de la promocion de la eferocitosis
endotelial mediante varios formatos de proteinas de fusion que comprenden
combinaciones de un dominio EGF, un dominio C1-C2, HSA o un dominio Fc. La Figura
11A muestra una comparacion de proteinas de fusion que comprenden HSA con HSA que
se coloca en el C—terminal o N—terminal o entre los dominios de tipo EGF y C1-C2; EGF-
C1-C2-HSA (FP110; SEQ ID NO: 28), HSA-EGF-C1-C2 (FP220; SEQ ID NO: 30) y
etiqgueta EGF-HSA-C1-C2-His (FP278; SEQ ID NO: 44), respectivamente. La Figura
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11B muestra una comparacion de proteinas de fusion que comprenden un dominio Fc con
el Fc posicionado en el C—terminal o entre los dominios tipo EGF y C1. Se muestran dos
formatos del resto Fc: Fc de tipo salvaje (SEQ ID NO: 7) como se encuentra en FP070
(EGF-Fc—C1-C2; SEQ ID NO: 17) y FP080 (EGF—C1-C2—Fc; SEQ ID NO: 22) y restos
Fc con las modificaciones KiH S354C y T366W en un brazo del Fc (FP060; EGF-C1-C2—-
Fc [S354C, T366W]; SEQ ID NO: 14) Numeracién de la EU (Merchant et al (1998) supra).
La Figura 11C muestra una comparacion de las proteinas de fusion FP090 (Fc—EGF-C1-
C2; SEQ ID NO: 24) que comprenden un resto Fc posicionado en el N—terminal, para tres
lotes de FP090 a tres concentraciones diferentes (0,72, 7,2 y 72 nM) en comparacion con
el control wtMFG—-ES8. La eferocitosis de células Jurkat moribundas por HUVECSs solo fue
promovida por proteinas disefiadas con un resto HSA o Fc insertado después del dominio
similar a EGF. La Fig. 11D muestra que el inserto de un dominio de solubilizacion puede
conducir a una nueva proteina de fusion bioactiva basada en la proteina puente endégena
EDIL3, un paralogo de MFG—E8. Como se muestra en la Fig. 11D, HSA se inserto entre el
dominio similar a EGF y el dominio C1-C2 de EDIL3, el pardlogo de MFG-ES8. Este
constructo EDIL3 (FP0O50 (EGF—HSA-C1-C2 basado en EDIL3; SEQ ID NO: 12) tiene
solo uno (que contiene el bucle RGD) de los 3 dominios similares a EGF que se
encuentran en WtEDIL3. En este constructo encontramos sorprendentemente una
tolerancia similar del inserto de dominio HSA con respecto a la expresion de una nueva
proteina disefiada recombinante con una pureza muy alta (Fig.2B). Ademas, se encontrd
sorprendentemente que la proteina FP0O50 diseflada recombinante derivada de EDIL3
promovié la eferocitosis de células Jurkat moribundas por células endoteliales (HUVECS)
que demuestran la funcionalidad central de una proteina puente y ejemplifican que los
dominios de las proteinas puente son Utiles para disefiar proteinas funcionales nuevas

disefiadas recombinantes.

Ejemplo 4: Eferocitosis de microparticulas plasmaticas protrombéticas
4.1 Ensayo de eferocitosis de microparticulas endoteliales humanas
Cultivo de células

Las células HUVEC se obtuvieron de Lonza (Basilea, Suiza). Las células se
cultivaron en matraces recubiertos con gelatina (de piel bovina, concentracion final al
0,2% en PBS, dilucion de solucion de stock al 2%, Sigma Aldrich/Merck, Alemania). Las
células se cultivaron con medio de cultivo 199 (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.)
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complementado con FBS al 10% (GE Healthcare, Reino Unido), Pen/Estrep al 1%
(Thermo Fischer Scientific, EE. UU.), Glutamax al 1% (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.)
y 1 ng/mL de factor de crecimiento de fibroblastos recombinante basico (Peprotech, Reino
Unido). Las células se separaron para recolectarlas o pasarlas utilizando Accutase™
(Thermo Fischer Scientific, EE. UU.).

