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 invencidn se refiere a proteinas de fusién que comprenden capacidades tanto
de unioén a integrinas como de unién a fosfatidilserina. Las proteinas de fusion 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 organicas inflamatorias agudas (AOI) son enfermedades histéricamente
desafiantes con una alta morbilidad, mortalidad y una importante necesidad médica insatisfecha.
Las AOl tipicas incluyen infarto de miocardio (MI) 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 mas 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),
gque ocurre en aproximadamente 13,3 millones de personas por afio. 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 ningiin 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 incluye disfuncién microvascular inflamatoria y
patomecanismos nefrotdxicos provocados por agresiones sépticas, isquémicas/de reperfusion y/o

nefrotdxicas. Estos impulsores pueden actuar de manera simultdnea o 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 lesién
tisular, el aumento de la generacion de fragmentos celulares y microparticulas
protrombaoticas/proinflamatorias que pueden ingresar a la circulacién y al tejido lesionado. Después
de la infiltracion tisular de neutrofilos para defenderse de la infeccion, 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 inflamacién. La
captacion eficiente de células moribundas desencadena eventos de sefializacién que conducen a
la reprogramacion de los macrofagos (M®) hacia un fenotipo no inflamatorio, pro—resolutivo y la
liberacion de mediadores clave para la resolucién 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 necroticas pueden
acumularse y causar, por ejemplo, respuestas inflamatorias que desencadenan citocinas
proinflamatorias (TNF-a) o IL—10 inmunosupresora por parte de macréfagos (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 liberacién de patrones moleculares
asociados al peligro (DAMPS) tales como ATP, ADN, histonas o HMGBL1. Las consecuencias
pueden incluir oclusion de la microvasculatura, disfuncién 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 AOI, las vias eferocitoticas parecen estar significativamente
reguladas por disminucion. La inflamacion o la respuesta aguda a una lesion (sefiales mecéanicas,
hipoxia, estrés oxidativo, radiacién, inflamacion e infeccién) suprimen la eferocitosis o fagocitosis
eficaz mediante la regulacion por disminucién de las proteinas de union a fosfatidilserina (PS)
dedicadas que incluyen proteinas puente y receptores de eferocitosis/depuracién de la superficie
celular. Un ejemplo de desfuncionalizacion 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 actia



como proteina de sefalizacion pero también promueve la eferocitosis (a través de proteinas como
Gas6 o Proteina S) e inhibe la sefializacion 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-EB8),
también se regulan por disminucion durante las enfermedades inflamatorias mas agudas y
crénicas. De manera similar al Mer soluble, se puede encontrar una concentraciéon
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 sefial antiinflamatoria e
inmunosupresora conservada evolutivamente para las células inmunes. Un gran namero de los
principales patégenos de mamiferos utilizan la captacion 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 unidn 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
depuracién enddgenas en respuesta a una lesidbn presente una respuesta desarrollada
evolutivamente para reducir la eficiencia de un agente infeccioso para entrar y secuestrar las
células después de lalesion y, por lo tanto, eludir la respuesta inmunitaria y la defensa del huésped.
En consecuencia, la modulacién por disminucion 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 lesion organica aguda y pueden ocurrir las complicaciones mencionadas anteriormente en las
AOI. Una acumulacién de células moribundas, restos y MP proinflamatorias y protrombéticas son
caracteristicas de las AOI y representan los principales desencadenantes de inflamacién y dafio
microvascular. Es de destacar que dicha acumulacion de microparticulas proinflamatorias y

protrombdéticas 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 union 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
avB3 y avp5, que se expresan en muchos tipos de células, incluidos los fagocitos. Estas proteinas
actlan como puente entre PS y exponen las células apoptoéticas/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 cronicas. Se han sugerido previamente usos
terapéuticos para tales proteinas puente o versiones truncadas de las mismas (W02006122327
(sepsis), W0O2009064448 (lesién organica después de isquemial/reperfusion), W02012149254
(isquemia cerebral) The Feinstein Institute for Medical Research; W02015025959 (infarto de
miocardio) Kyushu University & Universidad Médica de Tokio; WO20150175512 (resorcién 6sea)
Universidad de Pennsylvania; W0O2017018698 (fibrosis tisular) Fundacién de Investigacion y
Negocios de la Universidad de Corea y US20180334486 (fibrosis tisular) Nexel Co., Ltd.);
documento W0O2020084344; 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
(WtMFG—ES) 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).

Las principales funciones de MFG—E8 informadas hasta ahora son mejorar la eferocitosis
(Hanayama 2004 Science), para modular la captacion/procesamiento de lipidos (Nat Med. 2014).
rMFG—ES8 regula el almacenamiento de lipidos especificos de los enterocitos al promover la
actividad de la hidrolasa de triglicéridos de los enterocitos (TG) (JCI 2016). Se demostré que el
MFG-ES8 intracelular es un supresor de la acumulacion de lipidos hepaticos y la inflamacion,
actuando mediante la inhibicién de la cascada de sefalizacion ASK1-JNK/p38. (Zhang et al 2020).

Ademas, se han descrito propiedades antiinflamatorias, promocion de la angiogénesis,



aterosclerosis, remodelacion tisular y regulacion de la hemostasia para MFG—-E8. Ademas, se ha
informado que MFG—-ES8 elimina el exceso de colageno en los tejidos pulmonares mediante la unién
del coldgeno a través de su dominio C1. Curiosamente, los macr6fagos MFG—E8 —/— exhibieron
una captacién de colageno defectuosa que podria ser rescatada por MFG—E8 recombinante que
contiene al menos un dominio discoidina (Atabai et al 2009).

En estudios preclinicos, el MFG-E8 recombinante ha demostrado una proteccion
convincente en varios modelos, en su mayoria de roedores, de enfermedades inflamatorias y
organicas agudas, asi como en modelos de enfermedad con cicatrizacién aberrante. Se ha
demostrado que el MFG—EB8 recombinante acelera la cicatrizacion de heridas/Ulceras inducidas
por diabetes e I/R (Uchiyama et al 2015/2017); reparacion acelerada del epitelio intestinal después
de una colitis (Bu et al 2007) y aceleracion de la reparaciéon del tenddn después de una lesion (Shi
et al 2019); MFG—E8 recombinante redujo el dafio renal y la fibrosis en el modelo de obstruccién
ureteral (UUO) (Brisette et al 2016). Ademas, la eficacia se confirmé en modelos tipicos de fibrosis
en los que el MFG—E8 recombinante acelerd la resolucién de la fibrosis hepatica inducida por TAA
y CCl4 (An SY, Gastroenterology 2016) y se protegié en un modelo de fibrosis pulmonar inducida
por bleomicina (Atabai et al 2009). Recientemente, se publicd una versién truncada disminuida de
C2 para ejercer una eficacia similar o incluso mejor en varios modelos de fibrosis preclinicos,
incluido el modelo de fibrosis hepatica TAA. (Documento W0O2020084344).

Hajishengallis y Chavakis 2019 analizaron recientemente EDIL3 (proteina 3 que contiene
dominio similar a discoidina | y repeticion similar a EGF). Se demostr6 que EDIL3 (alias DEL-1)
media la eferocitosis, regula el reclutamiento de neutréfilos y la inflamacion, puede desencadenar
como parte de la mielopoyesis de emergencia del nicho de células madre hematopoyéticas
(dependiente de la integrina avb3) restringe la osteoclastogénesis e inhibe la pérdida 6sea
inflamatoria en roedores y primates no humanos. Se descubri6 que EDIL3 es un componente
integral del privilegio inmunoldgico del sistema nervioso central. Se prob6 el potencial de EDIL3
como proteina terapéutica como proteina de fusién con el fragmento Fc de IgG humana (DEL-1-
Fc). La administracién de DEL—Fc inhibi6 la infiltracién de neutréfilos, bloqueé la pérdida 6sea
inflamatoria impulsada por IL-17 en un modelo de periodontitis en ratones (Eskan et al 2012 doi:
10.1038/ni.2260;). Ademas, DEL-1-Fc mejoroé la inflamacidn periodontal, la destrucciéon de tejido
y la pérdida 6sea en un modelo de periodontitis de primates no humanos (Shin et al 2015 DOI:
10.1126/scitranslmed.aac5380). Ademas, DEL-1-Fc mejor6é la encefalomielitis autoinmune
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2014 doi: 10.1038/mp.2014.146); Ademas, DEL-1-Fc disminuy0 la incidencia y la gravedad de las
adherencias peritoneales posoperatorias en un modelo de raton Fu et al 2018.

La eliminacion de células moribundas, desechos y microparticulas por las proteinas puente,
por ejemplo, MFG—EB8, EDIL3, Gas6, podria eliminar las principales causas de inflamacién estéril
y disfuncion microvascular y asi prevenir la progresion de la lesion tisular y permitir la resolucion
de la inflamacion. Por lo tanto, un enfoque terapéutico para promover la eliminacién de las células
moribundas durante el curso de las AOI se podria utilizar para reducir o al menos aliviar la patologia
de las AOI 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 lesién y la inflamacién 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 descripcidn, los solicitantes han generado proteinas de fusion terapéuticas
recombinantes basadas en la estructura de las proteinas puente de origen natural (por ejemplo,
MFG-ES8) sin las propiedades indeseables mencionadas anteriormente y los problemas de
produccion de la proteina de tipo salvaje. Las proteinas de fusion de la presente descripcion
comprenden un dominio de unién a integrina (por ejemplo, dominio similar a EGF), un dominio de
solubilizaciéon y un dominio de unién a fosfatidilserina (por ejemplo, dominio C1 de MFG—E—8 o su
paralogo EDIL3). Las proteinas de la invencion son adecuadas para la prevencioén o el tratamiento
de trastornos de érganos provocados por fibrosis, sistema inmunolégico o inflamatorios cronicos o
agudos. Las proteinas de la invencion también pueden encontrar su aplicacion para permitir,
acelerar y promover la reparacion y regeneracion.

Las proteinas de fusion mantienen las principales funciones biolégicas de la proteina MFG—
E8 o EDIL3 de tipo salvaje, por ejemplo, actuando para unir las células moribundas que exponen
PS, los desechos y las microparticulas a los fagocitos y, por lo tanto, desencadenar la eferocitosis.
Ademas, las proteinas de fusion terapéuticas de la presente descripcion tienen una capacidad de
desarrollo mejorada, en particular una pegajosidad reducida y una solubilidad mejorada en
comparacion con la proteina MFG-E8 de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1), o con MFG-ES8
recombinante y MFG-E8 truncada en C2 (EGF_C1). Ademas, estas proteinas de fusion
terapéuticas tienen una exposicion plasmatica mas prolongada y tienen un mayor rendimiento
cuando se expresan en sistemas de expresion celular en comparacion con la proteina MFG—E8

de tipo salvaje. Las proteinas de fusion terapéuticas de acuerdo con la invencion tienen una



actividad selectiva de macrofagos aumentada (potenciacion de la eferocitosis). Ademas, las
proteinas de fusién terapéuticas de acuerdo con la invencién tienen una seguridad mejorada en
comparacion con MFG-E8 de tipo salvaje de longitud completa u otras variantes funcionales de
longitud completa.

En el presente documento se proporcionan proteinas de fusién terapéuticas para potenciar
la eferocitosis que comprenden un dominio de union a integrina, un dominio de unién a
fosfatidilserina (PS) y un dominio de solubilizacion, en donde el dominio de unién a PS es una
variante truncada de al menos un dominio de union a PS enumerado en la Tabla 2.

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 solubilizaciéon unido a un dominio de unién a PS. En algunas modalidades, la
proteina de fusién terapéutica comprende la estructura general EGF-S—-C en donde EGF
representa el dominio de unién a integrina, por ejemplo dominio similar a EGF de MFG-ES8, de
EDIL3 o de cualquier otra proteina que comprenda un dominio de unidén a integrina como se
enumera en la Tabla 1; S representa un dominio de solubilizacién; y C representa un dominio de
unién a PS truncado, por ejemplo una variante truncada del dominio de uniéon a PS que se
encuentra en MFG—E8, EDIL3 o en cualquier otra proteina que comprenda cualquiera de C1 y/o
C2 de un dominio de unién a PS como se enumera en la Tabla 2. Ejemplos de proteinas que
comprenden tanto un dominio de union 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 union a PS comprende uno de los dos subdominios
de discoidina C1-C2, o una variante funcional del mismo. Por ejemplo, el dominio de unién a PS
de MFG—-E8 humano que tiene una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID
NO: 3 o un aminoacido de al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% identidad de secuencia
con la misma, o sus variantes truncadas. En una modalidad, el dominio de union a PS truncado
comprende un dominio de unién a PS truncado 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 de unién a PS comprende un dominio de unién a PS truncado de EDIL3
humana o su variante funcional que comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, hasta 10
modificaciones de amino&cidos.

En ciertos aspectos, se proporciona en este documento una proteina de fusién que
comprende un dominio similar al factor de crecimiento epidérmico (EGF), un dominio de
solubilizacién, un dominio C1, pero que carece de un dominio C2 funcional. En algunas
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epidérmico (EGF), un dominio de solubilizacién, un dominio C1, pero que carece de un polipéptido
medio o un fragmento del mismo.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacién de la proteina de fusion esta unido al
dominio de unién a integrina. En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion esta unido al
dominio de unidén a PS. En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion 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 unién a PS. En algunas modalidades, el dominio solubilizante
se inserta dentro del dominio de union a integrina o se inserta dentro del dominio de unién a PS.
En una modalidad, la proteina de fusion terapéutica tiene la estructura de N— a C—terminal: dominio
de unién a integrina—dominio de solubilizacion—dominio de unién a PS.

En algunas modalidades, el dominio de uni6n a integrina de la proteina de fusion
terapéutica comprende un motivo de unién de arginina—glicina—acido aspartico (RGD) y se une a
la(s) integrina(s) avp3 y/o av5 o a8p1.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacién de la proteina de fusién 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 solubilizacién se une
indirectamente al dominio de union a integrina y/o al dominio de unién a PS mediante un ligador,
tal como un ligador externo. En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion comprende
albimina de suero humano (HSA), el dominio 3 de HSA (HSA D3) o la regién Fc de una IgG (Fc—
IgG), o una variante funcional de la misma.

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 o un
aminoacido de al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con la
misma, 0 sus variantes truncadas. En una modalidad, el dominio similar a EGF comprende el
dominio similar a EGF de MFG—E8 humano o su variante funcional 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 su variante funcional que
comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, hasta 10 modificaciones de aminoacidos.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion es HSA o su variante funcional, 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% o0 99% de identidad de secuencia con la
misma, 0 sus variantes truncadas. En una modalidad, la HSA comprende la sustitucién de
aminoacidos C34S que funciona para reducir la propension de la proteina a la agregacion, y tiene

la secuencia de amino&cidos como se establece en la SEQ ID NO: 5. En algunas modalidades, el



dominio de solubilizacién comprende albumina de suero humano. (HSA) o una variante funcional
del mismo que comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, hasta 10 modificaciones de aminoacidos,
por ejemplo, HSA C34S, o una variante truncada de HSA, por ejemplo, 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 solubilizacion comprende la regién Fc de una
IgG (Fc—lgG), por ejemplo la region Fc de una IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana o una variante
funcional de las mismas. En una modalidad, el dominio de solubilizacion comprende la regién Fc
de una Fc-IgG1 humana que tiene una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ
ID NO: 7 o un aminoécido 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-IgG1
comprende las sustituciones de aminoacidos D265A y P329A para reducir la funcién 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 "bot6n" o puede
comprender las sustituciones de aminoacidos T366S, L368A, Y407V para crear un "ojal". Ademas,
el botén Fc-IgG1 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-IgG1l 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 aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO: 9 o
10.

En una modalidad preferida, la proteina de fusidn terapéutica comprende globulo de grasa
de la leche—proteina factor 8 EGF (MFG—E8) y un dominio de solubilizacion, en donde MFG-E8
comprende un dominio similar a EGF de union a integrina (SEQ ID NO: 2) y una variante funcional
de los dominios C1-C2 de union 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 solubilizacién esta
unido al N o C—terminal de MFG—-E8. En una modalidad, el dominio de solubilizacién se inserta
entre el dominio similar a EGF y el dominio C1 o entre el dominio similar a EGF y el dominio 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 solubilizacién puede unirse directa o
indirectamente al C—terminal del dominio similar a EGF y unirse directa o indirectamente al N—

terminal del dominio C1. En algunas modalidades, el enlace indirecto es por medio de un ligador



externo, por ejemplo, un ligador basado en glicina—serina.

En algunas modalidades, y como se describe en la seccién de Ejemplos, las proteinas de
fusion terapéuticas de la presente descripcion funcionan para promover la eferocitosis por las
células endoteliales en un ensayo de eferocitosis célula endotelial humana—célula Jurkat y
restaurar la eferocitosis basal deteriorada y aumentada por macrofagos en un ensayo de
eferocitosis de macréfagos y neutréfilos humanos; las proteinas de fusion funcionan para reducir
el numero de microparticulas plasméaticas mediante la depuracion en un ensayo de eferocitosis de
microparticulas endoteliales humanas; y/o las proteinas de fusion proporcionan proteccion contra
la lesién de mdltiples érganos en un modelo de isquemia renal aguda.

También se describen en el presente documento métodos, usos, reactivos de diagndstico,
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 fusidn 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 solubilizacién (etiquetado como
"SD") en el extremo C—terminal, el N—terminal o entre los dominios EGF, C1 o C2 de MFG-ES.

La Figura 2 muestra varios geles de proteinas SDS—-PAGE de las proteinas de fusion
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 FP071 (EGF-Fc
(botdn)-C1-C2; SEQ ID NO: 18) con ojal Fc—IgG1 (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 fusion respectiva. Para la Fig 2B, la primera columna muestra la proteina de fusién 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—ES8 de tipo salvaje (wt) frente a la
proteina de fusion FP278 (etigueta EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) durante la
manipulacion practica. La figura 3A muestra una pérdida de eficacia para wtMFG—E8 en el ensayo

de competicion de L-a—fosfatidilserina cuando se hicieron diluciones de proteinas en placas de
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polipropileno (simbolo: o) en comparacién con diluciones hechas en placas sin unién (simbolo: e).
Por el contrario, la figura 3B practicamente no muestra pérdida de eficacia para la proteina de
fusion FP278 (etiqueta EGF—HSA—C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) en el ensayo de competicién 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 unién 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
concentraciéon en un formato de ensayo de competicion (competicién contra la unién 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)
estad completamente bloqueada por el inhibidor de la integrina av cilengitide o EDTA 10 mM. Una
mutacion de un solo punto en el motivo de union a integrina RGD (RGD> RGE) del dominio similar
a EGF (FP280; SEQ ID NO: 38) da como resultado la anulacion completa de la adhesion 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 so6lo 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 fusioén de esta
descripcion (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 fusién se muestra en el eje x y la
eferocitosis [%] se muestra en el eje y.

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 (lipopolisacérido)
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
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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 alteracién de la eferocitosis inducida por particulas de
S. aureus de neutréfilos moribundos por macréfagos humanos con la proteina de fusion terapéutica
FP278 (etigueta 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 promocidn 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 fusién FP278 (ECso
8 nM) sobre el rescate de la eferocitosis alterada causada por la administracion de S. aureus, y
sobre la promocién de la eferocitosis una vez que se alcanzaron los niveles basicos de eferocitosis.

La Figura 9 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 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)
0 FP110 (EGF-C1-C2-HSA; SEQ ID NO: 28), respectivamente), confiere la funcion de bloqueo
de la eferocitosis a la proteina de fusion MFG—E8 HSA en el ensayo de eferocitosis de macréfagos.
La concentracion de proteina de fusion se muestra en el eje x, la eferocitosis [%] se muestra en el
ejey.

La Figura 11 muestra una comparacién de la promocién de la eferocitosis mediante varios
formatos de proteinas de fusion terapéuticas que comprenden un resto HSA o Fc. La concentracion
de la proteina de fusion se muestra en el eje x (nM), la eferocitosis [MFI] se muestra en el eje .
La Figura 11A muestra una comparacion de proteinas de fusiéon 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 fusién que comprenden un resto Fc con el Fc posicionado en el C—terminal (FP060
(EGF-C1-C2-Fc [S354C, T366W]; SEQ ID NO: 14) y FP080 (EGF-C1-C2-Fc; SEQ ID NO: 22))
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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 fusion 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-ES8. La Fig. 11D muestra la promocion de la eferocitosis por un constructo de proteina de
fusién FP050 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 descripcién, por ejemplo variantes quiméricas
(FP114 o FP260; SEQ ID NO: 34, FP147 o FP1777; SEQ ID NO: 71, FP1149, FP1150, FP145;
SEQ ID NO: 80, FP1145; SEQ ID NO: 103, FP146; SEQ ID NO : 82, FP1146) y combinaciones de
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 12 muestra la promaocién de la eferocitosis por células HUVEC de la proteina de
fusién terapéutica FP278 (etigueta EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) ensayada a 3
concentraciones diferentes hasta 30 nM. La promocion de la eferocitosis dependia de la
concentracion y la eferocitosis aumentaba a medida que aumentaba la concentracién 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 (etigueta 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
concentracion de proteina de fusién 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 promocién de la eferocitosis de células
Jurkat moribundas por células endoteliales humanas (HUVEC). La concentracién de proteina de
fusién se muestra en el eje x, la eferocitosis [%] se muestra en el gje .

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) o
FP776 (EGF-HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 48) protege la funcién renal en un modelo de lesion renal

aguda (AKI) inducida por lesién por isquemia—reperfusion. La Figura 15A muestra que un aumento
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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
gue la administracion i.v. de la proteina de fusion 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 fusion terapéutica FP278
(etigueta 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 lesién renal aguda.

La Figura 17 muestra que una dosis Unica de la proteina de fusion terapéutica FP278
(etigueta EGF—HSA—-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) protege érganos distantes de la respuesta de
fase aguda provocada por la IKA inducida por isquemia reperfusién, 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 bloquearon de forma potente después de una sola
inyeccion i.p. de la proteina de fusién FP278 (SEQ ID NO: 44) derivada de MFGE—-8 a 0,16 mg/kg
0 0,5 mg/kg/i.p.

La Figura 18 muestra la captacion del agente de contraste de O6xido 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 induccién
de la enfermedad) o después de la operacién 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 fusién 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.

Figura 19 Las proteinas de fusion terapéuticas FP114, también denominadas en el
presente documento FP260, (EGF-HSA-C1 SEQ ID NO: 34) se ensayaron en el modelo AKI como
se describe en los Ejemplos a 1,5 mg/kg/i.v. Para este estudio, se administrd6 FP114 30 min horas
antes del inicio de la lesion por reperfusion por isquemia. Se evaluaron los marcadores séricos y
el peso de los rifiones 24 h después de la induccion de la enfermedad. La creatinina sérica y el
BUN reducidos, asi como el peso normal del rifién, sugieren proteccion de AKI en este modelo.

Figura 20 La proteina de fusion terapéutica FP135, también denominada en el presente
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documento FP261, (EGF-HSA-C1 SEQ ID NO: 73) se ensay0 en el modelo de fibrosis CCL4 a
0,8 mg/kg/i.p. El tratamiento se inicié después de 4 semanas de induccién de fibrosis (con CCL4)
(un total de 11 dosis) o después de 5 semanas de induccién de fibrosis con CCL4 (un total de 8
dosis) administrando 3 dosis semanales. El tercer grupo de animales se dosific6 después de 6
semanas en la detencién de la induccion de la enfermedad con CCL4 (total de 4 dosis). En todos
los grupos, FP135 se dosifico una vez al dia durante los ultimos 3 dias. La rigidez del higado se
evaluo el dia de la linea base (al comienzo del experimento) al cesar CCL4 y 3 dias después de
cesar CCL4. Los datos sugieren que en los animales que fueron tratados con FP135 (comienzo
después de la semana 4 y 5 de CCl4) se logré una resolucion acelerada significativa de la rigidez
hepética inducida por CCL4.

Figura 21. Fig. 21A Se ensayo la proteina de fusion terapéutica FP135 (EGF-HSA-C1
SEQ ID NO: 73) en el modelo de fibrosis CCL4 a 0,8 mg/kg/i.p. El tratamiento se inicié después de
4 semanas de induccion de fibrosis (con CCL4) (un total de 11 dosis) o después de 5 semanas de
induccién de fibrosis con CCL4 (un total de 8 dosis) con 3 dosis semanales administradas o
después de 6 semanas en la interrupcién de la induccién de la enfermedad con CCL4 (total de 4
dosis). En todos los grupos, FP135 se dosific6 una vez al dia durante los ultimos 3 dias. La
reduccion de la ALT sérica sugiere que el tratamiento con FP135 ayudd a acelerar la resolucion
del dafio hepatico causado por CCL4 en los grupos en los que se inicio el tratamiento en la semana
4y 5 de CCl4.

Figura 21B La proteina de fusion terapéutica FP135 (EGF—HSA-C1 SEQ ID NO: 73) se
prob6 en el modelo de fibrosis CCL4 a 0,8 mg/kg/i.p. como se describe para la Fig. 21A. El
contenido de coldgeno en higados de animales sacrificados se cuantific6 mediante ensayo de
hidroxiprolina. La reduccién observada en animales con dosis de 8 y 11 veces sugiere que el
tratamiento con FP135 ayudé a acelerar la resolucion de la fibrosis hepética causada por CCL4

Figura 21C La proteina de fusion terapéutica FP135 (EGF—HSA-C1 SEQ ID NO: 73) se
probé en el modelo de fibrosis CCL4 a 0,8 mg/kg/i.p. como se describe para la Fig21lA. La
expresion de coldgeno en higados de animales sacrificados se cuantific6 mediante ensayo de
hidroxiprolina. La reduccion observada en animales dosificados 8 y 11 veces sugiere que el
tratamiento con FP135 ayudoé a acelerar la resolucion de la fibrosis hepatica causada por CCLA4.