Se prepararon microparticulas derivadas de plaquetas de acuerdo con el siguiente
procedimiento: se extrajo sangre venosa citrada (Coagulation 9NC Citrate Monovette,
Sarstedt, Alemania) de voluntarios adultos sanos después de otorgar el consentimiento
informado por escrito. Se prepar6 plasma rico en plaquetas (PRP) mediante
centrifugacion (200 x g, 15 minutos, sin freno, temperatura ambiente). Se generaron
microparticulas/restos derivados de plaquetas sometiendo el PRP a tres ciclos de
guebrado/congelacién utilizando nitrégeno liquido y descongelacion a 37°C. Los
fragmentos de plaquetas/microparticulas se sedimentaron mediante centrifugacién a 20
000 xg durante 15 min a TA. El sedimento se resuspendi6 en PBS, se prepararon
alicuotas y se almacenaron a —80°C. Las preparaciones de microparticulas fueron
positivas al 85-100% de PS de acuerdo con se determindé mediante citometria de flujo
utilizando lactadherina/MFG—-E8 murina marcada con Alexa Fluor™ 488 (Novartis
internamente). Se determin6 el nimero de microparticulas utilizando perlas de recuento
dedicadas (BioCytex/Stago, Francia). El buffer de citometria de flujo se prepar6é con PBS
(Thermo Fischer Scientific, EE. UU.) complementado con FBS al 1% (GE Healthcare,
Reino Unido), azida so6dica al 0,05% p/v (Merck, Alemania) y EDTA 0,5 mM (acido

etilendiaminotetraacético, Thermo Fischer Scientific , EE. UU.).

4.2 Ensayo de eferocitosis

El dia 1, las células HUVEC (confluencia 70-90%) se recogieron por
desprendimiento con Accutase™ durante 5 min, se lavaron con PBS y se resuspendieron
en medio de cultivo celular. El nimero de células y la viabilidad se evaluaron utilizando un
citometro de flujo Guava EasyCyte (Merck, Alemania) y el reactivo Guava ViaCount
(Merck, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cantidad requerida
de células se centrifugé a 300 xg durante 5 min a TA y se resuspendio en medio de cultivo
para permitir un nimero de células de 6,6 x 10* células/mL. Se agregaron 150 pL/pocillo
de esta suspension celular a placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Corning™, EE.
UU.). Las células HUVEC se incubaron en una incubadora a 37°C/5% de CO2/95% de
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humedad durante 16—20 horas adicionales.

En el dia 2, se extrajo el medio de las células HUVEC por aspiracién y se
agregaron 25 pL de medio de cultivo fresco precalentado (37°C), seguido de la adicion de
25 yL de la proteina de fusién FP278 (etigueta EGF—-HSA-C1-C2—-His; SEQ ID NO: 44) a
tres concentraciones diferentes: 0,3 nM, 3 nM o 30 nM o control, diluido en medio de
cultivo precalentado (37°C). Para la dilucién se utilizaron placas de 96 pocillos tratadas
con superficie no ligante (NBS) (Corning™, EE. UU.). Se permitié que las proteinas de
prueba interactuaran con las células HUVEC a 37°C/5% de CO./95% de humedad
durante 30 min antes de la adicién de microparticulas derivadas de plaquetas.

La cantidad requerida de microparticulas se centrifugaron a 20°000 xg a 4°C
durante 15 min y se resuspendieron a una densidad de 2x10% particulas/mL en medio
RPMI 1640 (sin FBS) suplementado con tinte pHrodo™ Green STP Ester a una
concentracion final de 5 pg/mL (medio de tincién). Después de tefiir durante 10 min a
37°C, el éster de pHrodo™ Green STP reactivo restante se inactivé con medio de tincién
complementado con FBS al 10% durante 5 min adicionales a 37°C. Las microparticulas
marcadas con pHrodo™ Green se lavaron una vez mediante centrifugacion a 20 000 xg a
4°C durante 15 min y el nimero se ajusté a 1x108 particulas/mL en medio de cultivo
celular HUVEC. Se agregaron 5x10° particulas/pocillo de microparticulas marcadas con
pHrodo™ Green a las células HUVEC y se incubaron a 37°C/5% de CO0./95% de
humedad durante 5 h. Se retiré el medio, se lavaron las células HUVEC una vez en PBS y
se separaron con 40 pl/pocillo de solucidon Accutase™. Las células se recolectaron
mediante la adicibn de 80 ul de buffer de citometria de flujo enfriado con hielo, se
transfirieron a un blogue de 96 pocillos de polipropileno de 1,5 mL, se lavaron con un
exceso de buffer de citometria de flujo enfriado con hielo y se centrifugaron a 400xg (4°C)
durante 5 min. Los sobrenadantes se eliminaron por aspiracion y los sedimentos se
resuspendieron en 80 pul de buffer de citometria de flujo enfriado con hielo y se
transfirieron a una placa de microtitulacién con fondo en V de 96 pocillos (BD Biosciences,
EE. UU.). Las muestras se midieron en un citbmetro de flujo BD LSRFortessa™ (BD
Biosciences, EE. UU.). Se registré la intensidad de la fluorescencia de pHrodo™ Green,
como indicador de la localizacion lisosomica de las microparticulas absorvidas. El andlisis
de datos de citometria de flujo se realiz6 utilizando el software FlowJo™. Se utilizaron
como lectura los valores medios de intensidad de fluorescencia (MFI) de la sefial de
pHrodo™ Green de células HUVEC reguladas por singlete. El analisis de datos se realiz6
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utilizando el software MS Excel y GraphPad Prism para el célculo de ECso. La proteina de
fusion FP278 promovid la eferocitosis de microparticulas derivadas de plaquetas por
células endoteliales de una manera dependiente de la concentracién como se muestra en
la Figura 12. La promocién de la captacion fue dependiente de la concentracion y también