La Figura 22 muestra los datos de adhesion de integrina para la seccion de proteinas
truncadas FP137, FP135y FP147.

La Figura 23 muestra la dispersién de luz dinamica (DLS) de MFG-E8 truncado en C2
(EGF-C1; SEQ ID NO: 115) y fusién HSA (EGF-HSA-C1; SEQ ID NO: 73).
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Descripcién Detallada

En el presente documento se describen proteinas de fusidn terapéuticas que comprenden
un dominio de union a integrina, un dominio de union a PS y un dominio de solubilizacion. También
se describen en el presente documento métodos de tratamiento que 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 descripcién 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 documento tienen el mismo
significado que el que entienden cominmente los expertos en la técnica a la que pertenece esta
descripcion.

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
0 composicién, asi como a cualquier excipiente inactivo para el propésito 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 descripcion. 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 union multiespecifica de la presente descripcion 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 apoptéticas o
necroéticas o envejecidas o las células altamente activadas o las vesiculas celulares extracelulares
(microparticulas) o los 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 degradacion de la presa. Durante la apoptosis, la
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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 macréfagos 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, 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 fusién,
que utiliza macréfagos humanos o células endoteliales humanas (HUVEC) como células
fagociticas. Aqui se ejemplifica un ensayo de eferocitosis de macréfagos—neutréfilos, un ensayo
de eferocitosis de células endoteliales—células Jurkat o 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 que 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 macrofagos o células endoteliales. Ademas, el ensayo
de macrofagos—neutrdfilos 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
aminodcidos 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 relacion con las proteinas

de la presente descripcion se refiere a un resultado del plegamiento incorrecto de proteinas que
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promueve la aglutinacion o agregacion de proteinas. Estos efectos no deseados y no funcionales
son el resultado de interacciones hidrofbicas superficiales.

Como se utiliza en este documento, "C—terminal” se refiere al aminoéacido 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).

Como se utiliza en este documento, el término “proteina de fusion™ 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 fusion 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 fusion 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 comparieros
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 insercién de dominios implica la fusién 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 insercién 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 fusién de enlace directo mencionadas anteriormente, se puede
utilizar un ligador externo para mantener la funcionalidad de los dominios proteicos en la proteina
de fusion. 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 apreciaran que un polipéptido cuya estructura incluye dos o0 mas 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
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manipuladas incluso cuando los extremos N y C pueden fusionarse. En algunas modalidades, un
ligador se caracteriza porque tiende a no adoptar una 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 D1y
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 méas amino&cidos en longitud.

Una 'modificacion’ o 'mutacion’ de un residuo/posicién 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
alteracion de secuencia que involucra a dicho residuo/posiciones de aminoacido. Por ejemplo, las
modificaciones tipicas incluyen la sustitucion del residuo (o en dicha posicién) con otro aminoacido
(por ejemplo, una sustitucion conservadora o0 no conservadora), la insercion de uno o mas
aminodcidos adyacentes a dicho residuo/posicién y la eliminacién de dicho residuo/posicion. Una
"sustitucion” de aminoacidos o variacion del mismo se refiere a la sustitucion de un residuo de
aminodcido existente en una secuencia de aminoacidos predeterminada (inicial) con un residuo de
aminodcido diferente. Generalmente y de modo preferente, la modificaciébn da como resultado la
alteracion 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 acidos nucleicos. Con respecto a secuencias de acidos 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 aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas.
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Debido a la degeneracion del cédigo genético, un gran nimero de acidos nucleicos funcionalmente
idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican el amino&cido alanina. Por tanto, en cada posicién en la que se especifica una alanina
mediante un coddn, el coddn 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 4cido nucleico. Un experto reconocera que cada codon de un acido
nucleico (excepto AUG, que normalmente es el Unico codbén para metionina, y TGG, que
normalmente es el Unico coddn 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 sustitucidbn conservativas que proporcionan aminodacidos
funcionalmente similares. Dichas variantes modificadas de manera conservadora se suman y no
excluyen variantes polimérficas, homélogos 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 (), 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.

Una 'variante de proteina' o 'variante de una proteina' como se hace referencia en este
documento, se refiere a una proteina que comprende una variacién 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 modificaciéon 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 o de un dominio de una proteina, como se hace referencia en este documento, se

refiere a una version abreviada de una proteina o del dominio proteico, pero la version abreviada
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de la proteina conserva la funcién de la proteina original. Para determinar si una variante funcional
0 variante truncada no tiene ningun cambio en la propiedad o funcién 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 macrofagos en un
ensayo de eferocitosis de macréfagos humanos—neutrdfilos, reducir el nUmero de microparticulas
plasméticas por depuracién en un ensayo de eferocitosis de microparticulas endoteliales humanas,
ylo 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 0 mas
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 nucledtidos que son iguales (es decir, al menos 60% de identidad,
opcionalmente al menos 65%, 70%, 75% , 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de
identidad en una region especifica, o, 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 o mediante alineacién manual e inspeccion visual. Opcionalmente, la identidad existe
sobre una region que tiene al menos aproximadamente 50 nucle6tidos (o 10 aminoacidos) de
longitud, o sobre una region que tiene de 100 a 500 o 1000, o 2000 o 3000 o mas nucleotidos de
longitud, o alternativamente, 30 a 200, 300, 500, 700, 800, 900 o 1000 o mas aminoacidos de
longitud.

Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actlla como secuencia
de referencia, con la que se comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo
de comparacién 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
pardmetros del programa del algoritmo de secuencia. Se pueden utilizar parametros de programa
predeterminados o se pueden designar parametros alternativos. A continuacion, el algoritmo de
comparacion 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 utliza en este documento, incluye

referencia a un segmento de cualquiera de las posiciones contiguas de acido nucleico o
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aminoacido 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 nimero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias estén
alineadas de manera Optima. Se conocen en la técnica métodos de alineacion de secuencias para
comparacion. El alineamiento Optimo 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 alineacién 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 y TFASTA en el paquete de software de Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineacién manual e inspeccion 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 andlisis BLAST esta disponible
publicamente a través del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica.

El algoritmo BLAST también realiza un andlisis 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 pequeiia (P(N)),
que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual se produciria una coincidencia entre
dos secuencias de nucledtidos o aminoacidos por casualidad. Por ejemplo, un &cido nucleico se
considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefa en una
comparacion 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 mas
preferente menos de aproximadamente 0,001.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos 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 (versién 2.0), utilizando una tabla de residuos de peso
PAM120, una penalizaciéon de longitud de brecha de 12 y una penalizacion de brecha de 4.
Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos 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
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62 o0 una matriz PAM250, y un peso de brecha de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de
1,2,3,4,506.

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 analogos
de nucledtidos conocidos o residuos o enlaces de la estructura modificada, que son sintéticos,
naturales y no naturales, que tienen propiedades de union 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 andlogos incluyen, sin limitacién, fosforotioatos, fosforamidatos, metilfosfonatos,
metilfosfonatos quirales, 2—O—metil ribonucledtidos, péptido—acidos nucleicos (PNA).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido 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 posicion de uno o mas codones seleccionados
(o todos) esté 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
nucleétidos optimizada" significa que la secuencia de nucledtidos se ha alterado para codificar una
secuencia de aminoéacidos utilizando codones que son preferidos en la célula de produccién, por
ejemplo una célula de ovario de hamster chino (CHO). La secuencia de nucleétidos optimizada
esta disefiada para retener por completo la secuencia de aminoacidos 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 adhesién célula—matriz

extracelular (ECM). Tras la union del ligando, las integrinas activan las vias de transduccion de
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sefiales que median sefales celulares como la regulacién 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 multiples 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 acido 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
aminodcidos de una letra). EI motivo RGD se ha encontrado en numerosas proteinas de la matriz
como fibronectina, fibrinégeno, 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 gue 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 de unién a RGD se

enumeran a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1: Ejemplos de proteinas que comprenden proteinas de dominio similar a EGF que

contienen un motivo de union a integrina RGD

Abreviatura UniProtKB Nombre Referencia

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

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

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

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

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

El término 'dominio de unidn a integrina' como se utiliza en el presente documento se refiere
a un tramo de aminoacidos, o dominio de proteina, que tiene la funcién de unirse a integrinas. En
una modalidad de la presente descripcidn, ‘dominio de unién a integrina' como se utiliza en este
documento se refiere a un tramo de aminoéacidos, o dominio proteico, que tiene la funcién de unirse

a las integrinas y que comprende un motivo RGD. En una modalidad de la presente descripcion,
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el dominio de unién a integrina es un dominio similar a EGF de MFG-E8 humano que tiene la
secuencia de amino&cidos como se establece en la SEQ ID NO: 2. En una modalidad alternativa
de la presente descripcion, 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 SEQ ID NO: 101); por
ejemplo, donde los dominios similares a EGF se pueden encontrar dentro del tramo de
aminoédcidos 1-132 de la SEQ ID NO: 11.

El término "se une aintegrinas" como se utiliza en este documento se refiere a una actividad
de unién a integrinas. La actividad de union 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, seccién 3.2, en donde se determind la adhesién de células de linfoma que expresan
integrina avB3 marcadas con fluorescencia a proteinas de fusion 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 unién 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 distribucion asimétrica de los fosfolipidos se mantiene mediante la accién 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 exposicibn a PS puede ser un
biomarcador de un estado patoldgico protrombético, 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 funcién en una multitud de vias de sefalizacion celular y como fosfolipido esencial en la

coagulacion donde puede actuar como potenciador en la formacién de la tenasa (factores IXa,
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Vlilla'y X) y protrombinasa (factores Xa, Va y protrombina) complejos (Spronk et al., (2014) Thromb
Res. 133 (Suppl 1): S54-6). Posiblemente la funcion mas conocida de la PS externalizada sigue
siendo el marcador “comeme” (‘eat—-me') para células fagociticas como los macréfagos para
absorver células apoptéticas, restos celulares o células activadas que exponen PS. El término
‘dominio de union a fosfatidilserina' o ‘dominio de unidn 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 continuacion se pueden encontrar ejemplos de proteinas enddégenas con dominios de

unién a PS.

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

Abreviatura | UniProt Nombre Dominio de union | Referencia
a PS putativo
EDIL3 043854 EGF como repeticiones y | Dominios de Dasgupta et al.,
dominios de discoidina 3 discoidina C1-C2 (2012)
MFG—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 | park 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 Ty proteina 3 que (2007)
contiene dominio de
mucina
TIM4 Q96H15 Inmunoglobulina de | Dominio IgSF-V Kobayashi et al.,
células Ty proteina 4 que (2007)
contiene dominio de
mucina
Stabl/Stab2 | QONY15/ | Stabilina-1y -2 sep_eti_cione_s ' de | park SY et al,
ominios similares
QEWWRS a EGF (EGFrps) en (2009)
la region
extracelular
TLT?2 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)
mieloides 2
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CD300a Q9U6N4 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—E8 humano
gue tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 3. En una modalidad
alternativa de la presente descripcion, el dominio de unién a la integrina es un dominio de unién a
PS de EDIL3 humana (SEQ ID NO: 11), donde el dominio de union a PS comprende los
aminodcidos 135-453 de la SEQ ID NO: 11.

La actividad de unién 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 evaluo la union de proteinas de fusion de la presente descripcion a PS recubiertas en placas
de microtitulacién compitiendo contra la union de MFG—E8 murino biotinilado. De acuerdo con la
presente descripcién, se considera que un dominio de unién a PS tiene actividad de unién 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 unién 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 determinacion 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 union a
integrina como un dominio de unién a PS. En la Tabla 3 a continuacién se muestran ejemplos de

tales "proteinas puente”.
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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) al., (2012)

(DEL-1) dominios de b
discoidina 3

MEG-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 acido | Tyro3 'y Mer | sttt et al.,

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

Gas6 Q14393 Proteina Dominio Gla Tyro3, Mer vy | siitt 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
escision 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 unién 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 AOI. Por el contrario, la proteina GAS6, por ejemplo, puede no ser particularmente eficaz para
promover la eferocitosis en las AOI 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-ES8,
gue 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 muasculo liso aértico, macréfagos activados, endometrio estimulado y células dendriticas
inmaduras) y tejidos (por ejemplo, corazon, pulmones, glandulas mamarias, bazo, intestinos,
higado, rifidn, 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
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SP47, antigeno del epitelio mamario BA46 y O—acetil GD3 gangliésido sintasa (AGS). El gen MFG—
E8 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 raton. El gen humano MFG—E8 (UniProtKB — Q08431) codifica una
proteina que tiene 387 residuos de largo que se procesa para formar maltiples productos proteicos.
La secuencia de aminoéacidos del MFG-E8 humano, que 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 SHEYLKAFKVY AYSLNGHEFD FIHDVNKKHK
EFVGNWNKNA VHVNLFETPV EAQYVRLYPT SCHTACTLRF ELLGCELNGC ANPLGLKNNS
IPDKOITASS SYKTWGLHLF SWNPSYARLD KOGNENAWVA GSYGNDOWLQ VDLGSSKEVT
GIITOGARNF GSVOFVASYK VAYSNDSANW TEYODPRTGS SKIFPGNWDN
HSHKKNLFET PILARYVRIL PVAWHNRIAL RLELLGC (SEQ ID NO: 1).

MFG-ES8 carece de la funciéon transmembrana que tiene MFGM vy, por lo tanto, sirve como

proteina de membrana periférica. EI MFG-E8 humano consta de un dominio similar al EGF N-
terminal (SEQ ID NO: 2) que se une a las integrinas av3 y avp5 expresadas en fagocitos y un
dominio de unién a PS (SEQ ID NO: 3) que comprende dos F5/8—discoidina subdominios (C1y
C2) que se unen con alta afinidad a los fosfolipidos aniénicos. La union 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
apoptaéticas, 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 alas integrinas avB3 y avB5 en los fagocitos. Esta accién puente
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—ES8 varia segun la especie;
todas las especies actualmente conocidas contienen dos dominios C pero difieren en el nimero
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 unién a PS (Kooijmans et al., (2018) Nanoscale, 10 (5): 2413-2426)
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y los fragmentos de MFG—E8 se han descrito para actuar en modelos de fibrosis (solicitud de
patente estadounidense US2018/0334486).

La captacion 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 depuracion apropiada se hizo mas
evidente en modelos genéticos en los que los ratones knockout MFG—E8 mostraron, 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 proliferaciéon de células T, la inhibicion de las subpoblaciones Thl, Th2
y Th17 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—ES8 también tiene mdltiples usos nutricionales, que
ayudan a promover el desarrollo de tejidos y la proteccién 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
nutrientes (por ejemplo, probiéticos, micelas de proteina de suero, acido alfa—hidroxiisocaproico,

citrulina y acidos grasos de cadena ramificada).

Dominio de solubilizacion

Como se describe en el presente documento, las proteinas de fusion terapéuticas de la
presente descripcién comprenden un dominio de unién a integrina y un dominio de unién a PS.
Ademas, las proteinas de fusion 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 biol6gicas
mejoradas, tales como mayor solubilidad, menor agregacion y mayor bioactividad. Como resultado,
la proteina de fusibn muestra perfiles farmacocinéticos deseables. Ademas, la presencia de un
dominio de solubilizacion mejora la estabilidad de la proteina de fusion terapéutica y da como

resultado una expresién mejorada de la proteina de fusiébn en comparacion con la proteina de tipo
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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 almidon (HES) y proteinas séricas, tales como albumina, 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
albumina de suero humano (HSA; SEQ ID NO: 4) o variantes de la misma. Por ejemplo, HSA que
comprende la sustitucién de aminoacidos C34S para disminuir la propensién 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 union 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 conjugacion genética o quimica de moléculas con albumina 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 WO02001/077137 vy
WO02003/060071.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacion comprende un dominio Fc de
anticuerpo tal como Fc—inmunoglobulina G1 humana (Fc-IgG1; SEQ ID NO: 7). El dominio Fc
también puede modificarse, por ejemplo, utilizando modificaciones basadas en el boton en el ojal
(KiH) para mejorar la heterodimerizacion de Fc mediante la introduccion de sustituciones de
aminodacidos complementarios en el dominio CH3 del Fc. Por ejemplo, la sustitucion T366W para
crear un 'botdn' 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; numeraciéon 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 C1q, para "silenciar" la funcion efectora inmunitaria. La
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denominada doble mutacion "LALA" (L234A junto con L235A; numeracion 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; numeracién 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 (boton) o T366S, L368A e Y407V (ojal). En una
modalidad, el dominio Fc se deriva de IgG1 humanay 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 aminodcidos D265A, P329A, S354C y la sustitucion de
aminodacidos T366W (Fc—lgGl-botén; SEQ ID NO: 9). En otra modalidad, el dominio Fc se deriva
de 1gG1 humana y comprende las sustituciones de aminoacidos D265A, P329A, Y349C vy las
sustituciones de aminoacidos T366S, L368A e Y407V (Fc—-lgGl—ojal; SEQ ID NO: 10).

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 solubilizacion comprende SUMO (Modificador de

tipo ubiquitina pequefio), ubiquitina, GST (glutation S—transferasa) o variantes de los mismos.

Union y Orientacion 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 fusién que se
une, directa o indirectamente, a otro dominio de la proteina de fusién. La union directa es una
forma de enlace y se denomina en el presente documento "fusionado" o "fusién”. Utilizando una
molécula que tiene la forma A—B—C como ejemplo: el dominio A esté 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 esta
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 uniéon a PS que se fusiona con un dominio de solubilizacién. Especificamente, el
dominio de unioén a PS (por ejemplo, subdominios de discoidina C1-C2) se fusiona con el extremo

C—terminal del dominio de union a integrina (por ejemplo, un dominio similar a EGF) y se fusiona
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con el extremo N-terminal del dominio de solubilizacién (por ejemplo, HSA). En algunas
modalidades, un dominio de solubilizacion se fusiona con un dominio de unién a integrina que se
fusiona con un dominio de unién a PS. Especificamente, el dominio de union 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 union a PS que comprende subdominios de
discoidina C1-C2 y se inserta un dominio de solubilizacion entre el subdominio de 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 solubilizacién (por ejemplo,
HSA) y el C—terminal del dominio de solubilizacién se fusiona con el N—terminal del subdominio de
discoidina C2. En otra modalidad, un dominio de union a integrina se fusiona con un dominio de
solubilizacién que se fusiona con un dominio de uniéon 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 solubilizacién (por ejemplo, HSA) se fusiona entre
un dominio de union a integrina y un dominio de unién a PS. En algunas modalidades, el dominio
de uniodn 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 fusion.

En algunas modalidades, la proteina de fusibn comprende una primera region que contiene
un dominio de unién a integrina, por ejemplo dominio similar a EGF, una segunda region 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 C1 y/o C2. 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, el dominio de solubilizacion (por ejemplo, HSA o Fc) es HSA.

En algunas modalidades, el dominio de solubilizacién es HSA, o su variante funcional.

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

En una modalidad preferida, HSA que comprende una secuencia de aminoécidos como se

establece en la SEQ ID NO: 5 se fusiona con el C—terminal del dominio similar a EGF de MFG-E8
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y se fusiona con el N-terminal del dominio de unién a PS de MFG-ES8. En una modalidad, la
proteina de fusibn 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 fusién comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 70
(FP1068). En una modalidad, la proteina de fusiébn 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 solubilizaciéon a un dominio de unién a PS en
una proteina de fusion de la presente descripcién 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 multiplos de
residuos Gy S, por ejemplo, G2S y multiplos del mismo como (G2S)4 como se establece en la SEQ
ID NO: 62, (GS)4 como se indica en la SEQ ID NO: 63, G4S como se establece en la SEQ ID NO:
64 0 (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 solubilizacioén. Especificamente, un ligador
externo se fusiona con el C—terminal de un dominio similar a EGF y el N—terminal de HSA. En
algunas modalidades, un ligador externo se fusiona entre el C—terminal de un dominio de
solubilizacion 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 union 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 solubilizacion 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 unién a integrina y al N—terminal de un dominio de solubilizacién. En algunas
modalidades, un ligadir externo que comprende GL 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
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externo que comprende (G2S)s (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 G4S (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). (SEQ ID NO: 65) se fusiona al C—terminal de un dominio de
solubilizacién 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. 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: 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)s (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)4 (SEQ ID NO: 62) al C—terminal de HSA y al N—terminal de un dominio de union
a PS. 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. El 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 fusién de la presente descripcidbn 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)2 (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 descripcién 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
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union a PS. En una modalidad, una proteina de fusién 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 Fusidén Terapéuticas

La presente descripcidn proporciona proteinas de fusién derivadas de MFG—E8 humano y
que son eficaces para promover la eferocitosis y, por lo tanto, son activas para eliminar los
impulsores clave de la inflamacién sistémica y la patologia microvascular. Como se establece en
los Ejemplos, se ha demostrado que las proteinas de fusién que tienen la estructura general EGF-
HSA—-C1-C2 son eficaces en varios ensayos de eferocitosis. Por ejemplo, las proteinas de fusion
han demostrado ser eficaces para restaurar la eferocitosis de macréfagos alterada por
lipopolisacaridos (LPS) o S. aureus y potenciando la eferocitosis de microparticulas y células
moribundas por las células endoteliales. Las proteinas de fusion también han demostrado ser
eficaces para proteger la funcion renal y proteger contra la pérdida de peso corporal en un modelo

de ratdn de lesion renal aguda.

Secuencias de Proteinas Ejemplares

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

Tabla 4. Secuencias de Proteinas Ejemplares

SEQ Descripcion Secuencia

ID NO

1 MPRPRLLAALCGALLCAPSLLVALDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTC
MFG-ES8 TCLKGYAGNHCETKCVEPLGLENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLN
Humano RAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVA

YSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTA
CTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLD
KQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAY
SNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNR
IALRLELLGC

Dominio similar
a EGF de MFG-
E8

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETK
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Dominio de
unién a PS de
MFG-ES8
(Ci1-Cc2

dominios)

sub—

CVEPLGLENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSND
DNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNK
KHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCA
NPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYG
NDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPR
TGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

HSA de tipo
salvaje

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDD
NPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKA
AFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVA
RLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSIS
SKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFL
GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVE
EPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA
LEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
VMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAAL

HSA (C34S)

DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVYNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDD
NPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKA
AFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVA
RLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSIS
SKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFL
GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVE
EPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
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 Botoén

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

10

Fc—-IgG1 Ojal

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEKTISKA
KGQPREPQVCTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

11

EDIL3 Humano

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKCSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGL
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QKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSP
EYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVR
LYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMF
TWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHV
QFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHI
RILPWSWYGRITLRSELLGCTEEE

12

FPO50

EDIL3 EGF-
HSA-C1-C2

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

84

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

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTGSDA
HKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADE
SAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNP
NLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAF
TECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARL
SQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSK
LKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEE
PQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKC
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
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ISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQR
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
QQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMR
VTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTP
YANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQ
ITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTK
VTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDND
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
CFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGGIISNQQITASSTH
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RALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVITQGA
KRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPI
KAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTL
NMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAK
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
SVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFT
FHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADD
KETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCSGPLGIEGGIISNQQITAS
STHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDRWPWIQINLQRKMRVTGVIT
QGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSF
TPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSI
FRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGIIT
QGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKN
VIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

13

FPO50
Acido nucleico

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggeggcatttgtctgectggactggecgatggeagcttetettgtga
atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagetctgtggtggaagtggccagcgacgaggaagaacctaca
agcgctggcccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagcgaggcectacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt
gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggcatctgtaccgacctggtggcecaattactcttgcgagtgecctgge
gagttcatgggcagaaactgccagtacaagggatccgacgctcacaagtctgaggtggceccacagattcaagg
acctgggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctgcagcagagecctttcgagg
accacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcegecgagaactg
tgacaagagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggegag
atggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtgctticctgcagcacaaggacgacaaccce
aacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaaccttcctg
aagaagtacctgtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccetgagctgctgttcttcgccaageggta
taaggccgccttcaccgaatgttgccaggecgetgataaggcetgectgtctgetgectaagetggacgagcetgag
agatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgccagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggcecgttgccagactgagccagagatttcctaaggecgagtitgccgaggtgtccaagctegtg
accgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagagecgacct
ggccaagtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaageccctgct
ggaaaagtctcactgtatcgccgaggtcgagaacgacgagatgcctgctgatctgectagectggecgecgattt
cgtggaaagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggceatgtttctgtatgagtac
gcccgcagacaccccgactattetgtggttetgetgetgcggetggccaagacatacgagacaaccctggaaaa
atgctgcgccgctgccgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagecactggtggaagaacce
ccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetgggegagtacaagttccagaatgecctgeteg
tgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgg
gcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgcecttgcgecgaggattacctgagegtggtgctgaat
cagctgtgcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagectegtgaa
cagaaggccttgctttagcgccctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattca
ccttccacgcecgatatctgcaccctgtccgagaaagagcggceagatcaagaagcagacagcecctggtcgagcet
ggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggecgtgatggacgacttcgecgcctitgtcgag
aagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgctticgccgaagagggcaagaaactggtggctgectctcag
gctgctctcggacttggaggaageggaggatctggeggttccggaggaagttgttctggecctettggeatcgaag
gcggcatcatcagcaatcagcagatcaccgccagcagcacccacagagcactgtttggactgcagaaatggta
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tccctactacgeccggetgaacaagaagggcctgattaacgectggacagccgccgagaatgacagatggcecc
tggattcagatcaacctgcagcggaagatgagagtgaccggcgttatcacacagggcgccaaaagaatcgge

agccccgagtacatcaagagctacaagatcgcctacagcaacgacggcaagacctgggecatgtacaaagtg
aagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccttacgccaacagcttcacc

cctcctatcaaggceccagtacgtgcggctgtaccctcaagtgtgcagaaggcactgtaccctgagaatggaactg
ctgggctgcgaactgtctggetgttctgagecactgggeatgaagtccggecacatccaggattaccagatcaca

gcctccagcatcttcagaaccctgaacatggatatgttcacctgggagccccggaaggecagactggataagea
gggaaaagtgaatgcctggaccagcggccacaacgaccagtctcaatggctgcaagtggacctgetggtgecc
accaaagtgaccggaatcattactcagggcgcaaaggacttcggccacgtgcagtttgtgggctcctacaagctg
gcctactccaacgatggcgagcactggacagtgtaccaggacgagaagcagcgcaaggataaggtgttccag

ggaaacttcgataacgatacccaccggaagaacgtgatcgaccctccaatctacgccagacacatcagaatcct
gccttggtettggtacggcagaatcaccctgagatccgagetgetgggatge
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gacatctgcgaccccaacccctgcgagaacggeggcatctgectgceecggectggecgacggeagcttcaget
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccggcagcgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaa
ggccctggtgctgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagcecccticgaggaccacgtgaagetggtgaacg
aggtgaccgagttcgccaagacctgcgtggccgacgagagcgecgagaactgcgacaagagectgcacace
ctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgcgggagacctacggegagatggecgactgctgegeca
agcaggagcccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgecceggcetggtg
cggcccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacg
agatcgcccggeggcacccctacttctacgceccccgagctgetgttettcgccaageggtacaaggecgecttca
ccgagtgetgccaggecgecgacaaggecgcctgectgetgeccaagetggacgagetgcgggacgaggge
aaggccagcagcgccaagcagcggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggecgagegggcecttcaagge
ctgggccgtggeccggcetgagecageggttccccaaggecgagttcgecgaggtgagcaagetggtgaccgac
ctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggcegacctgctggagtgcgeccgacgaccgggecgacctggec
aagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaageccctgctggag
aagagccactgcatcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttc
gtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttcctgtacgagta
cgcccggeggeaccccgactacagegtggtgetgetgctgcggetggccaagacctacgagaccaccctggag
aagtgctgcgecgecgecgacceccacgagtgetacgeccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggagg
agccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggegagtacaagttccagaacgecct
gctggtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacceeccaccctggtggaggtgagecggaacctggg
caaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccgaggccaagceggatgcecctgcgecgaggactacctgagegt
ggtgctgaaccagctgtgcgtgctgcacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgetgcaccga
gagcctggtgaaccggeggccctgcettcagegecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaac
gccgagaccttcaccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagace
gccctggtggagcetggtgaagcacaageccaaggcecaccaaggageagctgaaggecgtgatggacgacttc
gccgccttcgtggagaagtgctgcaaggecgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctg
gtggccgecagecaggecgecctgggectgggeggecageggeggcageggeggeageggeggeagetgea
gcggccccctgggeatcgagggeggcatcatcagcaaccagcagatcaccgecagcagcacccaccgggec
ctgttcggcctgcagaagtggtaccectactacgecccggetgaacaagaagggcectgatcaacgectggaccge
cgccgagaacgaccggtggecctggatccagatcaacctgcagecggaagatgegggtgaccggegtgatcac
ccagggcgccaagcggatcggcagecccgagtacatcaagagctacaagatcgectacagcaacgacggea
agacctgggccatgtacaaggtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaaca
cccectacgccaacagcttcacceecccccatcaaggeccagtacgtgcggetgtaccecccaggtgtgeeggegg
cactgcaccctgecggatggagctgctgggetgcgagetgageggctgcagegageccctgggeatgaagage
ggccacatccaggactaccagatcaccgccagcagcatcttccggaccetgaacatggacatgttcacctggga
gccccggaaggeccggetggacaagcagggcaaggtgaacgcctggaccageggecacaacgaccagag
ccagtggctgcaggtggacctgetggtgcccaccaaggtgaccggcatcatcacccagggcgecaaggacttc
ggccacgtgcagttcgtgggcagctacaagetggectacagcaacgacggcgagcactggaccgtgtaccag
gacgagaagcagcggaaggacaaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgat
cgacccccccatctacgeccggeacatccggatcctgecctggagetggtacggecggatcaccctgeggage

gagctgctgggctge
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agcgccggceccctgcacccccaaccectgccacaacggeggeacctgcgagatcagcgaggectaccgggg
cgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgceccccggggcttcaacggcatccactgccagcacggcagegacg
cccacaagagcgaggtggcccaccggticaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgetgateg
ccttcgeccagtacctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgec
aagacctgcgtggccgacgagagcegecgagaactgcgacaagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctg
tgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggegagatggecgactgctgcgecaagcaggageccgageg
gaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgeccecggctggtgcggeccgaggtggacgt
gatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagaccticctgaagaagtacctgtacgagatcgeccggeggeac
ccetacttctacgccccecgagcetgcetgttettcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgctgecaggecg
ccgacaaggccgcctgectgetgeccaagetggacgagetgcgggacgagggcaaggcecageagegecaa
gcagcggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggcgagegggcecttcaaggectgggecgtggeccggcetg
agccagcggttccccaaggcecgagttcgccgaggtgagcaagcetggtgaccgacctgaccaaggtgcacace
gagtgctgccacggegacctgetggagtgcgeccgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgcgagaac
caggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagceccctgctggagaagagecactgcatcge
cgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgcccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgt
gtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggceatgttcctgtacgagtacgccecggeggeaccecg
actacagcgtggtgctgcetgetgeggcetggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgcetgecgecgecge
cgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggaggagecccagaacctgatce
aagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgecctgetggtgeggtacacca
agaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcageaag
tgctgcaagcaccccgaggecaagcggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgt
gcgtgctgcacgagaagacccccgtgagegaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtgaaccgge
ggccctgcttcagegecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcacctte
cacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggt
gaagcacaagcccaaggccaccaaggagcagctgaaggcecgtgatggacgacttcgecgecttcgtggaga
agtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggecgecagecag
gccgcecectgggectgggeggeageggeggcageggeggceageggeggeagetgcageggeccectgggea
tcgagggcggcatcatcagcaaccagcagatcaccgccagcagcacccaccgggcecctgttcggectgcaga
agtggtacccctactacgcccggcetgaacaagaagggcctgatcaacgectggaccgecgecgagaacgace
ggtggccctggatccagatcaacctgcagcggaagatgcgggtgaccggegtgatcacccagggegecaage
ggatcggcagcecccgagtacatcaagagctacaagatcgcectacagcaacgacggcaagacctgggecatgt
acaaggtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaac
agcttcaccccccccatcaaggceccagtacgtgcggcetgtacceccaggtgtgecggeggeactgcaccctgeg
gatggagctgctgggcetgcgagetgageggetgcagegageccctgggeatgaagageggecacatccagga
ctaccagatcaccgccagcagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagecccggaaggecc
ggctggacaagcagggcaaggtgaacgcctggaccagcggcecacaacgaccagagccagtggctgcaggt
ggacctgctggtgcccaccaaggtgaccggcatcatcacccagggegcecaaggacttcggecacgtgeagttc
gtgggcagctacaagctggcctacagcaacgacggcgageactggaccgtgtaccaggacgagaagcageg
gaaggacaaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatcta
cgcccggceacatccggatectgeecctggagetggtacggecggatcacectgcggagegagcetgetgggetge
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aacatcaacgagtgcgaggtggagccctgcaagaacggcggceatctgcaccgacctggtggecaactacage
tgcgagtgcccecggegagttcatgggecggaactgccagtacaagggcagegacgceccacaagagegaggt
ggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgetgatcgecttcgeccagtacctge
agcagagccccttcgaggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtggecg
acgagagcgccgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggecgacaagctgtgcaccgtggecaccee
tgcgggagacctacggcgagatggecgactgctgcgccaagcaggagceccgageggaacgagtgettectge
agcacaaggacgacaaccccaacctgcececeggetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttce
acgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccecggeggcacccctacttctacgeecce
gagctgctgttcttcgccaageggtacaaggecgecttcaccgagtgctgccaggecgecgacaaggcecgecty
cctgetgeccaagcetggacgagctgcgggacgagggcaaggecagcagegecaagcagceggcetgaagtge
gccagcctgcagaagttcggcgagegggcecttcaaggectgggecgtggeccggctgagecageggttcceca
aggccgagttcgccgaggtgagcaagetggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgetgccacggeg
acctgctggagtgcgecgacgaccgggcecgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagca
gcaagctgaaggagtgctgcgagaagceccctgctggagaagagcecactgcatcgecgaggtggagaacgac
gagatgcccgccgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgec
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gaggccaaggacgtgttcctgggcatgttcctgtacgagtacgccecggeggceaccccgactacagegtggtgetg
ctgctgecggcetggcecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecgecgecgacceccacgagtgct
acgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgcgagct
gttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgcecctgctggtgeggtacaccaagaaggtgecccaggtg
agcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccga
ggccaagcggatgccctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagcetgtgegtgctgcacgagaag
acccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtgaaccggeggecctgettcagegece
tggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgecgacatctgcace
ctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggtgaagcacaagceccaagg
ccaccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgcecttcgtggagaagtgctgcaaggecgacg
acaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggcecgecagecaggecgecctgggectggge
ggcagcggcggcageggcggcagcggeggcagctgcageggecccctgggeatcgagggeggceatcatca
gcaaccagcagatcaccgccagcagcacccaccgggccctgttcggectgcagaagtggtaccectactacge
ccggctgaacaagaagggcctgatcaacgcctggaccgecgecgagaacgaccggtggecctggatccagat
caacctgcagcggaagatgcgggtgaccggegtgatcacccagggcegecaageggatcggeagecccgagt
acatcaagagctacaagatcgcctacagcaacgacggcaagacctgggccatgtacaaggtgaagggcacc
aacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaacagcttcacccececccatca
aggcccagtacgtgcggctgtacccccaggtgtgccggeggceactgcaccctgeggatggagetgetgggcetge
gagctgagcggcetgcagegageccctgggcatgaagageggcecacatccaggactaccagatcaccgecag
cagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagccccggaaggeccggctggacaagcaggge
aaggtgaacgcctggaccagcggcecacaacgaccagagccagtggctgcaggtggacctgetggtgeccace
aaggtgaccggcatcatcacccagggcgccaaggacttcggccacgtgeagttcgtgggcagcetacaagetgg
cctacagcaacgacggcgagcactggaccgtgtaccaggacgagaagcagcggaaggacaaggtgttccag
ggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatctacgececggeacatccggate
ctgccctggagctggtacggecggatcaccctgcggagegagetgetgggcetge
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gacatctgcgaccccaacccctgcgagaacggeggcatctgectgceecggectggecgacggeagcttcaget
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccagcgccggcccctgecacccccaacccctgccacaacggeggeacctgcgagatcagegaggecta
ccggggcgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgeeccccggggcttcaacggcatccactgccageacggea
gcgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtg
ctgatcgccttcgeccagtacctgcagcagagecccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccga
gttcgccaagacctgegtggccgacgagagegecgagaactgcgacaagagcectgcacaccctgttcggega
caagctgtgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggcgagatggecgactgctgcgccaagcaggagec
cgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgeccecggcetggtgeggeccgaggt
ggacgtgatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgececgge
ggcacccctacttctacgccceccgagcetgctgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgetgeca
ggccgecgacaaggccgcectgectgctgcccaagetggacgagetgcgggacgagggcaaggecageage
gccaagcagcggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggecgagcegggcecticaaggectgggecgtggec
cggctgagccagcggttccccaaggecgagttcgccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtge
acaccgagtgctgccacggcegacctgetggagtgcgeccgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgeg
agaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagecactge
atcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagagcaag
gacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttcctgtacgagtacgecececggeggea
ccccgactacagcegtggtgetgetgetgecggetggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgctgegec
gccgccgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggaggagecccagaac
ctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetgggegagtacaagttccagaacgecctgetggtgeggta
caccaagaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggea
gcaagtgctgcaagcaccccgaggccaagceggatgcecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaacc
agctgtgcgtgctgcacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtga
accggcggccctgettcagcgecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagacctt
caccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgecctggtgga
gctggtgaagcacaagcccaaggcecaccaaggagcagctgaaggecgtgatggacgacttcgecgecttegt
ggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggecgeca
gccaggcecgcecctgggectgggeggeageggeggeageggeggeageggeggeagetgcageggeccect
gggcatcgagggcggcatcatcagcaaccagcagatcaccgccagcagcacccaccgggecctgttcggect
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gcagaagtggtacccctactacgcccggcetgaacaagaagggcectgatcaacgectggaccgecgecgagaa
cgaccggtggccctggatccagatcaacctgcagcggaagatgcgggtgaccggegtgatcacccagggege
caagcggatcggcagccccgagtacatcaagagctacaagatcgectacagcaacgacggcaagacctggg
ccatgtacaaggtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacy
ccaacagcttcaccccccccatcaaggeccagtacgtgcggetgtacceccaggtgtgecggeggeactgeace
ctgcggatggagcetgcetgggcetgcgagetgageggetgcagegageccctgggeatgaagageggecacate
caggactaccagatcaccgccagcagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagecccgga
aggcccggctggacaagcagggcaaggtgaacgectggaccagcggecacaacgaccagagecagtggct
gcaggtggacctgctggtgcccaccaaggtgaccggceatcatcacccagggcgccaaggacttcggecacgtg
cagttcgtgggcagctacaagcetggectacagcaacgacggcgagcactggaccgtgtaccaggacgagaag
cagcggaaggacaaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgaccccce
catctacgcccggceacatccggatcctgecctggagctggtacggecggatcaccctgcggagegagctgetgg

gctge

94

Acido nucleico
de SEQ ID NO:
88

agcgccggceccctgcacccccaaccectgccacaacggeggeacctgcgagatcagcgaggectaccgggg
cgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgcccccggggcttcaacggcatccactgccagcacaacatcaacg
agtgcgaggtggagcecctgcaagaacggceggcatctgcaccgacctggtggcecaactacagetgegagtgecc
cggcgagttcatgggccggaactgccagtacaagggcagegacgceccacaagagcgaggtggeccaccggt
tcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggcecctggtgetgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagecce
ttcgaggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgcgtggecgacgagagegec
gagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgcgggagacct
acggcgagatggccgactgctgcgccaagcaggageccgagceggaacgagtgcttcctgcagcacaaggac
gacaaccccaacctgccccggetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttccacgacaacgag
gagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggcacccectacttctacgeccccgagctgetgttctt
cgccaagcggtacaaggccgccttcaccgagtgctgccaggecgecgacaaggecgcectgectgetgeccaa
gctggacgagctgcgggacgagggcaaggcecagcagcgcecaagcageggctgaagtgegecagectgeag
aagttcggcgagcegggccttcaaggcectgggecgtggeccggetgagecageggttccccaaggecgagttcg
ccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggegacctgetggagt
gcgccgacgaccgggcecgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagceatcagcagcaagctgaag
gagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagecactgcatcgccgaggtggagaacgacgagatgeccge
cgacctgcccagcectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaagga
cgtgttcctgggeatgttectgtacgagtacgeccggeggeaccecgactacagegtggtgctgctgetgeggcetg
gccaagacctacgagaccaccctggagaagtgctgcgccgecgecgacccccacgagtgctacgccaaggty
ttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgageagct
gggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacccccac
cctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgetgcaagcaccccgaggecaagegga
tgccctgegecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgtgegtgctgcacgagaagacccccgtgage
gaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagcctggtgaaccggeggecctgettcagecgecctggaggtggacy
agacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaa
ggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagetggtgaagcacaagceccaaggecaccaaggag
cagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgecttcgtggagaagtgctgcaaggeccgacgacaaggagacct
gcttcgccgaggagggcaagaagctggtggecgecagecaggecgecctgggectgggeggeageggegge
agcggcggceageggceggcagetgcageggeccectgggeatcgagggeggceatcatcagcaaccagcagat
caccgccagcagcacccaccgggccctgttcggectgcagaagtggtaccectactacgeccggcetgaacaag
aagggcctgatcaacgcctggaccgecgecgagaacgaccggtggecctggatccagatcaacctgcagegg
aagatgcgggtgaccggcegtgatcacccagggcegcecaageggatcggeagecccgagtacatcaagagceta
caagatcgcctacagcaacgacggcaagacctgggccatgtacaaggtgaagggcaccaacgaggacatgg
tgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaacagcttcacccececccatcaaggeccagtacgt
gcggctgtacccccaggtgtgccggeggeactgecaccctgcggatggagcetgetgggetgecgagetgageggct
gcagcgagcccctgggcatgaagagcggecacatccaggactaccagatcaccgccagceagcatcttccgga
ccctgaacatggacatgttcacctgggagccccggaaggeccggctggacaagcagggcaaggtgaacgect
ggaccagcggccacaacgaccagagccagtggcetgcaggtggacctgetggtgcccaccaaggtgaccgge
atcatcacccagggcgccaaggacttcggecacgtgcagttcgtgggcagctacaagcetggectacagcaacg
acggcgagcactggaccgtgtaccaggacgagaagcagcggaaggacaaggtgttccagggcaacttcgac
aacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatctacgeccggeacatccggatcetgecctggagct

ggtacggccggatcaccctgcggagegagcetgetgggcetge
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95

Acido nucleico
de SEQ ID NO:
89

gacatctgcgaccccaacccctgcgagaacggeggcatctgectgceecggectggecgacggeagcttcaget

gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccaacatcaacgagtgcgaggtggagccctgcaagaacggeggcatctgcaccgacctggtggecaac
tacagctgcgagtgccccggegagttcatgggeccggaactgccagtacaagggcagegacgeccacaagage
gaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgetgatcgecttcgeccagta
cctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegty
gccgacgagagcgcecgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgcacegtggec
accctgcgggagacctacggcgagatggecgactgctgcgccaagcaggageccgageggaacgagtgctte
ctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgeccccggctggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgec
ttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggeaccectacttctacge

ccccgagctgctgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgetgecaggecgecgacaaggecg
cctgectgctgcccaagetggacgagcetgcgggacgagggcaaggecagcagegecaagcageggctgaag
tgcgccagectgcagaagttcggegagegggccttcaaggectgggecgtggeccggetgagecageggttce

ccaaggccgagttcgccgaggtgagcaagetggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacg

gcgacctgctggagtgcgccgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatca
gcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagccactgcatcgccgaggtggagaac

gacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactac

gccgaggccaaggacgtgttcctgggceatgttcctgtacgagtacgcccggeggeaccecgactacagegtggt

gctgctgetgeggctggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecgecgecgacceccacga

gtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaagceccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactge

gagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtgecce

aggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcageaagtgetgcaageac

cccgaggcecaagcggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgtgegtgetgecacg

agaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagcectggtgaaccggeggecctgettca

gcgccctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgeccgagaccttcaccttccacgeccgacat

ctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgcecctggtggagetggtgaagcacaage
ccaaggccaccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgcecgcecttcgtggagaagtgctgcaagg

ccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggeecgecagecaggecgecctggge
ctgggcggcageggeggcageggcggcageggeggceagetgcageggeccectgggeatcgagggeggea
tcatcagcaaccagcagatcaccgccagcagcacccaccgggccctgttcggectgcagaagtggtaccecta

ctacgcccggctgaacaagaagggcectgatcaacgcectggaccgecgecgagaacgaccggtggecctggat
ccagatcaacctgcagcggaagatgcgggtgaccggegtgatcacccagggcgccaageggatcggeagec
ccgagtacatcaagagctacaagatcgcctacagcaacgacggcaagacctgggecatgtacaaggtgaagg
gcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccctacgccaacagcttcacccecc

ccatcaaggcccagtacgtgcggctgtacccccaggtgtgccggeggeactgcaccctgcggatggagetgetg
ggctgcgagctgageggctgcagecgageccctgggeatgaagageggecacatccaggactaccagatcace
gccagcagcatcttccggaccctgaacatggacatgttcacctgggagccccggaaggeccggcetggacaage
agggcaaggtgaacgcctggaccagcggcecacaacgaccagagcecagtggctgcaggtggacctgetggtg

cccaccaaggtgaccggcatcatcacccagggcgccaaggacttcggecacgtgcagttcgtgggecagetaca
agctggcctacagcaacgacggcgagcactggaccgtgtaccaggacgagaagcagcggaaggacaaggt
gttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaacgtgatcgacccccccatctacgeccggeacate
cggatcctgccctggagetggtacggecggatcaccctgcggagegagcetgetgggetge

14

FPO60

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

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGME
NGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQV
NLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVG
NWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKN
NSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQV
DLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFP
GNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGGGGTDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK
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15

FP0O60
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggceggcectgtgcgaagagatcagccaggaagtgegggg
cgacgtgttccccagctacacctgtacctgcctgaagggcetacgeccggcaaccactgcgagactaagtgegtgg
aacccctgggceatggaaaacggcaatattgccaacagccagatcgecgecagetecgtgegegtgacctttetg
ggactgcagcactgggtgcccgagctggccagactgaacagagecggcatggtgaacgectggacceccage
agcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgacaggegtggtgacacagg
gcgccagcagactggccagccacgagtacctgaaggcectttaaggtggectacagectgaacggcecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgecgtgcacgtg
aacctgttcgagacacccgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccccaccagetgecacaccgectgeaccct
gagattcgagctgctgggcetgcgagcetgaacggctgcgecaaccecctgggectgaagaacaacageatcece
gacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggectgcacctgttcagctggaaccccagcetacy
cccggctggacaagcagggcaacttcaacgectgggtggecggcagetacggcaacgaccagtggetgcagg
tggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggecagegtgcagt
tcgtggccagctacaaagtggectactccaacgacagcgecaactggaccgagtaccaggaccccecggaccg
gcagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccccatcct
ggccagatacgtgcggatcctgecccgtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggatgtg
ggggaggcggtaccgacaagacccacacctgccccccctgeccagecccagagctgctgggeggaccctee
gtgttcctgttcccccccaageccaaggacaccctgatgatcagcaggaccececgaggtgacctgegtggtggtg
gacgtgagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcegtggaggtgcacaacgecaa
gaccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcaccagga
ctggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggecctgccageccccatcgaaaagaccat
cagcaaggccaagggccagccacgggagcecccaggtgtacaccctgececcctgccgggaggagatgace
aagaaccaggtgtccctgtggtgtcetggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagageaa
cggccagcccgagaacaactacaagaccacccccccagtgctggacagecgacggcagcttettectgtacage
aagctgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcagegtgatgcacgaggecctge
acaaccactacacccagaagagcctgagcctgtcccceggcaag

16

FPO70
EGF-Fc-C1-C2

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

17

FPO70
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgaca
agacccacacctgccccccctgcccagecccagagetgetgggeggacccteegtgttectgttcccceccaage
ccaaggacaccctgatgatcagcaggacccccgaggtgacctgegtggtggtggacgtgagecacgaggacc
cagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcacaacgccaagaccaageccagagaggag
cagtacaacagcacctacagggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaggaat
acaagtgcaaggtctccaacaaggccctgccageccccatcgaaaagaccatcagcaaggcecaagggcecag
ccacgggagccccaggtgtacaccctgeccecctcccgggaggagatgaccaagaaccaggtgtceectgacct
gtctggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggagtgggagagcaacggecageccgagaacaact
acaagaccacccccccagtgetggacagcgacggeagcttettcctgtacagcaagetgaccgtggacaagtc
caggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcagcgtgatgcacgaggecctgcacaaccactacacccagaa
gagcctgagcctgtcccccggcaagggaggaageggaggatctggeggttccggaggcetettgtgtggaacce
ctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgeccagcagegtcagagtgacatttctgggact
gcagcactgggtgcccgagctggctagactgaatagagcecggcatggtcaacgcectggacacccagcagcaa
cgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcectcta
gactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatce
acgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcg
agacacctgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctacaagcetgtcacaccgectgeactctgagattcgaac
tgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcetctgggectgaagaacaacageatccccgataagcagatc
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accgccagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaag
cagggcaacttcaatgcttgggtggccggcagctacggcaatgatcagtggcetgcaagtggacctgggeageag
caaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgcagtttgtggccagctacaaa
gtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggceagctccaagatcettce
ccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgticgaaacccctatcctggccagatatgtgegeattc
tgcccgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgctcggcetgtggctctcaccaccaccatcacc
at

18

FPO71

EGF-
Fc(boton)—-C1-
Cc2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVP
ELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYL
KAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYP
TSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNP
SYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVA
SYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPV
AWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

19

FPO71
Acido nucleico.