se observo en otros tipos de células endoteliales (no mostradas).

Ejemplo 5: Propiedades técnicas de las proteinas de fusion MFG-E8-HSA
5.1 Andlisis de unién por resonancia de plasmoén superficial (SPR) de la proteina de
fusion FP330
a FcRn

Se realizd un ensayo de unién directa para caracterizar la unién de la proteina de
fusion FP330 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 42) a FcRn. Se midieron las constantes de
afinidad de unién cinética (KD) en la proteina capturada utilizando FcRn humano
recombinante como analito. Las mediciones se realizaron en un BlAcore® T200 (GE
Healthcare, Glattbrugg, Suiza) a temperatura ambiente y a pH 5,8 y 7,4, respectivamente.
Para las mediciones de afinidad, las proteinas se diluyeron en NaP 10 mM, NaCl 150 mM,
Tween 20 al 0,05%, pH 5,8 y se inmovilizaron en las celdas de flujo de un chip sensor de
grado de investigacion CM5 (GE Healthcare, ref BR-1000-14) utilizando un
procedimiento estandar de acuerdo con la recomendacion del fabricante (GE Healthcare).
Para que sirva de referencia, se inmovilizé una celda de flujo en blanco. Los datos de
unién se adquirieron mediante la inyeccién posterior de diluciones de analito en serie en la
celda de flujo de referencia y medicion. Se incluyeron muestras de concentracién cero
(solo buffer de ejecucién) para permitir una doble referencia durante la evaluacion de
datos. Para la evaluacion de los datos, se utilizaron sensogramas referenciados
duplicados y se analizaron las constantes de disociacién (KD).

La proteina de fusion FP330 se une a FcRn a pH 5,8 con una afinidad de 1380
nM, mientras que no se observé uniéon a pH 7,4 (véase la Tabla 5 anterior). Estos
resultados concuerdan bien con la HSA de tipo salvaje (1000-2000 nM, a pH 5,8, datos

no mostrados).

5.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de MFG-E8 y variantes
La estabilidad térmica de la variante FP278 de la proteina MFG-E8 disefiada
(etigueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) se midi6 utilizando calorimetria de
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barrido diferencial. Las mediciones se realizaron en un micro calorimetro de barrido
diferencial (Nano DSC, TA instrumentos). El volumen de la celda fue de 0,5 mL y la
velocidad de calentamiento fue de 1°C/min. La proteina se utilizé6 a una concentracion de
1 mg/mL en PBS (pH 7,4). La capacidad calorifica molar de la proteina se estimé por
comparacion con muestras duplicadas que contenian buffer idéntico del que se habia
omitido la proteina. Las capacidades calorificas molares parciales y las curvas de fusion
se analizaron utilizando un procedimiento estandar. Los termogramas se corrigieron en la
linea de base y se normalizaron las concentraciones. Se observaron dos eventos de

fusién, el primer Tm fue a 50°C, el segundo Tm a 64°C.

5.3 Mediciones de solubilidad y propension a la agregacion de variantes de MFG—-E8

En primer lugar, se midi6 la propension a la agregacion de la proteina variante
FP278 de MFG-E8 (etiqueta EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) mediante
dispersiéon de luz dinamica (DLS, Wyatt). Se aplicé la dispersion de luz dinamica para
medir los coeficientes de difusion traslacional de FP278 en solucion cuantificando las
fluctuaciones dinamicas en la luz dispersa. Las distribuciones de tamafio de las variantes
de proteina sin fraccionamiento, que proporcionan estimaciones de polidispersidad, asi
como los radios hidrodinamicos, se midieron a una concentracion de 1 mg/mL. Los radios
hidrodinamicos de la proteina de fusibn FP278 se determinaron con un lector de placas
DynaPro™ (Wyatt Technology Europe GmbH, Dernbach, Alemania) combinado con el
software DYNAMICS (version 7.1.0.25, Wyatt). Se midieron 50 pyL de la solucién de
proteina sin diluir y filtrada (filtro PVDF de 0,22 uym (Unidad de filtro accionada por jeringa
Millex®, Millipore, Billerica, EE. UU.)) en una placa de 384 pocillos (placa de 384 pocillos
redondos, Polystyrol, Thermo Scientific, Langenselbold, Alemania). No se pudieron
identificar agregados de mayor peso molecular de la muestra de proteina. El radio
hidrodinamico de la proteina fue de alrededor de 5-6 nm, lo que indica una proteina
monomeérica en solucién.