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgacgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgacaagacccacacctgccccccctgeccagecccagagetgetgggeggacccteegtgttectgt
tcccececcaagceccaaggacaccctgatgatcagcaggacccccgaggtgacctgegtggtggtggacgt
gagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcegtggaggtgcacaacgccaaga
ccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtcecgtgctgaccgtgetgcaccagg
actggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggccctgccageccccatcgaaaag
accatcagcaaggccaagggccagccacgggagccccaggtgtacaccctgeccccctgccgggagg
agatgaccaagaaccaggtgtccctgtggtgtctggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggagt
gggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccecagtgetggacagegacggea
gcttcttcctgtacagcaagctgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagcetgcage
gtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagagcctgagectgtcccccggcaagggagg
aagcggaggatctggcggttccggaggctcttgtgtggaaccectcggcatggaaaacggceaatatcgec
aatagccagattgccgccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcagcactgggtgecccgagcetgge
tagactgaatagagccggcatggtcaacgcectggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaa
gtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegectctagactggccagecacgag
tatctgaaggcctttaaggtggcctacagcectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaag
aagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtgg
aagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgcectgcactctgagattcgaactgctgggat
gcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagceatccccgataagcagatcaccge
cagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagc
agggcaacttcaatgcttgggtggccggcagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctgggeag
cagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgcagtttgtggecage
tacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeagctce
aagatcttccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggeca
gatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgcteggcetgtggete
tcaccaccaccatcaccat

20

FPO72

EGF-Fc(ojal)-
Cci1-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIA
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VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAAS
SVRVTFLGLOQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVT
GVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNA
VHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIP
DKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQV
DLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKI
FPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

21

FPO72
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgacgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgacaagacccacacctgccccccctgeccagecccagagetgetgggeggacccteegtgttectgt
tcccececccaagceccaaggacaccctgatgatcagcaggacccccgaggtgacctgegtggtggtggacgt
gagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcegtggaggtgcacaacgccaaga
ccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtcegtgctgaccgtgetgcaccagg
actggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggccctgccageccccatcgaaaag
accatcagcaaggccaagggccagccacgggagcecccaggtgtgcaccctgeccccctcccgggagg
agatgaccaagaaccaggtgtccctgtcctgtgcggtgaagggcttctaccccagegacatcgecgtggag
tgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaagaccacccccccagtgctggacagegacggea
gcttcttcctggtcagcaagetgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagetgcage
gtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagagcctgagectgtcccccggcaagggagg
aagcggaggatctggcggttccggaggctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgec
aatagccagattgccgccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcagceactgggtgecccgagcetgge
tagactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaa
gtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegectctagactggccagecacgag
tatctgaaggcctttaaggtggcctacagectgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaag
aagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtgg
aagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgectgcactctgagattcgaactgctgggat
gcgagctgaacggctgtgctaatcctetgggectgaagaacaacagceatccccgataagcagatcaccge
cagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagc
agggcaacttcaatgcttgggtggccggeagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctgggeag
cagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgcagtttgtggccage
tacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeagctcc
aagatcttccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggeca
gatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgcteggcetgtggete
tcaccaccaccatcaccat

22

FP0O80
EGF-C1-C2-Fc

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

23

FPO080
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggceggectgtgcgaagagatcagecaggaagtgegggg
cgacgtgttccccagctacacctgtacctgcctgaagggcetacgeccggcaaccactgcgagactaagtgegtgg
aacccctgggceatggaaaacggcaatatcgccaacagccagatcgccgecageteegtgegegtgacctttetg
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ggactgcagcactgggtgcccgagetggecagactgaacagagecggcatggtgaacgectggacceccage
agcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgacaggegtggtgacacagg
gcgccagcagactggccagccacgagtacctgaaggcectttaaggtggectacagectgaacggcecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgecgtgcacgtg
aacctgttcgagacacccgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccccaccagetgccacaccgectgcaccct
gagattcgagctgctgggcetgcgagcetgaacggctgcgecaaccecctgggectgaagaacaacageatccee
gacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggectgcacctgttcagctggaaccccagcetacy
cccggctggacaagcagggcaacttcaacgectgggtggecggeagetacggcaacgaccagtggetgcagg
tggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggcagegtgcagt
tcgtggccagcetacaaagtggectactccaacgacagcgecaactggaccgagtaccaggacccccggaccg
gcagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccccatcct
ggccagatacgtgcggatcctgecccgtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggatgtg
ggggaggcggtaccgacaagacccacacctgecccccctgeeccagecccagagctgcetgggeggaccctee
gtgttcctgttcccccccaageccaaggacaccctgatgatcagcaggacceeccgaggtgacctgegtggtggtg
gacgtgagccacgaggacccagaggtgaagttcaactggtacgtggacggcegtggaggtgcacaacgecaa
gaccaagcccagagaggagcagtacaacagcacctacagggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcaccagga
ctggctgaacggcaaggaatacaagtgcaaggtctccaacaaggecctgccageccccatcgaaaagaccat
cagcaaggccaagggccagccacgggagcecccaggtgtacaccctgeccccctcccgggaggagatgacca
agaaccaggtgtccctgacctgtctggtgaagggcttctaccccagecgacatcgecgtggagtgggagagcaac
ggccagcccgagaacaactacaagaccacccccccagtgctggacagegacggeagcttettcetgtacagea
agctgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcagegtgatgcacgaggecctgea
caaccactacacccagaagagcctgagcctgtcccccggeaag
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FP090
Fc-EGF-C1-C2

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

25

FP090
Acido nucleico

gacaagacccacacctgtcccccctgecctgetectgagctgctgggaggacccagcegtgttcctgttcecececa
agcccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtggacgtgtcccacgagga
ccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaggtgcacaacgccaagaccaagecccgggagga
acagtacaacagcacctaccgggtggtgtccgtgctgaccgtgetgcaccaggactggctgaacggcaaagaa
tacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcctgceccccatcgagaaaaccatcagcaaggccaagggecag
cccagagaaccccaggtgtacacactcccaccaagccgggaggaaatgaccaagaaccaggtgtcectgac
ctgcctggtgaagggcttctaccccagegacattgccgtggagtgggagagcaacggecagectgagaacaac
tacaagaccacccctccagtcctcgattctgatggatctttcttcctgtactccaagetgaccgtggacaagagecg
gtggcagcagggaaacgtcttttcctgttccgtcatgcatgaggctctccacaatcactacacccagaagtcectga
gcctgagecccggcaagggatccctcgaggtgetgtttcagggaccaggcagcagcctggacatctgcagcaa
gaacccctgccacaacggcggcctgtgcgaagagatcagccaggaagtgcggggegacgtgttcceccageta
cacctgtacctgcctgaagggctacgccggcaaccactgcgagactaagtgcgtggaaccectgggaatggaa
aacggcaatatcgccaacagccagatcgccgecagctecgtcagagtgacctttctgggactccagcactgggt
gcccgagctggecagactgaatagagcecggcatggtcaacgcectggacccccagcagcaacgacgacaace
cctggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcaccggegtegtgacacagggegctagcagactggee
agccacgagtacctgaaggcctttaaggtggcctacagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtg
aacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacce
gtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctaccagcetgtcacaccgectgcaccttaagattcgagcetgetgggcet
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gcgagctgaacggctgegctaatectctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgectce
cagcagctacaagacctggggactgcacctgttcagctggaaccctagctacgececggetggacaagcaggge
aacttcaatgcttgggtggccggeagctacggcaacgaccagtggcetccaggtggacctgggcagcagcaaag
aagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggcagegtgeagttcgtggectectacaaagtggec
tactccaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggaccctagaaccggcagctccaagattttccccggea
actgggataaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccccatcctggeccgctacgtgegeattctaceg
gtcgcctggcacaaccggatcgecctgagactggaactgetgggatge

26

FP100
EGF-C2-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGCANP
LGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYG
NDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQD
PRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCG
CANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVA
GSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANW
TEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLE
LLGC

27

FP100
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggcggcectgtgcgaagagatcagccaggaagtgeg
gggcgacgtgttccccagcetacacctgtacctgectgaagggcetacgecggcaaccactgcgagacaaag
ggctgcgccaaccccctgggectgaagaacaacagceatccccgacaagcagatcaccgccagecagea
gctacaagacctggggcctgcacctgttcagctggaaccccagctacgecccggctggacaagcagggea
acttcaacgcctgggtggccggcagcetacggcaacgaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagea
aagaagtgaccggcatcatcacccagggcgccagaaacttcggcagegtgeagttcgtggccagctaca
aggtggcctacagcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggcagctccaa
gatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagacacccatcctggecag
atacgtgcggatcctgcccgtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggetgeggcet
gtgccaatcctctgggactgaaaaacaattccatccctgataagcagattacagcectccagetcctataaga
catgggggctgcatctgttttcttggaacccctcctacgctagactggataagcagggaaatttcaatgettgg
gtggccgggtectatggaaatgatcagtggcetgcaggtggacctgggatcctccaaagaagtgacagggat
tattacacagggggctcggaactttggctctgtgcagtttgtggcttcctacaaagtggcttactccaacgattce
gccaattggacagaatatcaggatcccagaaccggctccagcaagatctttcctggaaattgggataatca
ctcccacaagaaaaatctgtttgaaacccctattctggctcgctatgtgegeattctgectgtggettggcataat
agaatcgctctgcggcetggaactgctgggatge

28

FP110

EGF-C1-C2-
HSA

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGME
NGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQV
NLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVG
NWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKN
NSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQV
DLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFP
GNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGGSGGSGGSGGS
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDD
NPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKA
AFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVA
RLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSIS
SKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFL
GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVE
EPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
CCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSA
LEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKA
VMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH
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FP110
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaacccctgccacaacggceggcectgtgcgaagagatcagccaggaagtgegggg
cgacgtgttccccagctacacctgtacctgectgaagggctacgccggcaaccactgcgagactaagtgegtgg
aacccctgggceatggaaaacggcaatatcgccaacagccagatcgecgecagetecgtgegegtgacctttetg
ggactgcagcactgggtgcccgagetggeccagactgaacagagecggcatggtgaacgectggacceccage
agcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgacaggegtggtgacacagg
gcgccagcagactggccagccacgagtacctgaaggcectttaaggtggectacagectgaacggcecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaagaacgecgtgcacgtg
aacctgttcgagacacccgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccccaccagetgccacaccgectgcaccct
gagattcgagctgctgggcetgcgagetgaacggctgcgecaacccecctgggectgaagaacaacagceatcece
gacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggectgcacctgttcagctggaaccccagcetacy
cccggctggacaagcagggcaacttcaacgectgggtggecggeagctacggcaacgaccagtggetgcagg
tggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggccagaaacttcggcagegtgcagt
tcgtggccagcetacaaagtggectactccaacgacagcgecaactggaccgagtaccaggacccccggaccg
gcagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccccatect
ggccagatacgtgcggatcctgecccgtggectggcacaaccggatcgecctgagactggaactgctgggatgtg
gaggaagcggaggatctggcggttccggaggctctgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaagg
acctgggcgaggaaaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagecccttcgaa
gatcacgtaaagttagtcaacgaggttacggaattcgcaaagacatgcgttgctgacgaatccgctgagaattgtg
acaagagtttgcacactttattcggagataagttgtgtactgtagctactttgagagagacttacggtgaaatggctg
actgctgtgcaaaacaggaaccagaacgtaacgaatgtttccttcagcataaggatgataaccctaaccttccaa
ggcttgttaggccagaagtcgacgtgatgtgcaccgecttccatgataatgaagagacttticttaaaaagtacctat
acgagattgcaaggcgtcatccatatttttacgccccagagctgttgttittcgcaaagagatacaaagctgcatttac
tgagtgttgccaagctgccgacaaggcecgcttgtttgctaccaaagttggacgaattgagagacgagggtaagge
atcatctgccaagcagagattaaaatgtgcatctttgcaaaaatttggagagagagcttttaaggcatgggctgttg
cccgactaagccaaagattcccaaaagcecgaatttgctgaagtatccaagcetggtgactgatttgactaaagtaca
tacagaatgttgccatggcgaccttttagaatgtgctgatgacagagcagatttggctaagtatatctgcgaaaatca
agattcaatcagctctaagctgaaggaatgttgcgagaaaccactgttagaaaaatcgcattgtattgctgaagttg
aaaatgatgagatgcctgctgacttgccttctcttgccgctgattttgttgagtcgaaggatgtctgtaagaattatgetg
aagctaaagacgttttcctgggtatgttcttatatgagtacgcaagacgtcacccagattactctgtggttctgctactg
agattggctaaaacatacgagacaacgctggagaagtgcetgtgctgeccgetgaccctcatgagtgctatgcaaa
gotttttgatgaattcaaaccattggttgaagagcctcaaaacttgataaagcagaactgtgagctgtttgagcaatt
gggtgagtataagttccaaaatgccctgttggtgagatatacaaaaaaggtaccccaagtttcaacgcccacttta
gttgaagtgtccagaaatcttggtaaagtgggtagcaaatgttgcaagcatccagaagccaagcgaatgecctgt
gctgaggattatctgtccgtegtgttgaaccaattgtgcgtattacacgaaaaaaccccagtctctgatagagtcace
aaatgttgcactgagtcactagttaatagaaggccttgtttttccgctttggaagttgatgaaacctacgtgcctaagg
aatttaacgctgagacctttacctttcacgctgacatttgtactttgagtgaaaaagagcgtcaaatcaaaaagcaa
accgctcttgttgaattggtgaaacacaagcctaaggctacgaaggagcagcttaaagccgtcatggacgatttc
gccgcatttgttgaaaaatgctgtaaagctgatgacaaggaaacatgtttcgctgaagagggaaagaaattggttg
cggccagtcaggccgcacttggtttgcaccatcatcaccatcac

30

FP220

HSA-EGF-C1-
C2

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

31

FP220
Acido nucleico

gacgcccacaagagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggaaaacttcaaggecctggtgetg
atcgccttcgceccagtacctgcagcagagcecccticgaagatcacgtaaagttagtcaacgaggttacggaattc
gcaaagacatgcgttgctgacgaatccgcetgagaattgtgacaagagtttgcacactttattcggagataagttgtgt
actgtagctactttgagagagacttacggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacaggaaccagaacgtaacga
atgtttccttcagcataaggatgataaccctaaccttccaaggcttgttaggccagaagtcgacgtgatgtgcaccg
ccttccatgataatgaagagacttttcttaaaaagtacctatacgagattgcaaggcgtcatccatatttttacgcccc
agagctgttgtttttcgcaaagagatacaaagctgcatttactgagtgttgccaagctgccgacaaggccgcttgttt
gctaccaaagttggacgaattgagagacgagggtaaggcatcatctgccaagcagagattaaaatgtgcatcttt
gcaaaaatttggagagagagcttttaaggcatgggctgttgcccgactaagccaaagattcccaaaagecgaatt
tgctgaagtatccaagctggtgactgatttgactaaagtacatacagaatgttgccatggcgaccttttagaatgtget
gatgacagagcagatttggctaagtatatctgcgaaaatcaagattcaatcagctctaagctgaaggaatgttgcg
agaaaccactgttagaaaaatcgcattgtattgctgaagttgaaaatgatgagatgcctgcetgacttgecttctcttge
cgctgattttgttgagtcgaaggatgtctgtaagaattatgctgaagctaaagacgttttcctgggtatgttcttatatga
gtacgcaagacgtcacccagattactctgtggttctgctactgagattggctaaaacatacgagacaacgctggag
aagtgctgtgctgeccgetgaccctcatgagtgctatgcaaaggtttitgatgaattcaaaccattggttgaagagect
caaaacttgataaagcagaactgtgagctgtttgagcaattgggtgagtataagttccaaaatgccctgttggtgag
atatacaaaaaaggtaccccaagtttcaacgcccactttagttgaagtgtccagaaatcttggtaaagtgggtage
aaatgttgcaagcatccagaagccaagcgaatgccctgtgctgaggattatctgtcegtegtgttgaaccaattgtg
cgtattacacgaaaaaaccccagtctctgatagagtcaccaaatgttgcactgagtcactagttaatagaaggcctt
gtttttccgetttggaagttgatgaaacctacgtgcctaaggaatttaacgctgagacctttacctitcacgctgacattt
gtactttgagtgaaaaagagcgtcaaatcaaaaagcaaaccgctcttgttgaattggtgaaacacaagcctaagg
ctacgaaggagcagcttaaagccgtcatggacgatttcgccgcatttgttgaaaaatgctgtaaagctgatgacaa
ggaaacatgtttcgctgaagagggaaagaaattggttgcggccagtcaggccggaggaagceggaggatetgg
cggttccggaggctctctagacatctgcagcaagaacccctgccacaacggeggectgtgcgaagagatcage
caggaagtgcggggcgacgtgttccccagcetacacctgtacctgcctgaagggcetacgeccggcaaccactgeg
agactaagtgcgtggaacccctgggcatggaaaacggcaatatcgccaacagcecagatcgecgecagetecgt
gcgcgtgacctttctgggactgcagcactgggtgecccgagcetggecagactgaacagagecggeatggtgaac
gcctggacccccagcagcaacgacgacaacccttggatccaggtgaacctgetgcggeggatgtgggtgacag
gcgtggtgacacagggcgcecagcagactggecagecacgagtacctgaaggcectttaaggtggectacagect
gaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaaacacaaagaatttgtgggcaactggaacaa
gaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacccgtggaagceccagtacgtgcggctgtaccccaccagcetge
cacaccgcctgcaccctgagattcgagetgetgggetgcgagetgaacggetgegeccaacceectgggectgaa
gaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgcctccagcagctacaagacctggggectgcacctgttcage
tggaaccccagctacgcccggcetggacaagcagggcaacttcaacgcectgggtggecggeagcetacggeaac
gaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggceatcatcacccagggggcecagaaa
cttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggectactccaacgacagegecaactggaccgagtace
aggacccccggaccggceagctccaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgt
tcgaaacccccatcctggecagatacgtgcggatcctgeccgtggectggcacaaccggatcgecctgagactg
gaactgctgggatgtggctctcaccaccaccatcaccat
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FP250
EGF-HSA

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

33

FP250
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgacgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgatgctcacaagagcgaggtggceccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgcecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagt
gaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagectgcacaccctg
ttcggcgacaagctgtgtacagtggccacactgagagaaacctacggcgagatggcecgactgctgtgeca
agcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactc
gtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacct
gtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagetgetgttcttcgccaageggtataaggec
gccttcaccgaatgttgccaggcecgetgataaggctgectgtctgctgectaagetggacgagctgagagat
gagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgccagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggcecgagtttgccgaggtgtccaagcet
cgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcegatctgctggaatgtgccgacgataga
gccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgetgega
gaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectgecgatctgecta
gcctggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggatgtgtttctg
ggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgeggetggecaaaac
ctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgetgeccgatcetcacgagtgttatgccaaggtgttcgacg
agttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetggg
cgagtacaagttccagaatgccctgcetegtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaat
gccttgcgecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtc
cgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggcecttgcetttagcgecctggaagtg
gacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgag
cgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaageccaaggcc
accaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggecgacg
acaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggcetgectctcaggcetgcetctcggacttgge
tctcaccaccaccatcaccat
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FP260
EGF-HSA-C1

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

35

FP260
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgacgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgatgctcacaagagcgaggtggceccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgcecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccacgtgaagcetggtcaacgaagt
gaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagectgcacaccctg
ttcggcgacaagctgtgtacagtggccacactgagagaaacctacggcgagatggecgactgctgtgeca
agcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagacte
gtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacct
gtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagetgetgttcttcgccaageggtataaggec
gccttcaccgaatgttgccaggecgetgataaggctgectgtctgctgectaagetggacgagctgagagat
gagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgccagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggcecgagtttgccgaggtgtccaagcet
cgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcegatctgctggaatgtgccgacgataga
gccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagcetgaaagagtgetgega
gaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectgecgatctgecta
gcctggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggatgtgtttctg
ggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgeggetggecaaaac
ctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgetgeccgatcetcacgagtgttatgccaaggtgttcgacg
agttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetggg
cgagtacaagttccagaatgccctgcetegtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaat
gccttgcgecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgte
cgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggcecttgctttagcgecctggaagtg
gacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgag
cgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagcecctggtcgagetggttaagcacaagceccaaggec
accaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggecgacg
acaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggcetgcectctcaggcetgcetctcggacttgg
aggaagcggaggatctggcggttccggaggcetcttgtgtggaaccectcggcatggaaaacggcaatate
gccaatagccagattgccgcecagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcageactgggtgeccgagcet
ggctagactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggatt
caagtgaacctgctgcggcgtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcctctagactggecagecac
gagtatctgaaggcctttaaggtggcectacagectgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaac
aagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacct
gtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctacaagctgtcacaccgcectgcactctgagattcgaactgctg
ggatgcggctctcaccaccaccatcaccat
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FP270
EGF-HSA-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAH
KSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHK
DDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFA
KRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADL
AKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESK
DVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAD
PHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTP
VSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKE
ROQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
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KKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTW
GLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQ
GARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKK
NLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH
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FP270
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgacgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaaggacctgggcgaggaaaacttcaaggece
tggtgctgatcgcecttcgecccagtacctgcagcagagecccttcgaagatcacgtaaagttagtcaacgagg
ttacggaattcgcaaagacatgcgttgctgacgaatccgctgagaattgtgacaagagtttgcacactttattc
ggagataagttgtgtactgtagctactttgagagagacttacggtgaaatggctgactgctgtgcaaaacagg
aaccagaacgtaacgaatgtttccttcagcataaggatgataaccctaaccttccaaggcttgttaggccag
aagtcgacgtgatgtgcaccgccttccatgataatgaagagacttttcttaaaaagtacctatacgagattgca
aggcgtcatccatatttttacgccccagagcetgttgtttttcgcaaagagatacaaagctgcatttactgagtgtt
gccaagctgccgacaaggcecgcttgtttgctaccaaagttggacgaattgagagacgagggtaaggcatc
atctgccaagcagagattaaaatgtgcatctttgcaaaaatttggagagagagcttttaaggcatgggcetgttg
cccgactaagccaaagattcccaaaagccgaatttgctgaagtatccaagctggtgactgatttgactaaag
tacatacagaatgttgccatggcgaccttttagaatgtgctgatgacagagcagatttggctaagtatatctge
gaaaatcaagattcaatcagctctaagctgaaggaatgttgcgagaaaccactgttagaaaaatcgcattgt
attgctgaagttgaaaatgatgagatgcctgctgacttgccttctcttgccgctgattttgttgagtcgaaggatgt
ctgtaagaattatgctgaagctaaagacgttttcctgggtatgttcttatatgagtacgcaagacgtcacccaga
ttactctgtggttctgctactgagattggctaaaacatacgagacaacgctggagaagtgctgtgctgecgetg
accctcatgagtgctatgcaaaggtttttgatgaattcaaaccattggttgaagagcctcaaaacttgataaag
cagaactgtgagctgtttgagcaattgggtgagtataagttccaaaatgccctgttggtgagatatacaaaaa
aggtaccccaagtttcaacgcccactttagttgaagtgtccagaaatcttggtaaagtgggtagcaaatgttge
aagcatccagaagccaagcgaatgccctgtgctgaggattatctgtccgtegtgttgaaccaattgtgegtatt
acacgaaaaaaccccagtctctgatagagtcaccaaatgttgcactgagtcactagttaatagaaggccttg
tttttccgctttggaagttgatgaaacctacgtgcctaaggaatttaacgctgagacctttacctttcacgetgac
atttgtactttgagtgaaaaagagcgtcaaatcaaaaagcaaaccgctcttgttgaattggtgaaacacaag
cctaaggctacgaaggagcagcttaaagccgtcatggacgatttcgccgceatttgttgaaaaatgctgtaaa
gctgatgacaaggaaacatgtttcgctgaagagggaaagaaattggttgcggecagtcaggecgceacttg
gtttgggaggaagcggaggatctggceggttccggaggctcttgcgccaacceectgggectgaagaacaa
cagcatccccgacaagcagatcaccgcectccagcagcetacaagacctggggcectgeacctgttcagetgg
aaccccagctacgcccggcetggacaagcagggcaacttcaacgectgggtggecggeagctacggcaa
cgaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaagaagtgaccggcatcatcacccagggggceca
gaaacttcggcagcgtgcagttcgtggccagcetacaaagtggcectactccaacgacagegcecaactggac
cgagtaccaggacccccggaccggcagctccaagatcttccccggceaactgggacaaccacagecaca
agaagaatctgttcgaaacccccatcctggccagatacgtgcggatectgeeecgtggectggcacaaccgg
atcgccctgagactggaactgctgggatgtggctctcaccaccaccatcaccat
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FP280

EGF(RGE)-
HSA-C1-C2

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGEVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAH
KSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVA
DESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHK
DDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFA
KRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGER
AFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADL
AKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESK
DVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAAD
PHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQ
VSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTP
VSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKE
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RQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTF
LGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQ
GASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNL
FETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITA
SSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSK
EVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNW
DNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH
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FP280
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggg
gcgaggttttccccagcetacacctgtacatgtctgaagggctacgccggcaaccactgcgagacaaaagg
atccgatgctcacaagagcgaggtggceccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgcecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagt
gaccgagttcgccaagacctgtgtggccgatgagagcgecgagaactgtgataagagcectgcacaccctg
ttcggcgacaagctgtgtacagtggccacactgagagaaacctacggcgagatggecgactgctgtgeca
agcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactc
gtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacct
gtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagetgetgttcttcgccaageggtataaggec
gccttcaccgaatgttgccaggcecgetgataaggctgectgtctgctgectaagetggacgagctgagagat
gagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagtgcgccagectgcagaagttcggcgagagag
cttttaaggcctgggecegttgccagactgagccagagatttcctaaggcecgagtttgccgaggtgtccaagcet
cgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcegatctgctggaatgtgccgacgataga
gccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgetgcga
gaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectgecgatctgecta
gcctggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggatgtgtttctg
ggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgetgetgeggetggecaaaac
ctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgcecgetgecgatcetcacgagtgttatgccaaggtgttcgacg
agttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetggg
cgagtacaagttccagaatgccctgcetecgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaat
gccttgcgecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtc
cgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggcecttgctttagegecctggaagtg
gacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgcecgacatctgtaccctgag
cgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagcecctggtcgagetggttaagcacaageccaaggec
accaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgccgectttgtcgagaagtgctgcaaggecgacg
acaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggctgcectctcaggcetgcetctcggacttgg
aggaagcggaggatctggcggttccggaggcetettgtgtggaaccectcggcatggaaaacggcaatate
gccaatagccagattgccgcecagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcagceactgggtgeccgagcet
ggctagactgaatagagccggcatggtcaacgcectggacacccagcagcaacgacgataacccttggatt
caagtgaacctgctgcggcgtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegcectctagactggecagecac
gagtatctgaaggcctttaaggtggcectacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaac
aagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacct
gtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctacaagctgtcacaccgectgcactctgagattcgaactgctg
ggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatca
ccgccagctccagetataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggaca
agcagggcaacttcaatgcttgggtggccggceagcetacggcaatgatcagtggetgcaagtggacctggg
cagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgeagtttgtggec
agctacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeag
ctccaagatcttccccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatectgg
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ccagatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgceteggcetgtg
gctctcaccaccaccatcaccat

40

FP320

EGF-HSA D3-
C1-C2-His

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSLVEEPQ
NLIKQONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCK
HPEAKRMPCAEDCLSVFLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNGRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVM
DDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEP
LGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLOQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNP
WIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHK
EFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPL
GLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQ
WLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGS
SKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

41

FP320
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccctggt
ggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggegagtacaagttccagaat
gccctgetegtgecggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggtcgaggtgtccagaaacctg
ggcaaagtgggcagcaagtgctgcaagcaccctgaggccaaaagaatgecttgcgecgaggattgectgage
gtgttcctgaatcagctgtgcgtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacagagtgaccaagtgcetgtaccgag
agcctggtcaacggcagaccttgctttagcgcecctggaagtggatgagacatacgtgcccaaagagttcaacge
cgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcggcagatcaagaagcagacage
cctggtcgagcetggtcaagcacaagcctaaggecaccaaagaacagctgaaggecgtgatggacgacttcge
cgccttcgtggaaaagtgttgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggt
ggctgcctctcaggctgctctcggacttggaggaageggaggatctggeggttccggaggcetettgtgtggaacce
ctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagatcgecgecagcagegtcagagtgacatttctgggact
gcagcactgggtgccagagctggcetagactgaatagagccggceatggtcaacgectggacacccagcagcaa
cgacgacaacccctggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegectct
agactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggcectacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatc
cacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcg
agacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgcacactgagattcgaa
ctgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatectctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagat
caccgcctccagcagctataagacatggggcectgcacctgttcagctggaaccctagetacgccagactggaca
agcagggcaactttaatgcctgggtggccggeagctacggcaatgatcaatggctgcaagtggacctgggeage
agcaaagaagtgaccggcatcattacccagggcgcaagaaatttcggcagcgtgcagttcgtggccagcetaca
aagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatctt
ccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggecagatatgtgegea
ttctgcccgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgctcggctgtggetctcaccaccaccatca
ccat
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FP330

EGF-HSA-C1-
C2

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

43

FP330
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggecgactgctgtgccaagcaagagceccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggceacccctacttt
tatgcccctgagcetgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttecta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagctegtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgecgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctitagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgcetctcggacttggaggaagcggaggatctggeggttee
ggaggctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
cagagtgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagcecggcatggtcaacg
cctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggt
gttgttacacagggcgcctctagactggccagcecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagectgaac
ggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactggaacaagaacg
ccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagceccagtacgtgcggcetgtaccctacaagcetgtcacaccg
cctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagcetgaacggetgtgctaatectctgggectgaagaacaaca
gcatccccgataagcagatcaccgecagetccagetataagacatggggectgcacctgttcagctggaaccctt
cttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggeccggeagctacggcaatgatcagtggctg
caagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgcecagaaatttcggcagegtg
cagtttgtggccagctacaaagtggcctactccaacgacagcgcecaactggaccgagtatcaggaccctagaac
cggcagctccaagatcttccccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatce
tggccagatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgeteggetgt

44

FP278

Etigueta EGF-
HSA-C1-C2 His

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC

EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
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QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLGGSGGSGGSGGSCVEPLGM
ENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQ
VNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFV
GNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLK
NNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQ
VDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIF
PGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGCGSHHHHHH

45

FP278
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgecaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagecagagatttecta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttetgctgctgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgctgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgcttitagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgcetctcggacttggaggaageggaggatctggeggttce
ggaggctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
cagagtgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagcecggcatggtcaacg
cctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggt
gttgttacacagggcgcctctagactggccagcecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagcctgaac
ggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacg
ccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagceccagtacgtgcggcetgtaccctacaagctgtcacaccy
cctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagcetgaacggetgtgctaatectctgggectgaagaacaaca
gcatccccgataagcagatcaccgecagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagetggaaccctt
cttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcettgggtggecggeagctacggcaatgatcagtggctg
caagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtg
cagtttgtggccagctacaaagtggcctactccaacgacagcgcecaactggaccgagtatcaggaccctagaac
cggcagctccaagatcttccccggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatce
tggccagatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgeccctgagactggaactgetcggetgtgg
ctctcaccaccaccatcaccat

46

FPO68

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

47

FP0O68
Acido nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgecttcget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagaccty
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgcctaagctggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattetgtggttctgctgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgccgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcectcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcegtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctitgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggctgcttctcaggecgcetctgtgtgtggaaccectcggcatggaaaacggcaatatcge
caatagccagattgccgccagcagcegtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgeccgagetggceta
gactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaa
cctgetgeggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggecagecacgagtatctgaa
ggcctttaaggtggcctacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaa
gagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgt
gcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagetgaacggcetgt
gctaatcctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcaccgecagcetccagetataagacatg
gggcctgcacctgttcagctggaacccettcttacgccagactggacaagcagggceaacttcaatgettgggtggec
ggcagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggceatcatcace
caaggggccagaaatttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggectactccaacgacagegeca
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actggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttccccggcaattgggacaaccacageca
caagaagaatctgttcgaaacccctatcctggccagatatgtgcegceattctgccegtggectggcacaacagaatt
gccctgagactggaactgctcggctge

48

FP776

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHW
VPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHE
YLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRL
YPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSW
NPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQF
VASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRIL
PVAWHNRIALRLELLGC

49

FP776
Acido nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcacege
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattetgtggttctgctgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagecagctgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggcecaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcegtggtgctgaatcagetgtgecgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagceggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggecaccaaagaacagctgaaggee
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagecagattgec
gccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecgg
catggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgctgeggegtatgt
gggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggect
acagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactg
gaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggetgtaccctaca
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agctgtcacaccgcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcetctgggect
gaagaacaacagcatccccgataagcagatcaccgccagctccagctataagacatggggectgeacctgtte
agctggaacccttcttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggecggeagetacggcaa
tgatcagtggctgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccaaggggecagaa
atttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaagtggectactccaacgacagcgccaactggaccgagtatc
aggaccctagaaccggcagctccaagatcttccccggeaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgtt
cgaaacccctatcctggcecagatatgtgcgeattctgececgtggectggcacaacagaattgecctgagactgga
actgctcggctge

50

FP284

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QONCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGVGGSGGSGGSGGSCVEPLGM
ENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQ
VNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAY SLNGHEFDFIHDVNKKHKEFV
GNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLK
NNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQ
VDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIF
PGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC
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FP284
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagectgcacaccctgttcggecgacaagcetgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggecgactgctgtgccaagcaagagceccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagecagagatttecta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgcetgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgecgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctitagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgecgectttgtcgagaagtgctgcaaggecgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgcetctcggagtgggaggaageggaggatctggeggtte
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cggaggctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgeccageage
gtcagagtgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecggcatggtcaac
gcctggacacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgetgeggegtatgtgggtcacagg
tgttgttacacagggcgcctctagactggccagecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagectgaac
ggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactggaacaagaacg
ccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagceccagtacgtgcggcetgtaccctacaagcetgtcacaccg
cctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagcetgaacggetgtgetaatectctgggectgaagaacaaca
gcatccccgataagcagatcaccgecagetccagetataagacatggggcctgcacctgttcagectggaaccctt
cttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggeccggeagctacggcaatgatcagtggctg
caagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtg
cagtttgtggccagctacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaac
cggcagctccaagatcttccceggcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatce
tggccagatatgtgcgcattctgccegtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgeteggetgt

52

FP138

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

53

FP138
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagcetgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagecagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagecagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgctgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaaccectgtgtccgacaga
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gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgecgacatctgtaccctgagcgagaaagagcegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgctctcggaggaagcggaggatctggeggttccggagg
ctcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagecagattgccgecageagegtcagag
tgacatttctgggactgcagcactgggtgcccgagctggcetagactgaatagageccggeatggtcaacgectgga
cacccagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttac
acagggcgcctctagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggecacy
agttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgca
cgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctacaagctgtcacaccgectgeac
tctgagattcgaactgctgggatgcgagcetgaacggctgtgetaatectctgggectgaagaacaacagceatccc
cgataagcagatcaccgccagctccagctataagacatggggectgcacctgttcagctggaacccttcttacge
cagactggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggccggceagcetacggcaatgatcagtggcetgcaagtg
gacctgggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgeagtttg
tggccagctacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggea
gctccaagatcttccccggeaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccectatectggee
agatatgtgcgcattctgcccgtggectggcacaacagaattgccctgagactggaactgctcggcetgt
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FP811

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAEN
CDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRL
VRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQ
AADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECC
EKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEY
ARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIK
QNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEA
KRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETY
VPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFA
AFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGGGGSCVEPLGMENGNIANSQIA
ASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVT
GVVTQGASRLASHEYLKAFKVAY SLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVH
VNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQIT
ASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEV
TGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSH
KKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

55

FP811
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagectgcacaccctgttcggecgacaagcetgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggecgactgctgtgccaagcaagagceccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggcacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagecagagatttecta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgecgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgegg
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ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgtitcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctitagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaagctgctetcggaggeggaggatettgtgtggaaccectcgge
atggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecagcagegtcagagtgacatttctgggactgcagea
ctgggtgcccgagetggctagactgaatagagcecggcatggtcaacgectggacacccagcagcaacgacga
taacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcegectctagactgg
ccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggcectacagectgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacg
tgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacc
tgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagcetgtcacaccgectgcactctgagattcgaactgetggga
tgcgagctgaacggctgtgctaatcetctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcaccgecag
ctccagctataagacatggggcectgcacctgttcagctggaacccettcttacgccagactggacaagcagggceaa
cttcaatgcttgggtggccggeagcetacggceaatgatcagtggetgcaagtggacctgggcagcagcaaagaa
gtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgeagtttgtggecagctacaaagtggecta
ctccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttcccecggeaat
tgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggccagatatgtgegeattctgecegtg
gcctggcacaacagaattgccctgagactggaactgetcggetge
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FPO10

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

57

FPO10
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggceggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatccgatge
tcacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgect
tcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgecaag

acctgtgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtac

agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacg
agtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge

accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagcetgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagecagctctgccaagcagagactgaagt
gcgccagcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagecagagatttecta
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aggccgagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgctgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaaccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaagctgctctcggaggecggaggctccggaggeggaggatettg
tgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecagcagegtcagagtgaca
tttctgggactgcagceactgggtgcccgagetggetagactgaatagagecggeatggtcaacgectggacace
cagcagcaacgacgataacccttggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacag
ggcgcctctagactggccagecacgagtatctgaaggcctttaaggtggectacagectgaacggecacgagttc
gacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtga
acctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacaccgectgcactctga
gattcgaactgctgggatgcgagctgaacggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagcatcceccgata
agcagatcaccgccagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagac
tggacaagcagggcaacttcaatgcttgggtggccggcagetacggcaatgatcagtggcetgcaagtggacctg
ggcagcagcaaagaagtgacaggcatcatcacccagggcgccagaaatttcggcagegtgcagtttgtggeca
gctacaaagtggcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggeagcteca
agatcttccccggceaattgggacaaccacagccacaagaagaatctgticgaaaccectatcctggecagatatg
tgcgceattctgcecegtggectggcacaacagaattgeccctgagactggaactgetcggetge

58

FP816

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

59

FP816
Acido nucleico

ctggacatctgcagcaagaatccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
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ttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagetctgccaagcagagactgaagtgegec
agcctgcagaagttcggcgagagagcttttaaggcctgggecgttgccagactgagecagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgccecgcagacaccccgactattetgtggttctgetgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeccgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagcetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaaccectgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgtaccctgagcgagaaagagcggcagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgctitcgccgaaga
gggcaagaaactggtggctgcttctcaggcetgecctgggactgtgtgtggaacccectcggeatggaaaacggea
atatcgccaatagccagattgccgccagcagegtcagagtgacatttctgggactgcageactgggtgeccgag
ctggctagactgaatagagccggcatggtcaacgcectggacacccagcagcaacgacgataatccctggatce
aagtgaacctgctgcggcgtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcectctagactggcecagecacgagt
atctgaaggcctttaaggtggcectacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaag
cacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcecc
agtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagcetga
acggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaacagceatccccgataagcagatcaccgecagcetccagctat
aagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagcagggcaacttcaatgct
tgggtggccggeagctacggceaatgatcagtggctgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacagge
atcatcacccagggcgccagaaatttcggcagcegtgcagtttgtggccagcetacaaagtggectactccaacgac
agcgccaactggaccgagtaccaggatcctagaaccggcagctccaagatcttccccggeaattgggacaacc
acagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggecagatatgtgcggattctgccegtggectggeaca
acagaattgccctgagactggaactgctcggcetgt

62 Ligador (G2S)a GGSGGSGGSGGS

63 Ligador (GS)a GSGSGSGS

64 Ligador G4S GGGGS

65 Ligador (GaS)2 GGGGSGGGGS

66 EGS His— | GSHHHHHH

etiqueta

67 His—etiqueta HHHHHH

68 MFG-E8 Murino | MQVSRVLAALCGMLLCASGLFAASGDFCDSSLCLNGGTCLTGQDNDIYCLCPEG
FTGLVCNETERGPCSPNPCYNDAKCLVTLDTQRGDIFTEYICQCPVGYSGIHCET
ETNYYNLDGEYMFTTAVPNTAVPTPAPTPDLSNNLASRCSTQLGMEGGAIADSQ
ISASSVYMGFMGLQRWGPELARLYRTGIVNAWTASNYDSKPWIQVNLLRKMRV
SGVMTQGASRAGRAEYLKTFKVAYSLDGRKFEFIQDESGGDKEFLGNLDNNSLK
VNMFNPTLEAQYIKLYPVSCHRGCTLRFELLGCELHGCSEPLGLKNNTIPDSQMS
ASSSYKTWNLRAFGWYPHLGRLDNQGKINAWTAQSNSAKEWLQVDLGTQRQV
TGIITQGARDFGHIQYVASYKVAHSDDGVQWTVYEEQGSSKVFQGNLDNNSHK
KNIFEKPFMARYVRVLPVSWHNRITLRLELLGC

69 FP1776 DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP

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

70

FP1068

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
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
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GTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELS
G

72

FP1069

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVAASQAALCSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLOKWYPYYARLNKKGLI
NAWTAAENDRWPWIQINLOQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKT
WAMYKVKGTNEDMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRM
ELLGCELSG
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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
GLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASR
LASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEA
QYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG
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75 MFG-ES8 de | MPRPRLLAALCGALLCAPSLLVALDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTC
longitud TCLKGYAGNHCETKCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLN
completa [L76M] | RAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVA

YSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTA
CTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLD
KQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAY
SNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNR
IALRLELLGC

76 Dominio de | CVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSN
union a PS | DDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVN
MFG-E8 con | KKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGC
[L76M] ANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGSY

GNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQDP
RTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

77 Dominio de | DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
union a EGF | CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
EDIL-3 GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYK
(Dominios
similares a EGF
1-2-3)

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

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

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

99 Dominio de | DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
union a EGF | CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQH
EDIL-3
(Dominios
similares a EGF
1ly2)

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)
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78

Dominio de
union a PS
EDIL-3

CSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLOKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDR
WPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNE
DMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSE
PLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQ
SQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQ
RKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGCTEEE

79

Dominio de
union a PS
EDIL-3 TEEE
truncado

CSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDR
WPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNE
DMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSGCSE
PLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGHNDQ
SQWLQVDLLVPTKVTGIITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQ
RKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGC

80

Dominio similar
a EGF 1-2-3
[EDIL3]_HSA[A
626—
L633]eliminado_
Cl C2[MFG-
E8]

Non-M 3163

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTSAGP
CTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEPCKNG
GICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFA
QYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRE
TYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFL
KKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTE
CCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMP
ADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYE
TTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLV
RYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVL
HEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSE
KERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEG
KKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWT
PSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFI
HDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCE
LNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVA
GSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEY
QDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

102

Dominio similar

a EGF
1[EDIL3]_HSA[
AB26—
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[
A626—
L633]eliminado__

SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHDAHKSEVAH
RFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDK
SLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRP
EVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAAD
KAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAE
FAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP

LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
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C1_C2[MFG-
E8]

RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQN
CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHW
VPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHE
YLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRL
YPTSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSW
NPSYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQF
VASYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRIL
PVAWHNRIALRLELLGC

104

Dominio similar

a EGF
3[EDIL3]_HSA[
AB26—
L633]eliminado_
Cl_C2[MFG-
ES]

NINECEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDL
GEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTL
FGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDV
MCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAAC
LLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEV
SKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEK
SHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPD
YSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFE
QLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCA
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_

SAGPCTPNPCHNGGTCEISEAYRGDTFIGYVCKCPRGFNGIHCQHNINECEVEP
CKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALV
LIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVA
TLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNE
ETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRD
EGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKV
HTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVEND
EMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLA
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C1_C2[MFG-
E8]

KTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQN
ALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQ
LCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADIC
TLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFA
EEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVN
AWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHE
FDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFEL
LGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFN
AWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSAN
WTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLEL
LGC

107

Dominio similar
a EGF 1-
3[EDIL3]_HSA[
A626—
L633]eliminado_
Cl C2[MFG-
E8]

DICDPNPCENGGICLPGLADGSFSCECPDGFTDPNCSSVVEVASDEEEPTNINE
CEVEPCKNGGICTDLVANYSCECPGEFMGRNCQYKDAHKSEVAHRFKDLGEEN
FKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDK
LCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTA
FHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKL
DELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVT
DLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAE
VENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLL
LRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEY
KFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSV
VLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFH
ADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKE
TCFAEEGKKLVACVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRA
GMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSL
NGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTL
RFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQ
GNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSN
DSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIAL
RLELLGC

81

Acido nucleico
de SEQ ID NO:
80

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggceggcatttgtctgectggactggecgatggeagcttctettgtga
atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagetctgtggtggaagtggccagegacgaggaagaacctaca
agcgctggceccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagegaggectacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt
gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggcatctgtaccgacctggtggcecaattactcttgcgagtgecctgge
gagttcatgggcagaaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggeccacagattcaaggacctg
ggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccac
gtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggeccgatgagagcgcecgagaactgtgaca
agagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggcgagatgge
cgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctccagcacaaggatgacaaccccaacct
gcctagactcgtgcggcectgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaa
gtacctgtacgagatcgccagacggcacccectacttttatgcccctgagcetgctgttcttcgccaageggtataagg
ccgccttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectgtetgctgectaagetggacgagetgagagatg
agggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaatgcgcecagectccagaagttcggecgagagagcttttaa
ggcctgggcecgttgccagactgagecagagatttcctaaggecgagtttgccgaggtgtccaagcetegtgaccga
tctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggeca
agtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgetggaaa
agtctcactgtatcgccgaagtggaaaacgacgagatgccecgecgatctgecttetctggctgecgatttcgtgga
aagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggceatgtttctgtatgagtacgeccge
agacaccccgactattctgtggttctgetgctgcggetggccaagacatacgagacaaccctggaaaaatgctge
gccgctgecgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagccactggtggaagaaccccagaa
cctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetgggcgagtacaagttccagaatgecctgetcgtgeggta
caccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggeagea
agtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgcecttgcgecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagetgt
gcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcectcgtgaacagaag
gccttgetttagcgecctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgecgagacattcaccttcca
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cgccgatatctgcaccetgtccgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagecctggtcgagetggttaag
cacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggccgtgatggacgacttcgecgectttgtcgagaagtget
gcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggectgtgtggaaccecteg
gcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgcecagcagegtcagagtgacatttctgggactgcaa
cactgggtgcccgagctggctagactgaatagagccggceatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgac
gataacccctggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcegcaagcaga
ctggcctctcacgagtacctgaaggcctitaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacg
acgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgaga

cacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagcetgtcacaccgcectgcactctgagattcgaactget
gggatgcgagctgaacggctgtgctaatcetctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcace

gccagctccagctataagacatggggcctgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaageag
ggcaacttcaatgcttgggtggccggeagctacggceaatgatcagtggctgcaagtggatctgggcagecageaa
agaagtgacaggcatcatcacccaaggggccagaaatttcggcagegtgcagttcgtggccagctacaaagtg

gcctactccaacgacagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttceccg

gcaattgggacaaccacagccacaagaagaatctcttcgagactcccatcctggccagatatgtgcggattctge
ctgtggcctggcacaacagaatcgccctgagactggaactgceteggetgt
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Acido nucleico
de SEQ ID NO:
102