En segundo lugar, se realizaron mediciones del radio hidrodinamico dependiente
de la concentracion de la proteina de fusiébn FP278 para estimar la solubilidad de la
proteina. Se aplicaron concentraciones de proteinas de hasta 22 mg/mL. Los radios
hidrodinamicos se determinaron como se describi6 anteriormente. Al aumentar la
concentracion de la proteina de fusion FP278, no se pudo observar ningin aumento del
radio (5—7 nm), mientras que la medicién dinAmica de la dispersion de luz de wtMFG—-E8
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(SEQ ID NO: 1) fall6 debido a la alta agregacién a concentraciones de alrededor de 0,2

mg/mL.

Ejemplo 6: Optimizacidon de proteinas de fusion MFG-E8

Se utilizé espectrometria de masas (MS) para investigar la proteina de fusion
FP330 (EGF-HSA-C1-C2) para generar un panel de proteinas de fusion basadas en
MFG-ES8 variantes optimizadas para mejorar la expresion y el rendimiento. Se gener6 un
panel de proteinas variantes con ligadores de tamafio y estructura variables, por ejemplo,
ligadores que comprenden GS entre los dominios EGF y HSA y/o multiplos de GS o G4S
(SEQ ID NO: 64) entre los dominios HSA y C1. Ademas, en algunas de las variantes se
incluyeron modificaciones de aminoacidos (representadas como HSA* en la Tabla 7) que
comprenden deleciones o sustituciones. El panel de proteinas de fusion variantes se

resume en la Tabla 7 a continuacion.

Tabla 7: Resumen de proteinas de fusion variantes

Variante Dominios Modificacién de | Ligador | SEQ
aminoéacidos! ID NO:
WtMFG-E8 | EGF—-C1-C2 - - 1
FP330 EGF-GS-HSA-ligador-C1- | — (G2S)4 42
C2 ligador
(SEQ ID
62)
FP278 Etiqueta EGF-GS-HSA- | — (G29)4 44
ligador—C1-C2—His ligador
(SEQID
62)
FP811 EGF-GS-HSA*-ligador— Delecion: G632 — | G4S 54
Cl1-C2 L633 (SEQ
ID NO:
64)
FP010 EGF-GS-HSA*-ligador— Delecién: G632 — | (GsS). |56
Ci1-C2 L633 (SEQ
ID NO:
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FP816 EGF-HSA-C1-C2 - - 58
FP138 EGF-GS-HSA*—ligador— Delecién: G632 — | (Gz2S)4 52
Cl1-C2 L633 ligador
(SEQID
62)
FP284 EGF-GS-HSA*ligador- Sustitucion L633V (G2S)a 50
Cl1-C2 ligador
(SEQID
62)
FP776 EGF-HSA*-C1-C2 Delecion: A626 - | - 48
L633
FP0O68 EGF-HSA*-C1-C2 Delecién: G632 — | - 46
L633

! La posicién de la modificacion de aminoacidos se enumera de acuerdo con la SEQ ID
NO: 42 (FP330)

Ejemplo 7: Proteinas de fusion variantes MFG—E8; expresion y purificacion

Los métodos para la generacién de proteinas de fusién en lineas celulares HEK se
describen en el Ejemplo 2. Para la expresion en una linea celular CHO, los acidos
nucleicos que codifican las variantes de MFG-E8 se sintetizaron en Geneart
(LifeTechnologies) y se clonaron en un vector de expresion de mamifero utilizando
técnicas de clonacién basadas en ligacion de enzimas de restriccion. Los plasmidos
resultantes se transfectaron en células CHO-S (Thermo). En resumen, para la expresion
transitoria de las proteinas de fusion, el vector de expresion se transfectd en células
CHO-S adaptadas a la suspensién utilizando el agente de transfeccion
ExpifectamineCHO (Thermo). Tipicamente, se transfectaron 400 mL de células en
suspension a una densidad de 6 millones de células por mL con ADN que contenia 400
ug de vector de expresion que codificaba la proteina disefiada. A continuacion, se
introdujo el vector de expresion recombinante en las células huésped para su posterior
secrecién durante siete dias en medio de cultivo (medio de expresion ExpiCHO,

suplementado con alimentacion ExpiCHO y reactivo potenciador (Thermo)).
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Como puede verse en los datos de expresion mostrados en la Tabla 8, las
proteinas de fusion variantes FP068 (SEQ ID NO: 46) y FP776 (SEQ ID NO: 48)
mostraron una mejora aproximada del doble en la expresién sobre la proteina de fusién
FP330 (SEQ ID NO: 42).