gacatctgcgaccccaacccctgcgagaacggeggcatctgectgceecggectggeecgacggeagcttcaget
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccgacgcccacaagagcgaggtggeccaccggtticaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecct
ggtgctgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagecccttcgaggaccacgtgaagetggtgaacgaggtga
ccgagttcgccaagacctgegtggecgacgagagcegcecgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgtteg
gcgacaagctgtgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggcgagatggecgactgetgcgecaageagg
agcccgagcggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgeecccggetggtgeggeccg
aggtggacgtgatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgec
cggcggcacccctacttctacgccccecgagcetgctgttcttcgccaagecggtacaaggecgcecttcaccgagtget
gccaggcecgecgacaaggccgcctgectgetgeccaagetggacgagctgcgggacgagggcaaggecag
cagcgccaagcagceggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggcgagegggccttcaaggectgggecgt
ggcccggctgagcecageggttccccaaggecgagticgccgaggtgagcaagetggtgaccgacctgaccaa
ggtgcacaccgagtgctgccacggegacctgctggagtgcgecgacgaccgggecgacctggccaagtacat
ctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaageccctgctggagaagagec
actgcatcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggaga
gcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttcctgtacgagtacgeccgg
cggcaccccgactacagegtggtgctgctgetgeggctggecaagacctacgagaccaccctggagaagtget
gcgccgecgecgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggaggageccca
gaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggegagtacaagttccagaacgecctgetggtge
ggtacaccaagaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtg
ggcagcaagtgctgcaagcaccccgaggcecaagcggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgetg
aaccagctgtgcgtgctgcacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectg
gtgaaccggcggccctgcttcagcgecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgaga
ccttcaccttccacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggageggcagatcaagaagcagaccgecctggt
ggagctggtgaagcacaagcccaaggcecaccaaggagcagcetgaaggecgtgatggacgacttcgecgectt
cgtggagaagtgctgcaaggcecgacgacaaggagacctgcettcgccgaggagggcaagaagctggtggect
gcgtggagcccctgggcatggagaacggcaacatcgccaacagcecagatcgecgecageagegtgegggty
accttcctgggectgcageactgggtgeccgagetggeccggctgaaccgggecggeatggtgaacgectgga
cccccagcagcaacgacgacaacccctggatccaggtgaacctgetgeggeggatgtgggtgaccggegtggt
gacccagggcgccagcecggctggecagecacgagtacctgaaggccttcaaggtggectacagectgaacgg
ccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgc
cgtgcacgtgaacctgttcgagacccccgtggaggeccagtacgtgcggcetgtacceccaccagetgecacaccg
cctgcaccctgcggttcgagcetgetgggctgcgagetgaacggcetgegecaaccecctgggectgaagaacaa
cagcatccccgacaagcagatcaccgccagcagceagctacaagacctggggectgcacctgttcagetggaa
ccccagctacgeccggcetggacaagcagggcaacttcaacgectgggtggecggeagctacggcaacgace
agtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaggaggtgaccggceatcatcacccagggegeccggaactteg
gcagcgtgcagttcgtggccagetacaaggtggectacagcaacgacagcgecaactggaccgagtaccagg
acccccggaccggceagcagcaagatcttccccggcaactgggacaaccacagcecacaagaagaacctgttc
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gagacccccatcctggeccggtacgtgcggatcectgeeegtggectggcacaaccggatcgecctgeggetgga
gctgctgggcetge
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agcgccggceccctgcacccccaaccectgccacaacggeggeacctgcgagatcagcgaggectaccgggg
cgacaccttcatcggcetacgtgtgcaagtgeeccccggggcttcaacggcatccactgccagcacgacgeccaca
agagcgaggtggcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgcetgatcgecttcge
ccagtacctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacc
tgcgtggecgacgagagegecgagaactgcgacaagagectgcacaccctgttcggegacaagctgtgecace
gtggccaccctgcgggagacctacggcegagatggecgactgetgcgecaagcaggageccgageggaacga
gtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgeecccggetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtge
accgccttccacgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgececggeggeaccectactt
ctacgcccccgagctgetgttcttcgccaageggtacaaggecgecttcaccgagtgctgccaggecgecgaca
aggccgcctgectgctgcccaagetggacgagcetgcgggacgagggcaaggecagcagegccaagcagey
gctgaagtgcgcecagectgcagaagttcggcgagegggcecttcaaggectgggecgtggeccggctgagecag
cggttccccaaggecgagttcgccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgct
gccacggcgacctgctggagtgcgecgacgaccgggcecgacctggeccaagtacatctgcgagaaccaggac
agcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagceccctgctggagaagagecactgcatcgecgaggtg
gagaacgacgagatgcccgccgacctgcccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaag
aactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttcctgtacgagtacgeccggeggeacccecgactacag
cgtggtgctgctgctgcggetggeccaagacctacgagaccaccctggagaagtgctgcgecgecgecgaceee
cacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaageccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcaga
actgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtg
ccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaa
gcaccccgaggccaagceggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagctgtgegtgctg
cacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgetgcaccgagagectggtgaaccggeggecctg
cttcagcgccectggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgecg
acatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgecctggtggagetggtgaageac
aagcccaaggccaccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgecgcecticgtggagaagtgctge
aaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggageccectggg
catggagaacggcaacatcgccaacagccagatcgccgecageagegtgcgggtgaccttcctgggectgea
gcactgggtgcccgagctggeccggetgaaccgggecggeatggtgaacgectggaccecccagcagcaacy
acgacaacccctggatccaggtgaacctgetgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegeca
gccggctggecagecacgagtacctgaaggcecttcaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttc
atccacgacgtgaacaagaagcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctg
ttcgagacccccgtggaggceccagtacgtgcggctgtaccccaccagctgecacaccgectgecaccctgeggtt
cgagctgetgggcetgcgagetgaacggetgcgecaacceectgggectgaagaacaacagcatccccgacaa
gcagatcaccgccagcagcagctacaagacctggggcectgeacctgttcagctggaaccccagcetacgecegg
ctggacaagcagggcaacttcaacgcctgggtggeccggeagctacggcaacgaccagtggcetgcaggtggac
ctgggcagcagcaaggaggtgaccggcatcatcacccagggcgeccggaacttcggcagegtgcagttcgtg
gccagctacaaggtggcctacagcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggacccceggaccggea
gcagcaagatcttccccggeaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagaccceccatcetgg
cccggtacgtgcggatcetgeccgtggectggcacaaccggatcgecctgcggetggagetgetgggetge
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aacatcaacgagtgcgaggtggagccctgcaagaacggcggceatctgcaccgacctggtggecaactacage
tgcgagtgcccecggegagttcatgggecggaactgccagtacaaggacgceccacaagagcgaggtggeccac
cggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggcecctggtgctgatcgecttcgeccagtacctgcagcagag
ccccttcgaggaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtggecgacgagag
cgccgagaactgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgeggga
gacctacggcgagatggccgactgctgcgccaagcaggageccgageggaacgagtgcttcctgcagcacaa
ggacgacaaccccaacctgccccggctggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgcecttccacgacaac
gaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccecggeggeacccectacttctacgecececgagctget
gttcttcgccaagcggtacaaggecgcecttcaccgagtgctgccaggecgecgacaaggecgectgectgetge
ccaagctggacgagctgcgggacgagggcaaggccagcagcgccaagcageggctgaagtgcgecagect
gcagaagttcggcgagcegggccttcaaggectgggecgtggeccggctgagecageggttccccaaggecga
gttcgccgaggtgagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggegacctgetg
gagtgcgccgacgaccgggcecgacctggecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagct
gaaggagtgctgcgagaagcccctgctggagaagagcecactgcatcgccgaggtggagaacgacgagatge
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ccgcecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgecgaggeca
aggacgtgttcctgggcatgttcctgtacgagtacgcccggeggeaccccgactacagegtggtgetgetgetgeg
gctggccaagacctacgagaccaccctggagaagtgctgcgecgecgecgacceccacgagtgctacgecaa
ggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgage
agctgggcgagtacaagttccagaacgccctgetggtgcggtacaccaagaaggtgeccccaggtgagcaccce
caccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgetgcaagcaccccgaggecaage
ggatgccctgecgecgaggactacctgagegtggtgetgaaccagcetgtgegtgctgcacgagaagacccecegty
agcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagcectggtgaaccggeggccctgcttcagegecctggaggtgg
acgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgcecgacatctgcaccctgagegag
aaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagetggtgaagcacaagcccaaggecaccaagg
agcagctgaaggccgtgatggacgacttcgcecgcecttcgtggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggaga
cctgettcgccgaggagggceaagaagctggtggectgegtggageccctgggeatggagaacggcaacateg
ccaacagccagatcgccgcecagceagegtgcgggtgaccttectgggectgcageactgggtgeccgagetgge
ccggctgaaccgggcecggceatggtgaacgcctggacccccagcagcaacgacgacaacccctggatccagg
tgaacctgctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegcecagecggetggecagecacgagt
acctgaaggccttcaaggtggcctacagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaa
gcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacccccgtggagge
ccagtacgtgcggctgtaccccaccagctgccacaccgectgcacccetgeggttcgagetgctgggetgegagcet
gaacggctgcgccaaccecctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgecageagea
gctacaagacctggggcectgcacctgttcagctggaaccccagcetacgeccggctggacaagcagggeaactt
caacgcctgggtggcecggceagcetacggcaacgaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaggagg
tgaccggcatcatcacccagggcgeccggaacttcggcagegtgcagttcgtggecagetacaaggtggectac
agcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggcagcagcaagatcttccceggea
actgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagacccccatcctggeeccggtacgtgcggatectgee
cgtggcctggcacaaccggatcgecctgcggetggagcetgctgggetge
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gacatctgcgaccccaacccctgcgagaacggeggcatctgectgceecggectggecgacggeagcttcaget
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccagcgccggcccctgecacccccaacccctgccacaacggeggeacctgcgagatcagegaggecta
ccggggcgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgceccccggggcttcaacggcatccactgccagcacgacy
cccacaagagcgaggtggcccaccggticaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgetgateg
ccttcgeccagtacctgcagcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgec
aagacctgcgtggccgacgagagcgccgagaactgcgacaagagcectgcacaccctgttcggegacaagctg
tgcaccgtggccaccctgcgggagacctacggegagatggecgactgctgcgecaagcaggageccgageg
gaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaaccccaacctgecceggctggtgeggeccgaggtggacgt
gatgtgcaccgccttccacgacaacgaggagacctticctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggeac
ccctacttctacgccccecgagcetgcetgttcttcgccaageggtacaaggecgcecttcaccgagtgctgccaggecg
ccgacaaggccgcctgectgetgeccaagcetggacgagetgcgggacgagggcaaggcecageagegecaa
gcagcggctgaagtgcgecagectgcagaagttcggcgagegggcecttcaaggectgggecgtggeccggcetg
agccagcggttccccaaggcecgagttcgccgaggtgagcaagcetggtgaccgacctgaccaaggtgcacacce
gagtgctgccacggcegacctgetggagtgcgecgacgaccgggecgacctggecaagtacatctgcgagaac
caggacagcatcagcagcaagctgaaggagtgctgcgagaagceccctgctggagaagagecactgcatcge
cgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctgeccagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgt
gtgcaagaactacgccgaggccaaggacgtgttcctgggeatgttectgtacgagtacgcccggeggeacceeg
actacagcgtggtgctgcetgetgeggcetggecaagacctacgagaccaccetggagaagtgcetgecgecgecge
cgacccccacgagtgctacgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatce
aagcagaactgcgagctgttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgecctgetggtgeggtacacca
agaaggtgccccaggtgagcacccccaccctggtggaggtgagecggaacctgggcaaggtgggcageaag
tgctgcaagcaccccgaggecaagcggatgecctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagetgt
gcgtgctgcacgagaagacccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtgaaccgge
ggccctgcttcagecgecctggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcacctte
cacgccgacatctgcaccctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagcetggt
gaagcacaagcccaaggccaccaaggagcagctgaaggcecgtgatggacgacttcgecgecttcgtggaga
agtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggage
ccctgggeatggagaacggcaacatcgccaacagccagatcgecgecageagegtgecgggtgaccttectgg
gcctgcagcactgggtgcccgagetggeccggcetgaaccgggecggeatggtgaacgectggacceccagea
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gcaacgacgacaacccctggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagg
gcgccagecggctggecagecacgagtacctgaaggccttcaaggtggectacagectgaacggecacgagtt
cgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaggagtticgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgt
gaacctgttcgagacccccgtggaggeccagtacgtgcggetgtaccccaccagctgecacaccgectgeace
ctgcggttcgagetgctgggetgcgagetgaacggctgcgecaaccecctgggectgaagaacaacageatce
ccgacaagcagatcaccgccagcagcagctacaagacctggggectgcacctgttcagcetggaaccccagct
acgcccggctggacaagcagggcaacttcaacgcectgggtggecggeagcetacggcaacgaccagtggetge
aggtggacctgggcagcagcaaggaggtgaccggcatcatcacccagggcgeccggaacttcggcagegtg
cagttcgtggccagctacaaggtggectacagcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggaccccegg
accggcagcagcaagatcttccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagaccce
catcctggcccggtacgtgcggatectgcccgtggectggcacaaccggatcgecctgcggetggagcetgctgg

gctge
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agcgccggceccctgcacccccaaccectgecacaacggeggeacctgcgagatcagcgaggectaccgggg
cgacaccttcatcggctacgtgtgcaagtgceccccggggcttcaacggcatccactgccagcacaacatcaacg
agtgcgaggtggagcecctgcaagaacggceggcatctgcaccgacctggtggcecaactacagetgcgagtgecc
cggcgagttcatgggccggaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggeccaccggttcaagg
acctgggcgaggagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgeccagtacctgcagcagagcecccttcgag
gaccacgtgaagctggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtggecgacgagagegecgagaa
ctgcgacaagagcctgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccctgcgggagacctacgge
gagatggccgactgctgcgccaagcaggageccgageggaacgagtgcttcctgcagcacaaggacgacaa
ccccaacctgeccecggetggtgcggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgcecttccacgacaacgaggagace
ttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggeacccctacttctacgeccececgagcetgctgttcttcgecaa
gcggtacaaggcecgccttcaccgagtgetgecaggecgecgacaaggecgectgectgetgeeccaagcetggac
gagctgcgggacgagggcaaggccagcagcgccaagcageggctgaagtgcgecagectgcagaagttcg
gcgagcgggccttcaaggectgggecgtggeccggetgagecageggttccccaaggecgagttcgecgaggt
gagcaagctggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgctgccacggegacctgctggagtgcgecga
cgaccgggccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagcetgaaggagtgct
gcgagaagcccctgctggagaagagcecactgcatcgccgaggtggagaacgacgagatgcccgecgacctg
cccagcctggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgeccgaggecaaggacgtgttce
tgggcatgttcctgtacgagtacgcccggeggeaccccgactacagegtggtgetgetgetgecggetggecaaga
cctacgagaccaccctggagaagtgctgcgecgecgecgacceccacgagtgctacgccaaggtgttcgacga
gttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagetgggegag
tacaagttccagaacgccctgctggtgcggtacaccaagaaggtgccccaggtgageacceccaccctggtgg
aggtgagccggaacctgggcaaggtgggcagceaagtgctgcaagcaccccgaggecaageggatgecctge
gccgaggactacctgagegtggtgctgaaccagctgtgegtgctgcacgagaagacccccgtgagecgaccgg
gtgaccaagtgctgcaccgagagcctggtgaaccggcggccctgcettcagegecctggaggtggacgagacct
acgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgcecgacatctgcaccctgagcgagaaggageg
gcagatcaagaagcagaccgccctggtggagetggtgaagcacaagcccaaggcecaccaaggagcagetg
aaggccgtgatggacgacttcgccgcecttcgtggagaagtgctgcaaggccgacgacaaggagacctgctteg
ccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggageccctgggeatggagaacggcaacatcgccaacage
cagatcgccgecagcagegtgcgggtgaccttcetgggectgcageactgggtgeccgagetggeccggetga
accgggcecggcatggtgaacgcectggaccecccagcagcaacgacgacaaccectggatccaggtgaacctg
ctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegecagecggetggecagecacgagtacctgaag
gccttcaaggtggectacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaagg
agttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacccccgtggaggeccagtacgt
gcggctgtaccccaccagctgccacaccgectgcaccctgeggttcgagetgctgggetgegagctgaacggct
gcgccaaccccctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccgccagcagcagctacaag
acctggggcctgcacctgttcagctggaaccccagctacgececggctggacaagcagggceaacttcaacgect
gggtggccggceagctacggcaacgaccagtggctgcaggtggacctgggcagcagcaaggaggtgaccgge
atcatcacccagggcgcccggaacttcggcagcegtgcagttcgtggecagcetacaaggtggectacagcaacy
acagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggcagcagcaagatcettccccggeaactgggac
aaccacagccacaagaagaacctgttcgagacccccatcctggeccggtacgtgeggatcctgeccgtggecty
gcacaaccggatcgccctgeggctggagctgetgggetge
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gacatctgcgaccccaacccctgcgagaacggeggcatctgectgceecggectggecgacggeagcttcaget
gcgagtgccccgacggcttcaccgaccccaactgcageagegtggtggaggtggecagegacgaggaggag
cccaccaacatcaacgagtgcgaggtggagccctgcaagaacggeggcatctgcaccgacctggtggecaac
tacagctgcgagtgccccggegagttcatgggecggaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtg
gcccaccggttcaaggacctgggcgaggagaacttcaaggecctggtgctgatcgecttcgeccagtacctgea
gcagagccccttcgaggaccacgtgaagcetggtgaacgaggtgaccgagttcgccaagacctgegtggecga
cgagagcgccgagaactgcgacaagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgcaccgtggecaccct
gcgggagacctacggcgagatggecgactgctgcgecaagcaggagceccgageggaacgagtgetteetge
agcacaaggacgacaaccccaacctgcececcggetggtgecggeccgaggtggacgtgatgtgcaccgecttce
acgacaacgaggagaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgcccggeggcaccectacttctacgeccce
gagctgctgttcttcgccaageggtacaaggecgecttcaccgagtgctgccaggecgecgacaaggecgecty
cctgetgeccaagcetggacgagctgcgggacgagggcaaggecagcagegecaagcagceggcetgaagtge
gccagcctgcagaagttcggcgagegggcecttcaaggectgggecgtggeccggctgagecageggttcceca
aggccgagttcgccgaggtgagcaagetggtgaccgacctgaccaaggtgcacaccgagtgetgccacggeg
acctgctggagtgcgecgacgaccgggcecgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagea
gcaagctgaaggagtgctgcgagaagceccctgctggagaagagecactgcatcgecgaggtggagaacgac
gagatgcccgccgacctgccecagectggecgecgacttcgtggagagcaaggacgtgtgcaagaactacgec
gaggccaaggacgtgttcctgggcatgttcctgtacgagtacgccecggeggeaccecgactacagegtggtgetg
ctgctgecggcetggecaagacctacgagaccaccctggagaagtgetgegecgecgecgacceccacgagtgct
acgccaaggtgttcgacgagttcaagcccctggtggaggagecccagaacctgatcaagcagaactgegagct
gttcgagcagctgggcgagtacaagttccagaacgcecctgctggtgcggtacaccaagaaggtgcecccaggtg
agcacccccaccctggtggaggtgagcecggaacctgggcaaggtgggcagcaagtgctgcaagcaccccga
ggccaagcggatgccctgcgecgaggactacctgagegtggtgctgaaccagcetgtgegtgctgcacgagaag
acccccgtgagcgaccgggtgaccaagtgctgcaccgagagectggtgaaccggeggecctgcettcagegece
tggaggtggacgagacctacgtgcccaaggagttcaacgccgagaccttcaccttccacgcecgacatctgcacc
ctgagcgagaaggagcggcagatcaagaagcagaccgccctggtggagctggtgaagcacaageccaagg
ccaccaaggagcagctgaaggccgtgatggacgacttcgcecgcecttcgtggagaagtgetgcaaggecgacy
acaaggagacctgcttcgccgaggagggcaagaagctggtggectgegtggageccctgggeatggagaacg
gcaacatcgccaacagccagatcgcecgecagceagegtgegggtgaccttecctgggectgcageactgggtgee
cgagctggeccggctgaaccgggecggeatggtgaacgectggacccccagcagcaacgacgacaacccct
ggatccaggtgaacctgctgcggeggatgtgggtgaccggegtggtgacccagggegcecagecggetggeca
gccacgagtacctgaaggccttcaaggtggectacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtg
aacaagaagcacaaggagttcgtgggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagaccccc
gtggaggcccagtacgtgcggctgtaccccaccagctgccacaccgectgecaccctgeggttcgagetgetggg
ctgcgagetgaacggctgcgecaaccccctgggectgaagaacaacagcatccccgacaagcagatcaccge
cagcagcagctacaagacctggggcctgcacctgttcagctggaaccccagctacgeccggcetggacaagea
gggcaacttcaacgcctgggtggecggeagcetacggcaacgaccagtggetgcaggtggacctgggeageag
caaggaggtgaccggcatcatcacccagggcgcccggaacttcggcagegtgeagttcgtggecagetacaag
gtggcctacagcaacgacagcgccaactggaccgagtaccaggacccccggaccggcagcagcaagatctt
ccccggcaactgggacaaccacagccacaagaagaacctgttcgagaccceccatcetggeccggtacgtgeg
gatcctgeccgtggectggcacaaccggatcgecctgeggetggagetgetgggcetge

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

78




VCRRHCTLRMELLGCELSGCSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEP
RKARLDKQGKVNAWTSGHNDQSQWLQVDLLVPTKVTGIITQGAKDFGHVQFVG
SYKLAYSNDGEHWTVYQDEKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILP
WSWYGRITLRSELLGC

83

Acido nucleico
de SEQ ID NO:
82

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagaccty
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcctgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattetgtggttctgetgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagecagctgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagceggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgctitcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgttctggecctctgggeatcgaaggeggceatcatcagcaatcagcagatcaccg
ccagcagcacccacagagcactgtttggcctgcaaaagtggtatcectactacgccecggctgaacaagaaggg
cctgattaacgcctggacagccgecgagaatgacagatggecctggattcagatcaacctccagcggaagatg
agagtgaccggcgttatcacacagggcgcaaagagaatcggcetcccctgagtacatcaagagcetacaagatceg
cctacagcaacgacggcaagacctgggccatgtacaaagtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggg
gcaacatcgacaacaacaccccttacgccaacagcttcaccectectatcaaggeccagtacgtgeggetgtac
cctcaagtgtgcagaaggceactgtaccctgagaatggaactgctgggctgcgaactgtctggetgttctgagecac
tgggaatgaagtccggccacatccaggactaccagattaccgectccagcatcttcagaaccctgaacatggata
tgttcacctgggagccccggaaggccagactggataagcagggaaaagtgaatgectggaccageggecaca
acgaccagtctcaatggctgcaagtggacctgctggtgcctaccaaagtgaccggaatcatcacccaaggegct
aaggatttcggccacgtgcagttcgtgggctcctacaagctggcectactccaatgatggecgagcactggaccgtgt
accaggacgagaagcagcggaaggataaggtgttccagggaaacttcgataacgatacccaccggaagaac
gtgatcgaccctccaatctacgccagacacatcagaatcctgecttggtcttggtacggcagaatcaccctgagat

ccgagctgctgggatge

115

EGF-C1-His6

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKCVEPLGME
NGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQV
NLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVG
NWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNGHHHHHH

116

Acido nucleico
de 115

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaatgtgtggaacc
cctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagatcgeccgecagcagegtcagagtgacatttctggga
ctgcaacactgggtgccagagctggccagactgaatagagccggceatggttaacgcctggacacccagecage
aacgacgacaacccctggattcaagtgaacctgctgcggcegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggegea
agcagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggcctacagectgaacggcecacgagttcgactt
catccacgacgtgaacaagaagcacaaagagttcgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacct
gttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagcetgtcacaccgectgcacactgagatt
cgagctgcetgggcetgtgaactgaatggccaccaccaccatcaccac
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117
=147

EGF-HSA-C1
C1

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

118

Acido nucleico
de 117

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagctacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatctgatge
ccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggcecctggtgetgatcgec
ttcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagcetggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggecgactgctgtgccaagcaagagceccgagagaaacg
agtgcttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgcctagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagcetgctgttcttcgccaageggtataaggecgcecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaat
gcgccagcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgecgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgectcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaacccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgcttitagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgccgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgcetctcggacttggtggaageggaggaagtggtggatct
ggcggatcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
cagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecggeatggtcaacg
cctggacacccagcagcaacgacgataatcectggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggt
gttgttacacagggcgcaagcagactggccagecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagectgaa
cggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaac
gccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggcetgtaccctacaagetgtcacacc
gcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagcetgaacgge

119

EGF-HSA-C1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKDAHKSEVA
HRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVR
PEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAA
DKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKA
EFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK

PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKOQN

80




CELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKR
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVP
KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFV
EKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFL
GLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASR
LASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEA
QYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG

120

Acido
de 119

nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgecttcget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgcctaagctggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattetgtggttctgetgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagctgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagceggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggecaccaaagaacagctgaaggee
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcettcgccgaaga
gggcaagaaactggtggctgcttctcaggecgetctgtgtgtggaaccectcggcatggaaaacggcaatatcge
caatagccagattgccgcecagceagegtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgeccgagetggceta
gactgaatagagccggcatggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaa
cctgetgeggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggecagecacgagtatctgaa
ggcctttaaggtggcctacagectgaacggecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaa
gagtttgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgt
gcggctgtaccctacaagctgtcacaccgcectgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagetgaacgge

121
=73

FP135

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

81




122

Acido nucleico
de 121

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagaccty
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagetctgccaagcagagactgaaatgcgec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcctgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgcctagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgttictgtatgagtacgcccgecagacaccccgactattetgtggttctgctgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagcetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcegtggtgctgaatcagetgtgecgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagecagattgec
gccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecgg
catggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgctgcggegtatgt
gggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggect
acagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactg
gaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaageccagtacgtgcggetgtacectaca
agctgtcacaccgcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacgge

123

higG1_FC_DAP
A _Ojal

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
AAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGK

124

Acido nucleico
de 123

gataagacccacacctgtcctccatgtcctgctccagaactgetcggeggaccctecgtittectgtttccacctaag
cctaaggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatecc
gaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcctagagaggaacag
tacaacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaa
gtgcaaggtgtccaacaaggccctggecgctectatcgagaaaaccatctctaaggccaagggecagectegg
gaacctcaagtctgtacactgcctcctagccgggacgagcetgaccaaaaatcaggtgtccctgagetgegecgtg
aagggcttttacccttccgatatcgecgtggaatgggagagcaatggccagectgagaacaactacaagaccac
acctcctgtgctggacagcgacggctcattctttctggtgtccaagctgacagtggacaagagcagatggcagea
gggcaacgtgttcagctgttctgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtctetgtctctgage
cccggcaaa

125

EGF_hlgG1_FC
_DAPA_Boton_
c1

LDICSKNPCHNGGLCEEISQEVRGDVFPSYTCTCLKGYAGNHCETKGSDKTHTC
PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALAAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGKGGSGGSGGSGGSCVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVP
ELARLNRAGMVNAWTPSSNDDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYL
KAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNKKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYP
TSCHTACTLRFELLGCELNGCANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNP
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SYARLDKQGNFNAWVAGSYGNDQWLQVDLGSSKEVTGITQGARNFGSVQFVA
SYKVAYSNDSANWTEYQDPRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPV
AWHNRIALRLELLGC

126

Acido nucleico
de 125

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaagggcagegata
agacccacacctgtcctccatgtcctgctccagaactgctcggeggacccetecgttttcctgtttccacctaagecta
aggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatcccgaa
gtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcctagagaggaacagtac
aacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtg
caaggtgtccaacaaggccctggccgctectatcgagaaaaccatctctaaggccaagggcecagectcgggaa
cctcaggtttacaccctgectccatgccgggaagagatgaccaagaatcaggtgteectgtggtgectggtcaag
ggcttctacccttccgatatcgeccgtggaatgggagagcaatggecagectgagaacaactacaagaccacace
tcctgtgctggacagegacggctcattcttcetgtacagcaagcetgacagtggacaagagcagatggcageagg
gcaacgtgttcagctgttctgtgatgcacgaggcecctgcacaaccactacacccagaagtctctgtctctgagecct
ggcaaaggcggaagcggtggaagcggaggatctggeggatcttgtgtggaacccctcggecatggaaaacgge
aatatcgccaatagccagatcgccgecagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgccaga
gctggccagactgaatagagccggceatggttaacgcctggacacccagcagcaacgacgacaacccctggatt
caagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggecagecacga
gtatctgaaggcctttaaggtggcectacagcctgaacggcecacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaa
gcacaaagagttcgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagec
cagtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgcacactgagattcgagcetgetgggctgcgagetg
aatggctgtgctaatcctctgggcectgaagaacaatagcatccccgacaagcagatcaccgectccageagctat
aagacatggggcctgcacctgtttagctggaaccctagcetacgccagactggacaagcagggaaacttcaatge
ctgggtggccggcagetacggcaatgatcaatggcetgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgacecgg
catcattacccagggcgctagaaatttcggcagcegtgcagttcgtggccagcetacaaagtggcectactccaacga
cagcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttccccggceaattgggacaac
cacagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggccagatatgtgcgeattctgeccgtggectggeac
aacagaattgccctgagactggaactgctgggatge

127

higG1_FC_DAP
A Botén

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
AAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

128

Acido nucleico
de 127

gataagacccacacctgtcctccatgtcctgctccagaactgetcggeggacccteegttttectgtttccacctaag
cctaaggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatcce
gaagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcctagagaggaacag
tacaacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaa
gtgcaaggtgtccaacaaggccctggecgctcctatcgagaaaaccatctctaaggccaagggecagectegg
gaacctcaggtttacaccctgcctccatgccgggaagagatgaccaagaatcaggtgtcectgtggtgectggte
aagggcttctacccttccgatatcgccgtggaatgggagagcaatggccagectgagaacaactacaagacca
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
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaagggcagcgata
agacccacacctgtcctccatgtectgctccagaactgctcggeggaccctecgttitcctgtttccacctaagecta
aggacaccctgatgatcagcagaacccctgaagtgacctgtgtggtggtggecgtgtctcacgaagatcccgaa
gtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcctagagaggaacagtac
aacagcacctacagagtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggcaaagagtacaagtg
caaggtgtccaacaaggccctggccgctectatcgagaaaaccatctctaaggccaagggcecagectcgggaa
cctcaagtctgtacactgcctcctagccgggacgagcetgaccaaaaatcaggtgtccctgagetgegecgtgaag
ggcttttacccttccgatatcgecgtggaatgggagagcaatggecagectgagaacaactacaagaccacace
tcctgtgctggacagegacggcteattctttctggtgtccaagctgacagtggacaagagcagatggcageaggg
caacgtgttcagctgttctgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtctctgtctctgagecctg
gcaaaggcggaagcggtggaagcggaggatctggeggatcttgtgtggaaccectcggcatggaaaacggea
atatcgccaatagccagatcgccgcecagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgccagag
ctggccagactgaatagagccggcatggttaacgcectggacacccagcagcaacgacgacaaccectggatte
aagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggecagecacgag
tatctgaaggcctttaaggtggcctacagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaag
cacaaagagttcgtcggcaactggaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagecc
agtacgtgcggctgtaccctacaagctgtcacaccgectgcacactgagattcgagctgctgggetgcgagetga
atggctgtgctaatcctctgggectgaagaacaatagcatccccgacaagcagatcaccgectccagcagctata
agacatggggcctgcacctgtttagctggaaccctagctacgccagactggacaagcagggaaacttcaatgec
tgggtggccggeagctacggcaatgatcaatggctgcaagtggacctgggcagcagcaaagaagtgaccgge
atcattacccagggcgctagaaatttcggcagcgtgcagttcgtggccagcetacaaagtggcctactccaacgac
agcgccaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggcagctccaagatcttccccggeaattgggacaacc
acagccacaagaagaatctgttcgaaacccctatcctggcecagatatgtgegceattctgeccgtggectggeaca
acagaattgccctgagactggaactgctgggatge