Tabla 8: Expresion de proteinas de fusion variantes en lineas celulares HEK y CHO*

Expresion posterior a la

Proteina captura de HSA
(mg/L)

FP330 11

FP138 10

FP816 9

FP068* 18

FP776* 21

FP284 10

FP811 8

FPO10 10

* indica proteina de fusion producida en una linea celular CHO

Ejemplo 8: Caracterizacién de proteinas de fusién variantes

El efecto de las proteinas de fusién variantes sobre la eferocitosis se determiné
realizando ensayos de eferocitosis como se describe en el Ejemplo 3.

En un primer ensayo, se determind el efecto de las proteinas de fusion variantes
en un ensayo de eferocitosis de macréfagos—neutréfilos humanos de acuerdo con el
método descrito en la Seccion 3.3 anterior. Los macrdfagos MO se incubaron con la
proteina de fusion FP330 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 42) o variantes FP278
(etiqgueta EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) o FP776 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID
NO: 48) durante 30 min. Como se muestra en la Figura 13, las proteinas de fusién FP330,
FP278 y FP776 pueden rescatar endotoxina (lipopolisacarido (LPS))—eferocitosis alterada
de neutrofilos moribundos por macréfagos humanos. El aumento de las concentraciones
de las proteinas de fusion FP330 (CEso = 1,6 nM; Figura 13A), FP278 (CEso = 1,78 nM,;
Figura 13B) y FP776 (CEso = 0,5 nM; Figura 13C) llevaron al rescate de la eferocitosis
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alterada causada por la adicion de LPS e incluso promovié la eferocitosis una vez que se
alcanzaron los niveles basicos.

Las proteinas de fusion FP330, FP278 y FP776 se caracterizaron ademas en un
ensayo de eferocitosis de células endoteliales humanas (HUVEC)-células Jurkat de
acuerdo con el método descrito en la Seccién 3.4 anterior. El efecto de las proteinas de
fusién FP330, FP278 y FP776 sobre la promocion de la eferocitosis de las células Jurkat
moribundas por las células endoteliales HUVEC se muestra en la Figura 14. La
internalizacion de las células T Jurkat humanas moribundas marcadas con pHrodo por las
HUVEC se promovié de manera potente mediante concentraciones crecientes de FP330
(EC50 = 3,4 nM; figura 14A), FP278 (ECso = 2,4 nM; Figura 14B) y FP776 (ECso = 3 nM;
Figura 14C). Estos resultados demuestran que las células endoteliales estan armadas por

las proteinas de fusion para convertirse en fagocitos eficientes de células moribundas.

Ejemplo 9: Proteccion de ratones de AKI y la respuesta orgédnica aguda
desencadenada por AKI
9.1 Modelo de lesién renal aguda

Se adquirieron ratones hembra C57BL/6 (18-22 g) de Charles River (Francia) y se
alojaron en una instalacion de temperatura controlada en jaulas protegidas con filtro con
ciclos de luz/oscuridad de 12 h. Los animales se manipularon respetando estrictamente
las leyes federales suizas y los Principios de cuidado de animales de laboratorio NIH. La
proteina de fusion terapéutica bajo prueba se administrd por via intraperitoneal (i.p.) o
intravenosa (i.v.) dos horas antes de la cirugia. Se aplicé buprenorfina (Indivior Schweiz
AG) por via subcutanea (s.c.) a una dosis de 0,1 mg/kg 60 a 30 minutos antes de la
cirugia. La anestesia por inhalacién con isoflurano se indujo en una camara de narcoticos
(3,5-5% Vol., Gas portador: oxigeno) durante 5 min antes de la cirugia. Durante la cirugia,
el animal se mantuvo bajo anestesia mediante una mascara facial con 1-2% en volumen
de isoflurano/oxigeno, el caudal de gas fue de 0,8 a 1,2 L/min. Se afeité la piel del
abdomen y se desinfect6 con Betaseptic (Mundipharma, Francia). Los animales se
colocaron sobre una manta homeotérmica (Rothacher, Suiza) con un sistema de
monitorizacion homeotérmica (PhysiTemp, EE. UU., Physitemp Instruments LLC, EE.
UU.) y se cubrieron con una gasa estéril. La temperatura corporal se control6é durante toda
la cirugia mediante una sonda rectal (Physitemp Instruments LLC, EE. UU.) y se control6
para permitir una temperatura corporal de 36,5-37,5°C. Todos los animales, incluidos los
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controles SHAM, se sometieron a nefrectomia unilateral del rifidbn derecho: después de la
incision/laparotomia en la linea media, el contenido abdominal se retiré hacia la izquierda
para exponer el rifién derecho. Se desconectaron y ligaron el uréter derecho y los vasos
sanguineos renales, luego se extrajo el riidn derecho. Para los animales que padecieron
AKIl, el contenido abdominal se coloc6 a la derecha sobre una gasa estéril y se
diseccionaron la arteria y la vena renales izquierdas para permitir el pinzamiento para la
induccién de isquemia. Se utiliz6 una pinza de microaneurisma (B Braun, Suiza) para
pinzar el pediculo renal (arteria y vena juntas usando una pinza) para bloquear el flujo
sanguineo al rifién e inducir isquemia renal. El éxito de la isquemia se confirmé mediante
el cambio de color del rifidn de rojo a violeta oscuro, que se produjo en unos pocos
segundos. Tras la induccién de la isquemia (35-38 minutos), se retird la pinza del
microaneurisma. Se us0 solucion salina estéril tibia (~ 2 mL, 37°C) para lavar el contenido
abdominal para rehidratar los tejidos antes del cierre de la herida. Después del lavado, se
afadio i.p. 1 mL mas de solucion salina estéril como reemplazo de fluidos. Al iniciar la
reperfusion, la herida se cerr6 en dos capas (musculo y piel, por separado). A
continuacion, los animales se mantuvieron bajo una ldmpara roja caliente hasta que se
recuperaron por completo. Se volvié a administrar buprenorfina 1h y 4h después de la
cirugia a una dosis de 0,1 mg/kg y también se incluyé en el agua de bebida (9,091

pug/mL). Después de 24 h, los animales se sacrificaron para su analisis.

9.2 Administracion de proteinas de fusion terapéuticas

Las proteinas de fusion terapéuticas FP330 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 42),
FP278 (etigueta EGF-HSA—-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) y FP776 (EGF-HSA-C1-C2;
SEQ ID NO: 48) se probaron en el modelo AKI como se describe anteriormente a las
dosis establecidas en la Tabla 9 a continuacién. Para los estudios para detectar
marcadores séricos y expresion de marcadores gPCR, se administré proteina de fusion
FP278 2 horas antes de la cirugia. FP330 y FP776 se dosificaron i.v. 30 min antes del
inicio de la lesion por reperfusion por isquemia. Para el estudio para medir la captacion del
agente de contraste por imagenes de resonancia magnética, la proteina de fusién FP776
se dosificd profilacticamente 30 min antes de la induccion de AKI a 1,26 mg/kg o se
dosificé terapéuticamente 5 h después de la induccion de la lesiéon por isquemia—

reperfusion a 2 mg/kg i.v.
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Tabla 9: Dosificacién de proteinas de fusion terapéuticas

Proteina de fusién Dosis (mg/kg) Via de administracion

FP278 0,16 i.p.
0,50

FP330 0,20 (A2
0,50
1,50

FP776 0,20 V.
0,75
1,26
2,00

9.3 Lecturas/Analisis para la proteccion de AKI:
Marcadores de suero:

Se tomaron muestras de suero 24 horas después de la induccién de reperfusion
por isquemia y se analizaron para determinar el contenido de creatinina sérica y nitrdgeno
ureico en sangre (BUN) utilizando un analizador clinico Hitachi M40 de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (Axonlab, Suiza).

Expresion del marcador gPCR en 6rganos:

Los 6rganos (rifién, higado, pulmén y corazon) se recogieron 24 h después de la
induccion de AKI y se cortaron en trozos de 1 cm y se almacenaron en buffer ARN Later
(Thermo Fisher Scientific Inc, EE. UU.) a 4°C durante la noche. Los trozos de 6rganos se
transfirieron a buffer RLT (RNeasy Mini Kit, Qiagen, DE) que contenia Beta—
mercaptoetanol 134 mM (Merck, DE) en tubos de Lysing Matrix D (MP Biomedicals FR) y
se homogeneizaron utilizando el FastPrep—-24 Instrument (MP Biomedicals).
Posteriormente, el tejido fibroso del corazén se digirié con proteinasa K (RNeasy Mini Kit),
mientras que los lisados de rifién, higado y pulmén se centrifugaron directamente durante
3 min a maxima velocidad en una microcentrifuga (Eppendorf, DE). Los sobrenadantes se
transfirieron a una columna giratoria QlAshredder (Qiagen, DE) y se centrifugaron durante
2 min. La extraccion de ARN de los flujos se realiz6 de acuerdo con el RNeasy Mini Kit
Manual, incluida la digestion de DNasa. La concentracibn de ARN se midié con un