131

EGF(RGE)_HS
AJAG26—
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
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgectteget

cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagaccty
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg

ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaagceggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcctgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcegatctgetg

gaatgtgccgacgatagagccgacctggcecaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgcectg
ccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggat
gtgtttctgggcatgttictgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggcetggeca
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aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagctgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggcecaagagaatgecttgege
cgaggattatctgagcgtggtgctgaatcagetgtgegtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagceggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggecaccaaagaacagctgaaggee
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcettcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagecagattgec
gccagcagcgtcagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagecgg
catggtcaacgcctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgctgcggegtatgt
gggtcacaggtgttgttacacagggcgcaagcagactggccagccacgagtatctgaaggcctttaaggtggect
acagcctgaacggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtitgtcggcaactg
gaacaagaacgccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctaca
agctgtcacaccgcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagctgaacgge

133

EGF[EDIL3]_HS
AJA626—
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

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggceggcatttgtctgectggactggecgatggeagcttetettgtga
atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagetctgtggtggaagtggccagcgacgaggaagaacctaca
agcgctggceccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagcgaggcectacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt
gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggcatctgtaccgacctggtggcecaattactcttgcgagtgecctgge
gagttcatgggcagaaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggeccacagattcaaggacctg
ggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccac
gtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggeccgatgagagcegcecgagaactgtgaca
agagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggcgagatgge
cgactgctgtgccaagcaagagceccgagagaaacgagtgcttcctccagcacaaggatgacaaccccaacct
gcctagactcgtgcggectgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaa
gtacctgtacgagatcgccagacggcacccctacttttatgcccctgagcetgctgttcttcgccaageggtataagg
ccgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectgtetgctgectaagetggacgagetgagagatg
agggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaatgcgcecagectccagaagttcggcgagagagcttttaa
ggcctgggcecgttgccagactgageccagagatttcctaaggecgagtttgccgaggtgtccaagcetegtgaccga
tctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggeca
agtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaageccctgctggaaa
agtctcactgtatcgccgaagtggaaaacgacgagatgcccgecgatctgecttetctggctgecgatttcgtgga
aagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggceatgtttctgtatgagtacgeccge
agacaccccgactattctgtggttctgetgctgecggetggccaagacatacgagacaaccctggaaaaatgctge
gccgctgecgatcectcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagecactggtggaagaaccccagaa
cctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetgggegagtacaagttccagaatgecctgetegtgeggta
caccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggeagea
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agtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgccttgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagetgt
gcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcectcgtgaacagaag
gccttgetttagcgecctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttcca
cgccgatatctgcaccctgtccgagaaagagcggceagatcaagaagcagacagecctggtcgagetggttaag
cacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggecgtgatggacgacttcgecgectttgtcgagaagtget
gcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggectgttctggecctctggg
catcgaaggcggcatcatcagcaatcagcagatcaccgccagcagcacccacagagceactgtttggectgcaa
aagtggtatccctactacgcccggcetgaacaagaagggcctgattaacgectggacagccgccgagaatgaca
gatggccctggattcagatcaacctccagcggaagatgagagtgaccggcegttatcacacagggcgcaaagag
aatcggctcccctgagtacatcaagagctacaagatcgcectacagcaacgacggcaagacctgggecatgtac
aaagtgaagggcaccaacgaggacatggtgttccggggcaacatcgacaacaacaccccttacgccaacag
cttcacccctcctatcaaggcccagtacgtgcggctgtaccctcaagtgtgcagaaggcactgtaccctgagaatg
gaactgctgggctgcgaactgtctgge

135

EGF[EDIL3]_HS
AJA626—
L633]eliminado_
C2[EDIL3]

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

136

Acido nucleico
de 135

gacatctgcgaccccaatccttgcgagaatggeggcatttgtctgectggactggecgatggeagcttetettgtga
atgccccgatggcttcacagaccccaattgcagetctgtggtggaagtggccagegacgaggaagaacctaca
agcgctggceccctgcacacccaatccatgtcataatggcggaacctgcgagatcagegaggectacagaggeg
ataccttcatcggctacgtgtgcaagtgccccagaggcttcaatggcatccactgccagcacaacatcaacgagt
gcgaggtggaaccatgcaagaacggcggcatctgtaccgacctggtggcecaattactcttgcgagtgecctgge
gagttcatgggcagaaactgccagtacaaggacgcccacaagagcgaggtggeccacagattcaaggacctg
ggcgaagagaacttcaaggccctggtgctgatcgecttcgetcagtatctccagcagagcecctttcgaggaccac
gtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctgtgtggeccgatgagagcgecgagaactgtgaca
agagcctgcacacactgttcggcgacaagctgtgtaccgtggccacactgagagaaacctacggcgagatgge
cgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacgagtgcttcctccagcacaaggatgacaaccccaacct
gcctagactcgtgcggcectgaagtggatgtgatgtgcaccgectttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaa
gtacctgtacgagatcgccagacggcacccectacttttatgcccctgagcetgctgttcttcgccaageggtataagg
ccgccttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectgtetgctgectaagetggacgagetgagagatg
agggcaaagccagctctgccaagcagagactgaaatgcgcecagectccagaagttcggecgagagagcttttaa
ggcctgggcecgttgccagactgagecagagatttcctaaggecgagtttgccgaggtgtccaagcetegtgaccga
tctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcgatctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggeca
agtatatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctgaaagagtgctgcgagaagceccctgetggaaa
agtctcactgtatcgccgaagtggaaaacgacgagatgcccgecgatctgecttetctggctgecgatttcgtgga
aagcaaggatgtgtgcaagaactacgccgaggccaaagatgtgtttctgggceatgtttctgtatgagtacgeccge
agacaccccgactattctgtggttctgetgctgcggetggccaagacatacgagacaaccctggaaaaatgctge
gccgctgccgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgacgagttcaagccactggtggaagaaccccagaa
cctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagcagcetgggcgagtacaagttccagaatgecctgetcgtgeggta
caccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggeagea
agtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgcecttgcgecgaggattacctgagegtggtgctgaatcagetgt
gcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgaccaagtgctgtaccgagagcectcgtgaacagaag
gccttgetttagcgecctggaagtggacgagacatacgtgcccaaagagttcaacgecgagacattcaccttcca
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cgccgatatctgcaccctgtccgagaaagagcggcagatcaagaagcagacagcecctggtcgagetggttaag
cacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggecgtgatggacgacttcgeegectttgtcgagaagtgct
gcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaagagggcaagaaactggtggectgttctgagecactgg
gcatgaagtctggccacatccaggattaccagatcaccgccagcagcatcttcagaaccctgaacatggatatgt
tcacctgggagccccggaaggcecagactggataagcagggaaaagtgaacgcectggaccageggecacaat
gaccagtctcagtggctgcaagtggacctgctggtgcctaccaaagtgaccggceatcatcacacagggcgcaa
aggatttcggccacgtgcagtttgtgggcagctacaagctggcctacagcaacgatggcgageactggacagtgt
accaggacgagaagcagcggaaggataaggtgttccagggcaacttcgacaacgacacccaccggaagaa
cgtgatcgaccctcctatctacgccecggeacatcagaatectgcecttggtettggtacggecggatcaccctgaga
agcgagctgcttggatgt

137

EGF_HSA[A626

L633]eliminado_
C2

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

138

Acido nucleico
de 137

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgcccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgectteget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagectgcacaccctgttcggcgacaagctgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggcetgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagcecagctctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagetcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgcctagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggcecaaggat
gtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgecagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatcctcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcegtggtgctgaatcagetgtgcgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagcggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggecaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggcctgtgctaaccctctgggectgaagaacaacagcatccccgataagcagatcacc
gccagcagcagctataagacatggggectgcacctgttcagctggaacccttcttacgccagactggacaagcea
gggcaacttcaatgcttgggtggccggeagctacggcaatgatcagtggctgcaagtggacctgggcageagea
aagaagtgacaggcatcatcacccagggcgcaagaaatttcggcagcgtgcagttcgtggccagctacaaggt
ggcctacagcaacgatagcgcecaactggaccgagtatcaggaccctagaaccggceagctccaagatcttcece
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ggcaactgggacaaccacagccacaagaagaatctgttcgagacacccatcctggccagatacgtgcggattc
tgcctgtggectggcacaacagaatcgecctgagactggaactgctgggetgt

139

EGF_HSA[A626
~1633]

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

140

Acido
de 139

nucleico

ctggacatctgtagcaagaacccttgccacaacggcggcctgtgcgaagagatttctcaagaagtgcggggega
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaggatgeccaca
agagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgctgatcgecttcget
cagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagctggtcaacgaagtgaccgagttcgccaagacctg
tgtggccgatgagagcgccgagaactgtgataagagcectgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtacagtgg
ccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagageccgagagaaacgagtge
ttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtgcaccge
ctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttttatgec
cctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataaggctgectg
tctgctgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagecagetctgccaagcagagactgaaatgegec
agcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagccagagatttcctaaggec
gagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggcegatctgetg
gaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcagcaagctg
aaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtctcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgagatgectg
ccgatctgcctagectggcetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgaggecaaggat
gtgtttctgggcatgttictgtatgagtacgcccgecagacaccccgactattctgtggttctgctgetgeggcetggeca
aaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgecgatectcacgagtgttatgccaaggtgttcgac
gagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagcetgttcgagcagetgggeg
agtacaagttccagaatgccctgctcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacactggttg
aggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcagcaagtgttgcaagcaccctgaggcecaagagaatgecttgege
cgaggattacctgagcegtggtgctgaatcagetgtgecgtgctgcacgagaaaacccctgtgtccgacagagtgac
caagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctttagcgecctggaagtggacgagacatacgtge
ccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagceggeagat
caagaagcagacagccctggtcgagetggttaagcacaagcccaaggccaccaaagaacagctgaaggec
gtgatggacgacttcgccgcctttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgccgaaga
gggcaagaaactggtggct

141

MFG-E8 C1 de
union a PS

CVEPLGLENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSND
DNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVNK
KHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG

142

MFG-ES8 [L76M]
C1 de union a
PS

CVEPLGMENGNIANSQIAASSVRVTFLGLQHWVPELARLNRAGMVNAWTPSSN
DDNPWIQVNLLRRMWVTGVVTQGASRLASHEYLKAFKVAYSLNGHEFDFIHDVN
KKHKEFVGNWNKNAVHVNLFETPVEAQYVRLYPTSCHTACTLRFELLGCELNG

143

MFG-E8 C2 de
uniéon a PS

CANPLGLKNNSIPDKQITASSSYKTWGLHLFSWNPSYARLDKQGNFNAWVAGS
YGNDQWLQVDLGSSKEVTGIITQGARNFGSVQFVASYKVAYSNDSANWTEYQD
PRTGSSKIFPGNWDNHSHKKNLFETPILARYVRILPVAWHNRIALRLELLGC

144

EDIL-3
union a PS

Clde

CSGPLGIEGGIISNQQITASSTHRALFGLQKWYPYYARLNKKGLINAWTAAENDR
WPWIQINLQRKMRVTGVITQGAKRIGSPEYIKSYKIAYSNDGKTWAMYKVKGTNE
DMVFRGNIDNNTPYANSFTPPIKAQYVRLYPQVCRRHCTLRMELLGCELSG

145

EDIL-3 C2 de
union a PS

CSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGH
NDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQD

88




EKQRKDKVFQGNFDNDTHRKNVIDPPIYARHIRILPWSWYGRITLRSELLGCTEE
E

146

EDIL-3 C2 de
union a PS
TEEE truncado

CSEPLGMKSGHIQDYQITASSIFRTLNMDMFTWEPRKARLDKQGKVNAWTSGH
NDQSQWLQVDLLVPTKVTGITQGAKDFGHVQFVGSYKLAYSNDGEHWTVYQD
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
cgttttccccagetacacctgtacatgtctgaagggcetacgccggcaaccactgcgagacaaaaggatctgatge
ccacaagagcgaggtggcccacagattcaaggatctgggcgaagagaacttcaaggecctggtgetgatcgec
ttcgctcagtatctccagcagagccctttcgaggaccacgtgaagcetggtcaacgaagtgaccgagttcgccaag
acctgtgtggccgatgagagcgcecgagaactgtgataagagcctgcacaccctgttcggcgacaagcetgtgtac
agtggccacactgagagaaacctacggcgagatggccgactgctgtgccaagcaagagcccgagagaaacg
agtgcttcctccagcacaaggacgacaaccccaacctgectagactcgtgcgacccgaagtggatgtgatgtge
accgcctttcacgacaacgaggaaaccttcctgaagaagtacctgtacgagatcgccagacggeacccctacttt
tatgcccctgagctgctgttcttcgccaageggtataaggecgecttcaccgaatgttgccaggecgcetgataagge
tgcctgtctgetgectaagetggacgagctgagagatgagggcaaagecagctctgccaagcagagactgaaat
gcgccagcctccagaagttcggcgagagagcttttaaggcectgggecgttgccagactgagecagagatttccta
aggccgagtttgccgaggtgtccaagctcgtgaccgatctgacaaaggtgcacaccgagtgctgtcacggegat
ctgctggaatgtgccgacgatagagccgacctggccaagtacatctgcgagaaccaggacagcatcagcage
aagctgaaagagtgctgcgagaagcccctgctggaaaagtetcactgtatcgccgaggtggaaaacgacgag
atgcctgccgatctgectagectggetgecgatttcgtggaaagcaaggacgtgtgcaagaactacgccgagge
caaggatgtgtttctgggcatgtttctgtatgagtacgcccgcagacaccccgactattctgtggttctgctgctgegg
ctggccaaaacctacgagacaaccctggaaaaatgctgcgecgcetgeecgatectcacgagtgttatgccaaggt
gttcgacgagttcaagcctctggtggaagaaccccagaacctgatcaagcagaactgcgagctgttcgagecage
tgggcgagtacaagttccagaatgccctgetcgtgcggtacaccaagaaagtgcctcaggtgtccacacctacac
tggttgaggtgtcccggaatctgggcaaagtgggcageaagtgttgcaagcaccctgaggccaagagaatgect
tgcgccgaggattacctgagegtggtgctgaatcagcetgtgegtgctgcacgagaaaaccectgtgtccgacaga
gtgaccaagtgctgtaccgagagcctcgtgaacagaaggccttgctitagcgecctggaagtggacgagacata
cgtgcccaaagagttcaacgccgagacattcaccttccacgccgacatctgcaccctgtccgagaaagagegg
cagatcaagaagcagacagccctggtcgagcetggttaagcacaagcccaaggcecaccaaagaacagctgaa
ggccgtgatggacgacttcgecgcectttgtcgagaagtgctgcaaggccgacgacaaagagacatgcttcgecg
aagagggcaagaaactggtggctgcctctcaggctgcetctcggacttggtggaagcggaggaagtggtggatct
ggcggatcttgtgtggaacccctcggcatggaaaacggcaatatcgccaatagccagattgccgecageagegt
cagagtgacatttctgggactgcaacactgggtgcccgagcetggctagactgaatagagcecggcatggtcaacg
cctggacacccagcagcaacgacgataatccctggattcaagtgaacctgctgcggegtatgtgggtcacaggt
gttgttacacagggcgcaagcagactggccagcecacgagtatctgaaggcectttaaggtggectacagectgaa
cggccacgagttcgacttcatccacgacgtgaacaagaagcacaaagagtttgtcggcaactggaacaagaac
gccgtgcacgtgaacctgttcgagacacctgtggaagcccagtacgtgcggctgtaccctacaagetgtcacace
gcctgcactctgagattcgaactgctgggatgcgagetgaacgge
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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 fusion terapéutica que comprende
los dominios de unidén a integrina de MFGES8 o EDIL3, y dominios de union a PS truncados tales
como una variante truncada del dominio V de IgSF de TIM4 o una variante truncada del dominio

GLA de las variantes de la proteina puente GAS6.

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 modificacién conservadora de residuos de aminoacidos, y en donde
las proteinas modificadas retienen o tienen propiedades mejoradas en comparaciéon con una
proteina de fusién que comprende el dominio original. Alternativamente, un dominio de la proteina
de fusion terapéutica puede tener una o méas deleciones de residuos de aminoécidos, en donde
las proteinas de fusion modificadas retienen o tienen propiedades mejoradas en comparacion con
la proteina que comprende el dominio original. Alternativamente, las proteinas de fusion
terapéuticas pueden tener una o0 mas inserciones de residuos de aminoacidos, en donde las
proteinas modificadas retienen o tienen propiedades mejoradas en comparacion con la proteina
no modificada. En una modalidad, dicha insercion de aminoacidos incluye residuos de glicina o
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 mutacién o mutaciones y el efecto sobre la unién de integrina y/o PS, u otra propiedad
funcional de interés, puede evaluarse en ensayos in vitro o0 in vivo. Pueden introducirse
modificaciones conservadoras (como se tratd 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 unién.

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 nucle6tidos apropiados en los ADN codificantes o
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mediante la sintesis de las variantes deseadas. Tales variantes incluyen, por ejemplo, deleciones
0 inserciones o 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 eliminacidon de secuencias ligadora y/o mutaciones
0 sustituciones de aminoacidos y delecion de uno o mas aminoacidos. Se realiza cualquier
combinacion de delecion, insercion y sustitucién 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 nUmero 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 o mas
cadenas polipeptidicas de la proteina de fusion terapéutica de forma recombinante, que
comprende: 1) producir uno o mas constructos de ADN que comprenden una molécula de acido
nucleico que codifica 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 polinucledtidos, que codifican las proteinas de fusion terapéuticas descritas en el presente
documento. Las moléculas de acido 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 longitud completa o moléculas de ADNc asi como
una combinacion de fragmentos de los mismos. Los acidos 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 acido nucleico que se ha separado de secuencias
genéticas adyacentes presentes en el genoma del organismo del que se aislé el acido nucleico,
en el caso de acidos nucleicos aislados de fuentes naturales. En el caso de acidos nucleicos
sintetizados enzimaticamente a partir de una plantilla o0 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 acido nucleico
aislada se refiere a una molécula de &cido nucleico en forma de un fragmento separado o como

un componente de un constructo de &cido nucleico mas grande. En una modalidad preferida, los
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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 concentracién que permite la identificacion,
manipulacion y recuperacion 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
manipulacién o expresion de la regién codificante.

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

En una modalidad, la presente descripciébn proporciona un método para preparar una
proteina de fusién terapéutica que comprende las etapas de: (a) cultivar una célula huésped que
comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusion, en donde la 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 fusion terapéuticas descritas anteriormente. El término "vector"
significa cualquier molécula o entidad (por ejemplo, &cido nucleico, plasmido, bacteriéfago o virus)
gue es adecuada para la transformacion o transfeccion de una célula huésped y contiene
secuencias de 4cido 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 polinucleétidos que codifican cadenas
o dominios de unidn de la molécula. Se pueden utilizar vectores de expresion 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, pcDNA3.1/His, pEBVHis A, B & C,
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(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 eleccion del vector de expresion depende de las células huésped previstas en las que
se va a expresar el vector. Normalmente, los vectores de expresidn 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 promotores, también se pueden requerir 0 desear otros elementos reguladores
para la expresion eficaz de las proteinas de fusién terapéuticas. Estos elementos incluyen
tipicamente un codén de iniciacion ATG y un sitio de unién 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 sefal
de secrecion para formar una proteina de fusion con polipéptidos codificados insertando las
secuencias de dominios de unién 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 expresién de los dominios de unién y el dominio de solubilizacion
como proteinas de fusién conducen de ese modo a la produccion de proteinas manipuladas
intactas. Una célula huésped, cuando se cultiva en condiciones apropiadas, se puede utilizar para
expresar una proteina diseflada 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 seleccion de una célula huésped apropiada dependera de varios factores, tales como

niveles de expresion deseados, modificaciones de polipéptidos que son deseables 0 necesarias
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para la actividad (tales como glicosilacién 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 fusion
recombinantes de la invencidn. En general, las células huésped se transforman con un vector de
expresion recombinante que comprende ADN que codifica una proteina de fusiéon deseada. Entre
las células huésped que pueden emplearse se encuentran procariotas, levaduras o células
eucariotas superiores. Los procariotas incluyen organismos gramnegativos 0 grampositivos, por
ejemplo E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen células de insectos y lineas
celulares 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 HelLa, lineas celulares BHK., la linea celular CV—-1 EBNA, células de rifién
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 0 S49, por ejemplo, se pueden utilizar para la expresion del polipéptido
cuando es deseable utilizar el polipéptido en diversos ensayos de transduccién de sefales o
reporteros. Alternativamente, es posible producir el polipéptido en eucariotas inferiores como
levadura o 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 heterélogos. Las cepas bacterianas adecuadas incluyen E. coli, B. subtilis,
S. typhimurium o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar polipéptidos heterdlogos. Si la
proteina de fusidn se elabora en levadura o bacteria, puede ser deseable modificar el producto
producido alli, por ejemplo, mediante fosforilacion o glicosilacién 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 expresion que contienen las secuencias de
polinucleétidos de interés varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por ejemplo, la
transfeccién con cloruro de calcio se utiliza comunmente para células procariotas, mientras que el

tratamiento con fosfato de calcio o la electroporacion se pueden utilizar para otros huéspedes
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celulares. Otros métodos incluyen, por ejemplo, electroporacion, tratamiento con fosfato célcico,
transformacién mediada por liposomas, inyeccion y microinyeccién, métodos balisticos, virosomas,
inmunoliposomas, polication: conjugados de &cido nucleico, ADN desnudo, viriones artificiales,
fusioén con la proteina estructural del virus del herpes VP22, agente—captacién mejorada de ADN
y transduccion ex vivo. Para la produccion de alto rendimiento a largo plazo de proteinas
recombinantes, a menudo se deseara 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 descripcién que contienen origenes virales de replicacion o elementos
de expresion enddégenos 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 fusion 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 utilizando una solucién de detergente adecuada (por ejemplo,
Triton—X 100).

Cuando la proteina de fusién se produce en una célula recombinante distinta de una de
origen humano, estd 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, dialisis 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 i6nico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice,
cromatografia en heparina Sepharose, cromatografia en una resina de intercambio aniénico o
catiénico (como una columna de 4cido 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 fusién terapéutica de la presente

invencién. En algunas modalidades, el vector viral se deriva de AAV. En algunas modalidades, el
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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

En otro aspecto, la presente descripcidon proporciona una composicion, por ejemplo, una
composicion farmaceéutica, que contiene una proteina de fusion terapéutica de la presente
invencién, en combinacién con uno o mas excipientes, diluyentes o portadores farmacéuticamente
aceptables. Tales composiciones pueden incluir una o una combinacién de (por ejemplo, dos o
mas diferentes) proteinas de fusion terapéuticas de la descripcién.

Las composiciones farmacéuticas como se describen en el presente documento también
se pueden administrar en terapia de combinacién, es decir, combinadas con otros agentes. Por
ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir una proteina de fusion 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 continuacién en la seccién 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 "composicion farmacéutica" se refiere a una mezcla de al menos un ingrediente
activo (por ejemplo, una proteina disefiada) 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 absorcién, y similares que sean
fisiol6gicamente compatibles. El portador debe ser adecuado para administracién intravenosa,
intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, mediante inyeccién o

infusién). En una modalidad, el portador deberia ser adecuado para la via subcutanea.
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Dependiendo de la via de administracion, el compuesto activo, es decir, la proteina de fusion, se
puede recubrir con un material para proteger el compuesto de la accion de los acidos 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 4cido ascorbico, 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 4cido 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 antifungicos, por ejemplo,
parabeno, clorobutanol, &cido fenolsérbico y similares. También puede ser deseable incluir
agentes isotdnicos, tales como azlcares, cloruro de sodio y similares en las composiciones.
Ademds, se puede producir una absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable
mediante la inclusién de agentes que retrasan la absorcién, 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 cualquier medio 0 agente convencional

sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones
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farmacéuticas de la invencion. También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios
en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento. La composicion se puede formular como una
solucion, microemulsion, liposoma u otra estructura ordenada adecuada para una alta
concentracion de farmaco. El portador puede ser un solvente o medio de dispersion 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
tamafo de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En
muchos casos, se pueden incluir agentes isotdnicos, 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 o suspensiones utilizadas para la aplicacién intradérmica o subcutanea
normalmente incluyen uno o méas de los siguientes componentes: un diluyente estéril como agua
para inyeccion, solucidn salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros
solventes sintéticos, agentes antibacterianos como alcohol bencilico o metil parabenos,
antioxidantes como acido ascérbico o bisulfito de sodio, agentes quelantes como &cido
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 acidos o bases, como
acido clorhidrico o hidroxido 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 0 una combinacion de los ingredientes
enumerados anteriormente, segin se requiera, seguido de microfiltracion de esterilizacion.
Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando las proteinas de fusion de la invencion
en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion

de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion son secado al vacio y secado en
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frio (liofilizacién) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional
deseado de una solucion 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 vy el
modo particular de administracion. 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 variara 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 combinacién 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 afeccion que se esta tratando. Se dispone de orientacidn para seleccionar las
dosis apropiadas de moléculas biolégicas 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
pardmetros 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 pequefios incrementos hasta que se logra el efecto deseado
u 6ptimo en relaciéon con cualquier efecto secundario negativo. Las medidas de diagndstico
importantes incluyen las de los sintomas de, por ejemplo, la inflamacién o el nivel de citocinas
inflamatorias producidas.