dispositivo Nano Drop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc). Se sometieron a transcripcion
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inversa 2 ug de ARN por muestra de acuerdo con el Manual del kit de transcripcion
inversa de ADNc de alta capacidad (Thermo Fisher Scientific Inc) utilizando un
termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems, EE. UU.). EIl ADNc se combind con agua
libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific Inc), sonda TagMan (TagMan Gene
Expression Assay (FAM), Thermo Fisher Scientific Inc) y TagMan Gene Expression
Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc) en una microplaca de 384 pocillos (Placa de
reaccion de 384 pocillos éptica MicroAmp, Thermo Fisher Scientific Inc). La qPCR se
realizé en el sistema de PCR en tiempo real ViiA 7 (Applied Biosystems, EE. UU.). Los
ajustes fueron 1: 2 min, 50°C; 2: 10 min, 95°C; 3: 15 s, 95°C; 4: 1 min, 60°C. Los pasos 3
y 4 se repitieron durante 45 ciclos. El andlisis de datos se realizé utilizando el software
ViiA 7, el software de andlisis de datos gPCR se realiz6 utilizando MS Excel y el software
GraphPad Prism.

Captacién del agente de contraste por el higado medida por imagen por resonancia
magnética (MRI)

Los métodos para realizar la MRI se adaptaron de una publicacion de Egger et al
(Egger et al., (2015) J Magn Reson Imaging, 41: 829-840). Los experimentos se
realizaron en un sistema de MRI Bruker Biospec 7-T (Bruker Biospin, Ettlingen,
Alemania). Durante las adquisiciones de sefiales de MRI, los ratones se colocaron en
posicién supina en una cuna de plexiglas. La temperatura corporal se mantuvo a 37 + 1°C
utilizando una almohadilla térmica. Después de un breve periodo de induccién, la
anestesia se mantuvo con aprox. Isoflurano al 1,4% en una mezcla de O2/N,O (1: 2),
administrado a través de un cono nasal. Todas las mediciones se realizaron en animales
que respiran espontdneamente; no se aplico activacion cardiaca ni respiratoria.

Después de colocar un ratén en el escaner, se adquirieron imagenes rapidas de
exploracién con fines de localizacion. Los analisis de perfusion se realizaron utilizando un
agente intravascular que contenia nanoparticulas de éxido de hierro superparamagnético
(SPIO) (Endorem®, Guerbet, Francia). Endorem® se inyect6 por via intravenosa como un
bolo durante 1,2 s en animales con AKI (24 h después de la induccion de la enfermedad)
0 después de la operacién simulada (animales después de 24 h de nefrectomia). Se
administré un primer bolo durante 1,2 s, junto con la adquisicién secuencial de imagenes
ecoplanares a una resolucién de 400 ms/imagen. Tras la adquisicién de 25 imagenes de
referencia, se inyecté un segundo bolo durante 1,2 s y se adquirieron 575 imagenes mas
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después del bolo, lo que dio como resultado un total de 600 imagenes adquiridas en 4
min. El agente de contraste superparamagnético indujo cambios locales en la
susceptibilidad que dieron como resultado una atenuacion de la sefal proporcional a la
perfusién del riidén. Para una serie de imagenes, las intensidades de la sefial se evaluaron
en las regiones de interés (ROI) ubicadas en la cortezal/franja externa de la médula
externa. La posicion, la forma y el tamafio de las ROI se eligieron cuidadosamente para
asegurar que cubrieran aproximadamente la misma region, a pesar de los movimientos
del riidn causados por la respiracion. Las intensidades de sefial medias para las
imagenes previas a la inyeccion proporcionaron intensidades de linea de base (S (0)). Los
indices de perfusion se determinaron a partir de los valores medios de las siguientes
proporciones (Rosen et al., (1990) Magn Reson Med., 14: 249-265):
—In[S(t)/S(0)] ~ TE.V.cT (t)

donde TE es el tiempo de eco, V el volumen de sangre y cT la concentracion de
agente de contraste.

Las nanoparticulas de SPIO utilizadas en el estudio tienen un diametro medio de
aproximadamente 150 nm y son absorbidas por las células de Kupffer en el higado. Por
tanto, ademas de la perfusion renal, la MRI también permiti6 monitorizar la captacién de
las nanoparticulas en el higado, detectando el cambio de contraste evaluado en las ROI

colocadas en el higado.

9.4 Resultados

Como se muestra en la Figura 15, las proteinas de fusion FP330 (EGF—-HSA-C1-
C2; SEQ ID NO: 42), FP278 (etiqueta EGF—HSA—-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) y FP776
(EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 48) protegié la funcion renal en este modelo de lesion
renal aguda (AKI) cuando se administro por via i.p. (FP278) o i.v. (FP330 y FP776). Esta
proteccion se refleja en el bloqueo del aumento de creatinina sérica (sCr). La Figura 15A
muestra que la proteina de fusion FP278 en ambas dosis probadas redujo los niveles de
creatinina sérica significativamente (p <0,0001) en comparacion con los animales tratados
con vehiculo y tan eficazmente como MFG—-E8 murino. Como se muestra en la Fig. 15B,
la proteina de fusién FP330 protegi6é la funcién renal de una manera dependiente de la
dosis e igualmente para la proteina de fusién FP776 (Fig. 15C), donde los niveles de
creatinina sérica también se bloquearon de una manera dependiente de la dosis.

La funcién renal deteriorada también se refleja en los niveles de nitrégeno ureico
145



10

15

20

25

30

35

en sangre (BUN) en los ratones probados y el efecto de la proteina de fusién FP278 sobre
los niveles de BUN se muestra en la Figura 16.

En resumen, como se muestra en las Figuras 15 y 16, las proteinas de fusién
FP278, FP330 y FP776 protegen de forma potente contra un aumento de estos
marcadores utilizados para diagnosticar clinicamente la insuficiencia renal. La eficacia
observada fue confirmada por histologia (no mostrada).

Ademas, como se muestra en la Fig. 17, una dosis Unica de la proteina de fusion
FP278 protege los 6rganos distantes de la respuesta de fase aguda provocada por AKI.
AKI induce una plétora de respuestas de ARNm medibles por gPCR en lisados de
organos distantes altamente perfundidos como el bazo, pulmén, higado, corazén y
cerebro. Los ARNm tipicos indujeron dafio seleccionado (NGAL, KIM-1), induccion de
quimiocinas (no mostradas) o induccién de induccién de proteinas de respuesta de fase
aguda como amiloide A sérico (SAA). Las figuras 17A y 17B ejemplifican dicha respuesta
inducida por AKI (amiloide A sérico (SAA)) en el corazén y pulmdn murinos que se
bloqueé de forma potente y volvio a los niveles de SHAM después de una Unica inyeccion
de la proteina de fusion.

La absorcion del agente de contraste SPIO Endorem® por el higado a lo largo del
tiempo se muestra en la Figura 18. Los animales con AKI mostraron una absorcién
significativamente reducida del agente de contraste por el higado (objetivo = células de
Kupffer) en comparacién con los animales simulados. El tratamiento con FP776
(dosificado profilacticamente a 1,26 mg/kg, —30 min antes de la inducciéon de AKI, o
dosificado terapéuticamente a 2 mg/kg, +5 h después de la induccion de la lesion por
reperfusion por isquemia) protegido de la pérdida de la acumulacion de agente de
contraste en el higado de ratones AKI. Estos resultados sugieren que en este modelo de
ratén, AKI desencadena un deterioro significativo de la depuracién de particulas mediado
por células de Kupffer enddégenas y que AKI causa alteraciones microvasculares que
impactan en la acumulacién de agente de contraste de particulas de hierro en el higado.
El tratamiento con la proteina de fusion FP776 protegié de la pérdida de depuracion y de
las alteraciones microvasculares, e incluso aumento la absorcién del agente de contraste

en ambas dosis probadas, en comparacion con los animales simulados.

Las proteinas de fusion terapéuticas, por ejemplo de acuerdo con la Modalidad 19
(por ejemplo, SEQ ID NO: 80) o Modalidad 20 (por ejemplo, SEQ ID NO: 82), promueve la
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adhesion de células de integrina av y promueve la eferocitosis similar a FPJ776 cuando
se prueba en los experimentos anteriores. Por lo tanto, son adecuados para los usos
terapéuticos descritos en este documento.

En conjunto, estos datos demuestran que las proteinas de fusion de la presente
descripcion, por ejemplo con un inserto de dominio HSA, son funcionales y eficaces y, por
lo tanto, se pueden utilizar como agentes terapéuticos.

Se entiende que los ejemplos y las modalidades que se describen en el presente
documento son solo para fines ilustrativos y que se sugeriran varias modificaciones o
cambios a la luz de los mismos a los expertos en la técnica y se incluiran dentro del
espiritu y el alcance de esta solicitud y el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Todas
las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes citadas en este documento se

incorporan como referencia para todos los fines.
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