Los niveles de dosificacién 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,
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composicion y modo de administracion en particular, sin que sea toxico para el paciente. El nivel
de dosificacién 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 combinacion 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 dosificacién se ajustan para proporcionar la respuesta 6ptima 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 indiquen las
exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones
parenterales en forma de unidad de dosificacion 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 Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular
gue se debe lograr, y las limitaciones inherentes en la técnica de la composicion de dicho
compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en los individuos.

Para la administracion de la proteina de fusion 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 administraciéon una vez por semana, una vez 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 fusion terapéuticas de la invencién se pueden administrar en mdltiples
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
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dosis se ajusta para conseguir una concentracion de proteina plasmética 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 afeccion o
enfermedad. Posteriormente, se puede administrar al paciente un régimen profilactico.

Los niveles de dosificacién reales de los ingredientes activos en las compaosiciones
farmacéuticas de la presente invencién se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente
activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un paciente, composicion
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 combinacion
con las composiciones particulares empleadas, la edad, sexo, peso, estado, salud general e
historial médico previo del paciente que esté siendo tratado, y factores similares bien conocidos
en la técnica médica.

Una "dosis terapéuticamente eficaz" de una proteina de fusion de la invencién puede dar
como resultado una disminucién de la gravedad de una afeccion 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 0 mas vias
de administracion utilizando uno o méas 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 administracion intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras vias de administracién parenterales, por ejemplo,
mediante inyeccion o infusién. La frase "administracion parenteral’, como se utiliza en este

documento, significa modos de administracion distintos de la administracién enteral y topica,
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normalmente por inyeccién, e incluye, sin limitacién, inyeccién e infusion 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 invencion puede administrarse
por una via no parenteral, tal como una via de administracion topica, epidérmica o mucosa.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcidn se pueden preparar con portadores
que protegeran las proteinas contra una liberacion rapida, como una formulacién de liberacién
controlada, que incluye implantes, parches transdérmicos y sistemas de administracion
microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como
etilenvinilacetato, polianhidridos, acido poliglicélico, 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 fusion terapéuticas de la invencion se
pueden formular para asegurar una distribucién adecuada in vivo. Por ejemplo, la barrera
hematoencefélica (BBB) excluye muchos compuestos altamente hidréfilos. Para asegurar que los
compuestos terapéuticos de la invencién crucen la BBB (si se desea), se pueden formular, por
ejemplo, en liposomas. Para métodos de fabricacion de liposomas, véanse, por ejemplo, las
Patentes de Estados Unidos 4.522.811; 5.374.548; y 5.399.331. Los liposomas pueden
comprender uno 0 mas restos que se transportan selectivamente a células u érganos 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 fusién terapéuticas de la presente invencién 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 0 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 orgénicas inflamatorias agudas y crdnicas, en
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particular lesiones inflamatorias en las que existen mecanismos de depuracion homeostéaticos
enddgenos o vias de eferocitosis para la eliminacion de células moribundas, fragmentos de células
y las microparticulas protrombdticas/proinflamatorias estan significativamente reguladas por
disminucion. Ejemplos de lesiones de érganos inflamatorias agudas incluyen infarto de miocardio,
lesion renal aguda (AKI), accidente cerebrovascular agudo e inflamacion y lesiones de 6rganos
resultantes de isquemia/reperfusidén tales como isquemia/reperfusion del tracto gastrointestinal,
higado, bazo, pulmoén, rifidn, pancreas, corazén, cerebro, médula espinal y/o extremidad
aplastada.

Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles para el
diagnéstico, tratamiento, prevencidon o mejora de la inhibicién o ralentizaciéon de la coagulacion
sanguinea, tratamiento del microbioma, enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), captacion de
acidos grasos y/o disminucién de la motilidad géstrica, trastornos dependientes de microtrombina,
aterosclerosis, remodelacion cardiaca, fibrosis tisular, lesibn hepatica aguda, enfermedades
hepaticas crénicas, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), enfermedades vasculares, trastornos
vasculares relacionados con la edad, enfermedades intestinales, sepsis, trastornos 6seos, cancer,
talasemia, pancreatitis, hepatitis, endocarditis, neumonia, lesién pulmonar aguda, osteoartritis,
periodontitis, inflamacion inducida por traumatismo tisular, colitis, diabetes, shock hemorréagico,
rechazo de trasplante, dafio inducido por radiacion, esplenomegalia, AKI inducida por sepsis o
insuficiencia multiorganica, quemaduras agudas, sindrome de dificultad respiratoria en adultos,
cicatrizacion de heridas, reparacion de tendones y enfermedades neurolégicas.

En una modalidad, las enfermedades neuroldgicas 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, alteracion de la memoria y disfuncibn de la memoria. Ejemplos de
enfermedades neurolégicas incluyen enfermedades neurolégicas 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 descripcién puede inhibir la expresion de
al menos un marcador de osteoclasto, tal como NFATc1, catepsina K e integrina avf3. En una
modalidad, la administracion inhibe la osteoclastogénesis. En otra modalidad, la administracién
inhibe la osteoclastogénesis inducida por RANKL. En otra modalidad mas, la administracion inhibe
la resorcién Osea. En incluso otra modalidad, la administracion inhibe la expresion de al menos un

estimulador de resorcién ésea, tal como un estimulador de resorcién 6sea que comprende TNF,
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IL—6, IL-17A, MMP-9, Ptgs2, RANKL, Tnfsf11, 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, pulmoén, diafragma,
rifidn, cerebro, corazén en la que la proteina de fusion de la invencion 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 acumulacion de células
apoptéticas. Ademas, la eferocitosis defectuosa y la fagocitosis por macréfagos en el trastorno
pulmonar obstructivo crénico (EPOC) se asocian con exacerbaciones y gravedad. Las proteinas
de fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser Gtiles para el diagndstico, tratamiento,
prevencion o mejora de enfermedades respiratorias, tales como el sindrome de dificultad
respiratoria aguda o COPD. Las proteinas de fusion terapéuticas de la descripciéon también pueden
ser (tiles para el diagndstico, tratamiento, prevencién o mejora de la lesién pulmonar aguda (ALI),
por ejemplo lesién pulmonar inducida por inhalacién o aspiracion de compuestos o farmacos
téxicos exdégenos o enddégenos; lesion pulmonar causada por edema pulmonar, shock,
pancreatitis, guemaduras, traumatismos del térax o politraumatismos, radiacién, sepsis, patégenos
(bacterias, virus o parasitos como plasmodios); Enfermedades por insuficiencia pulmonar cronica
que provocan hipoxemia.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles para el
diagnostico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad de la lesiéon pulmonar causada por
virus del tipo Corona, por ejemplo SARS—CoV, SARS-CoV-2 o0 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 fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles para el
diagnéstico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad de la insuficiencia pulmonar asociada
a transfusion (TRALI).

Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser (tiles para el
diagnéstico, tratamiento, prevencion o mejora de la gravedad de enfermedades de insuficiencia
pulmonar crénica que conducen a hipoxemia.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcién, por ejemplo las proteinas de fusion

terapéuticas contienen un dominio de EDIL3 de la descripciéon, también pueden ser (tiles para el
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diagnostico, tratamiento, prevencién o mejora de la gravedad de las adherencias peritoneales
posoperatorias.

Las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles para el
diagnéstico, tratamiento, prevencién o mejora de la gravedad de la insuficiencia cardiaca.

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

Las proteinas de fusidn terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles para el
diagnéstico, el tratamiento, la prevencién o la mejora de la gravedad de la funcién retardada del
injerto o de la enfermedad del injerto contra el huésped.

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

Las proteinas de fusién terapéuticas de la descripcién también pueden ser Utiles para el
diagnéstico, tratamiento, prevencidbn o mejora de la gravedad de la patologia mediada por
osteoclastos.

Las proteinas de fusidn terapéuticas de la descripcion se pueden administrar como el tnico
ingrediente activo o junto con, por ejemplo como adyuvante o en combinacién con otros farmacos,
por ejemplo agentes inmunosupresores o inmunomoduladores u otros agentes antiinflamatorios o
por ejemplo agentes citotdxicos o0 anticancerigenos, por ejemplo para el tratamiento o prevencién
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 0 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
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administracién de un tratamiento todavia se esté produciendo cuando comienza la administracion
del segundo, de modo que hay superposicion en términos de administracién. Esto a veces se
denomina en el presente documento "administracion simultanea” o "administracion concurrente".
En otras modalidades, la administracion de un tratamiento termina antes de que comience la
administracion del otro tratamiento. En algunas modalidades de cualquier caso, el tratamiento es
mas eficaz 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 situacién analoga se ve con
el primer tratamiento. En algunas modalidades, la administracion es tal que la reduccién de un
sintoma u otro pardmetro 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 0 mayor que aditivo. La administracion puede ser tal que
un efecto del primer tratamiento administrado ain 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
composicion farmacéutica que comprende proteinas de fusién terapéuticas de las mismas de la
presente descripcion 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 o 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 fusion terapéutica como se describe en el presente documento, y el agente
0 agentes terapéuticos adicionales se pueden administrar simultineamente, en la misma
composicién farmacéutica 0 en una composicion separada que la proteina de fusion descrita, o
secuencialmente. Para la administracion secuencial, la proteina de fusion 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
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terapéuticos adicionales pueden administrarse a un sujeto por la misma o diferentes vias de
administracién en comparacion con la proteina de fusion.

La proteina de fusion terapéutica como se describe en este documento, y/o agente o
agentes, procedimientos o modalidades terapéuticas adicionales se pueden administrar 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
0 dosis de cada agente utilizado individualmente, por ejemplo, como monoterapia. En ciertas
modalidades, la proteina de fusién 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 fusién 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 utilizado individualmente, por ejemplo, como monoterapia, hecesaria para lograr el
mismo efecto terapéutico.

Por ejemplo, las proteinas de fusion terapéuticas de la descripcidon 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 recirculacion de linfocitos, por ejemplo analogos FTY720 y FTY720; un inhibidor de mTOR,
por ejemplo rapamicina, 40-O—(2-hidroxietil)-rapamicina, CCI779, ABT578, AP23573 0 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 homdélogo, 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 o sus ligandos; otros compuestos inmunomoduladores, por ejemplo una molécula de
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union recombinante que tiene al 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; bloqueadores de
citocinas proinflamatorias, bloqueadores de IL-1, por ejemplo Trampa de Anakinra o IL-1,
canakinumab, blogqueadores 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 patégenos (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 invencidon 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 divulgacién. 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 o un trastorno inflamatorio o AOI. Dichos kits también pueden comprender
instrucciones para la administracion de la proteina de fusidn terapéutica para tratar al paciente.
Dichas instrucciones pueden proporcionar la dosis, la via de administracion, el régimen y la
duracion total del tratamiento para su uso con la proteina de fusion incluida. Los kits suelen incluir
una etiqueta que indica el uso previsto del contenido del kit. El término etiqueta incluye cualquier

escritura o material grabado suministrado en o con el kit, 0 que de otro modo acomparfie al kit. El
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kit puede comprender ademas herramientas para diagnosticar si un paciente pertenece a un grupo
gue respondera al tratamiento con una proteina de fusion terapéutica de la presente invencion,

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 unién a fosfatidilserina (PS) y un dominio de solubilizacién,
donde el dominio de solubilizacién se inserta entre el dominio de unién a integrina y el dominio de
unién a PS, y en donde el dominio de unién a PS es una variante truncada.

2. La proteina de fusién de la modalidad 1, en donde el dominio de unién a PS es una variante
truncada de al menos un dominio de unién a PS enumerado en la Tabla 2.

3. La proteina de fusién de la modalidad 1 o la modalidad 2, en donde el dominio de union a
PS es una variante truncada del motivo de union a PS de MFG—E8 o de EDIL3.

4. La proteina de fusién de la modalidad 3, en donde el dominio de unién a PS es una variante

truncada del motivo de unién a PS de MFG—-ES.

5. La proteina de fusion de la modalidad 4, en donde el dominio de unién a PS es un dominio
discoidina.
6. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio

de unién a PS es un dominio C1.

7. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de unién a PS no comprende un dominio C2.

8. Una proteina de fusién para potenciar la eferocitosis que comprende un dominio de unién
a integrina, un dominio de unién a fosfatidilserina (PS) y un dominio de solubilizacién, en donde el
dominio de solubilizacion se inserta entre el dominio de union a integrina y el dominio de unién a
PS, y en donde el dominio de unién a PS es un dominio C1.

9. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de unién a la integrina se une a una o0 mas integrinas.

10. La proteina de fusion de la modalidad 9, en donde el dominio de union a integrina se une
a la integrina avf3 y/o avf35 y/o a8B1.

11. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de unién a integrina comprende un motivo arginina—glicina—acido aspartico (RGD).

12. Una proteina de fusion terapéutica de formula EGF — S — C (Férmula I), en donde

0] EGF es un dominio de unién a integrina, en donde el dominio de unién a integrina
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se une a una o0 mas integrinas,

(ii) S es un dominio de solubilizacién, y

(i) C es un dominio de union a PS truncado.
13. La proteina de fusion terapéutica de la modalidad 12, en donde el dominio de unién a
integrina se une a la integrina avp3 y/o avf35 y/o a8B1.
14. La proteina de fusion terapéutica de la modalidad 12 o la modalidad 13, en donde el dominio
de union a integrina comprende un motivo de arginina—glicina—acido aspartico (RGD).
15. La proteina de fusion terapéutica de una cualquiera de las modalidades 12 a 14, en donde
el dominio de unién a integrina es un dominio similar a EGF de MFG—-ES8, EDIL3 o una proteina
que comprende un dominio de unién a integrina enumerado en la Tabla 1.
16. La proteina de fusion terapéutica de una cualquiera de las modalidades 12 a 15, en donde
el dominio de unién a PS truncado es una variante truncada de un dominio de unién a PS que se
enumera en la Tabla 2.
17. La proteina de fusion terapéutica de una cualquiera de las modalidades 12 a 16, en donde
el dominio de unién a PS es una variante truncada del motivo de union a PS de MFG-ES8 o de
EDIL3.
18. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 12 a 16, en donde el dominio
de unién a PS es una variante truncada del motivo de unién a PS de MFG-ES.
19. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 12 a 18, en donde el dominio
de unién a PS es un dominio de discoidina.
20. La proteina de fusion terapéutica de una cualquiera de las modalidades 11 a 16, en donde
el dominio de unién a PS truncado comprende cualquiera de los dominios C1 y/o dominio C2 de
un dominio de unién a PS que se enumera en la Tabla 2.
21. La proteina de fusion terapéutica de una cualquiera de las modalidades 11 a 18, en donde
el dominio de union a PS truncado es un dominio C1.
22. La proteina de fusion terapéutica de una cualquiera de las modalidades 11 a 21, en donde
el dominio de unién a PS truncado no comprende un dominio C2.
23. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de solubilizacién se une directamente al dominio de unién a integrina, al dominio de unién a PS o
a ambos dominios.
24. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de solubilizacién esta unido indirectamente al dominio de unidn a integrina y/o al dominio de unién
a PS mediante un ligador.

25. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
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de union a integrina tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, o al menos un 90%
de identidad de secuencia con la misma.

26. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de unidn a integrina tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 77 o al menos un 90%
de identidad de secuencia con la misma.

27. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de unidn a la integrina tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de: 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; o al menos un
90% de identidad de secuencia con la misma.

28. 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: 141 o SEQ ID NO: 142; o al
menos un 90% de identidad de secuencia con la misma.

29. 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: 144, o al menos un 90% de
identidad de secuencia con la misma.

30. La proteina de fusion 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.

31. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores que comprende en
secuencia: un dominio de unién a integrina—dominio de unién a HSA-PS.

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

33. La proteina de fusion de la modalidad 32, en donde el dominio de solubilizacion se inserta
entre el dominio similar a EGF y el dominio C1 o C2.

34. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el dominio
de solubilizacién es HSA, HSA D3 o Fc—-IgG, o una variante funcional de los mismos.

35. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades anteriores en donde el dominio
de solubilizacibn comprende albimina de suero humano (HSA), o una variante funcional de la
misma.

36. Una proteina de fusién, en donde la proteina de fusion tiene una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 34, o al menos un 90% de identidad de secuencia con la misma.

37. Una proteina de fusién, en donde la proteina de fusion tiene una secuencia de aminoacidos
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de la SEQ ID NO: 36, o al menos un 90% de identidad de secuencia con la misma.

38. Una proteina de fusién, en donde la proteina de fusion tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada de: SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 129, SEQ ID
NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137 0 SEQ ID NO: 147; o al menos un
90% de identidad de secuencia con la misma.

39. Una proteina de fusion, en donde la proteina de fusion tiene una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 147, o al menos un 90% de identidad de secuencia con la misma.

40. La proteina de fusién de cualquiera de las modalidades anteriores, en donde dicha proteina
de fusion:

a. restaura la eferocitosis alterada de macrofagos en un ensayo de eferocitosis de macrofagos-
neutrofilos humanos;

b. reduce el nimero de microparticulas plasméaticas por depuracién en un ensayo de eferocitosis
de microparticulas endoteliales humanas; y/o

c. protege contra la lesién multiorganica en un modelo de isquemia renal aguda;

d. mejora la carga de enfermedad en un modelo de fibrosis hepatica.

41. Un acido nucleico aislado que codifica la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las
modalidades 36 a 39.

42. Un vector de clonacion o expresion que comprende el &cido nucleico de acuerdo con la
modalidad 41.

43. Un vector viral que comprende el &cido nucleico aislado de acuerdo con la modalidad 41,
de modo preferente el vector viral que comprende el acido nucleico aislado de acuerdo con la
modalidad 41 se deriva de AAV.

44, El vector viral de acuerdo con la modalidad 43, en donde el vector se administra a un sujeto,
por ejemplo, un sujeto humano, que lo necesite.

45, El vector viral de acuerdo con la modalidad 43, para su uso en el tratamiento y/o prevencion
de las enfermedades enumeradas en el presente documento.

46. Una célula huésped recombinante adecuada para la produccién de una proteina de fusion
terapéutica, que comprende uno 0 mas vectores de clonacién o expresién de acuerdo con la
modalidad 42 y opcionalmente, sefiales de secrecion.

47. La célula huésped recombinante de la modalidad 46, en donde la célula huésped es por
ejemplo una célula procariota, de levadura, de insecto o de mamifero.

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

expresion de la proteina en una célula huésped da como resultado un rendimiento de al menos 10
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mg/L.

49. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades precedentes, 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).

50. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de una cualquiera de
las modalidades 1 a 40 y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

51. Un método de tratamiento o prevencion 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 fusién de cualquiera de las modalidades 1 a 40.

52. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 1 a 40 para su uso en el
tratamiento o prevencién de un trastorno inflamatorio o lesién organica inflamatoria en un individuo
que lo necesite.

53. El método de la modalidad 51 o el uso de la modalidad 52, en donde el trastorno
inflamatorio o lesién orgéanica inflamatoria es lesion renal aguda, sepsis, infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular agudo, quemaduras, lesion traumatica y lesiones organicas e
inflamatorias resultantes de isquemia/reperfusion. .

54. El método de la modalidad 51 o el uso de la modalidad 52, en donde la proteina de fusion
se administra en combinacion con otro agente terapéutico.

55. El método o uso de la modalidad 54, 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. .

56. Una proteina de fusion terapéutica que comprende MFG—E8 y un dominio de solubilizacion,
en donde MFG—E8 comprende desde el N—terminal al C—terminal: un dominio similar a EGF, un
dominio C1 o un dominio C2, y comprende una variante funcional de la secuencia de MFG-ES8
humana de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1).

57. La proteina de fusién de la modalidad 56, en donde el dominio de solubilizacién se inserta
entre el dominio similar a EGF y el dominio C1.

58. La proteina de fusién de la modalidad 56, en donde el dominio de solubilizacién se inserta
entre el dominio similar a EGF y el dominio C2.

59. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades 56 a 58, en donde el dominio
de solubilizacién es HSA, HSA D3 o Fc—-IgG, o una variante funcional de los mismos.

60. La proteina de fusién de una cualquiera de las modalidades 56 a 59, en donde la proteina

de fusion tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID enumerada en la Tabla
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4.

61. Un acido nucleico aislado que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las
modalidades 56 a 60.

62. Un vector viral que comprende el &cido nucleico aislado de acuerdo con la modalidad 61,
de modo preferente el vector viral que comprende el 4cido nucleico aislado de acuerdo con la
modalidad 60 se deriva de AAV.

63. El vector viral de acuerdo con la modalidad 62, en donde el vector se administra a un sujeto,
por ejemplo, un sujeto humano, que lo necesite.

64. El vector viral de acuerdo con la modalidad 62, para su uso en el tratamiento y/o prevencion
de las enfermedades enumeradas en el presente documento.

65. Un vector de clonacién o expresion que comprende el acido nucleico de acuerdo con la
modalidad 61.

66. Una célula huésped recombinante adecuada para la produccién de una proteina de fusion
terapéutica, que comprende uno o0 mas vectores de clonaciéon o expresiéon de acuerdo con la
modalidad 65 y, opcionalmente, sefiales de secrecion.

67. La célula huésped recombinante de la modalidad 66, en donde la célula huésped es por
ejemplo una célula procariota, de levadura, de insecto o de mamifero.

68. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 56 a 60, en donde la expresion
de la proteina en una célula huésped da como resultado un rendimiento de al menos 10 mg/L.
69. La proteina de fusion de una cualquiera de las modalidades 56 a 60, 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.

Debe entenderse que cada modalidad puede combinarse con una o0 mas de otras
modalidades, en la medida en que dicha combinacidn 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.
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Ejemplos
Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente la descripcion pero

no para limitar su alcance. Otras variantes de la descripcion seran evidentes para un experto en la

técnica y estan incluidas en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1: Generacion de proteinas de fusion

MFG-E8 es una proteina de mdltiples 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 longitud completa,
como se documenta en la literatura, han demostrado que los agregados de proteinas y las tasas
de expresién 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—-IgG1l humano, albimina de suero
humano (HSA) y el dominio 3 de HSA (HSA D3) se fusionaron en diferentes posiciones a MFG—
E8; en el extremo N o C, o entre el EGF y los dominios C1 o C1 y 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—-IgG1 o HSA también puede mejorar la produccién y solubilidad (Castellanos et
al., (2016) supra) de la proteina de fusion como se muestra en los siguientes ejemplos.

La Tabla 5 muestra la unién 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

FcRn humano FcRn humano
H 5,8 H7,4
Muestra (P ) (P )
Ko (nM) n Ko (nM) n
FP330 (SEQ ID NO: 42) 1380 + 95 2 Sin uniodn 1
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Ejemplo 2: Generacidn de fusiones HSA wtMFG-E8 y MFG—-ES8; expresion y purificaciéon

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 sintetiz6 en GeneArt (Regensburg, Alemania) y se cloné en un vector de
expresion de mamifero utilizando técnicas de clonacion basadas en ligadura de enzimas de
restriccion. El plasmido resultante se transfecto en células HEK293T. Para la expresion transitoria
de proteinas, los vectores para cadenas de tipo salvaje o 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 suspensién a una densidad de 1-2
millones de células por mL con ADN que contenia 100 ug de vectores de expresiéon que codifican
las cadenas manipuladas. A continuacion, se introdujeron los vectores de expresidn 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 mMy 0,25 pug/mL de antibiético.

A continuacion, los constructos producidos se purificaron a partir del sobrenadante libre de
células, utilizando cromatografia de afinidad de iones metalicos 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 tritén al 1% y NaPO4 20 mM,
NacCl 0,5 Mn, imidazol 20 mM, pH 7,0. La resina se lavé tres veces con voliumenes de columna 15
de NaPO4 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, NacCl 0,5 Mn, Imidazol 500 mM, pH 7,0).

Cuando la proteina se capturé 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 lavé tres veces con volimenes de columna 15 de PBS, pH 7,4 antes de eluir
la proteina con volumenes de columna 10 de buffer de elucién (citrato 50 mM, NaCl 90 mM, pH
2,5) y se neutraliz6 el pH utilizando TRIS 1 M pH 10,0.

Finalmente, las fracciones eluidas se pulieron utilizando cromatografia de exclusién por

tamarfio (HiPrep Superdex 200, 16/60, GE Healthcare Life Sciences) y se analizaron mediante
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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—Fc (boton)—-C1-C2; SEQ ID NO: 18)
con el ojal Fc—IgG1 (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 purificacién para un
conjunto adicional de proteinas de fusion 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 expresion sobre wtMFG—-E8. Como
se muestra en la columna de la derecha de la Tabla 6, las fusiones HSA de MFG—-E8 también
muestran un aumento en el rendimiento de al menos 100 veces con respecto a wtMFG—ES8.

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-E8 0,2 0,04
FP220 (HSA—-EGF-C1-C2) 23 5,5
FP110 (EGF-C1-C2-HSA) 34 7,8
FP330 (EGF-HSA-C1-C2) 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 mezcl6é 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 tampdn 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).
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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
Linea 3: EGF[MFG-E8]_C1[MFG-ES8]_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] SEQID 74  89,27kDa
Linea 6: EGF[MFG-E8]_HSA_C1[MFG-ES§] SEQID 73  88,72kDa
Linea 7: EGF[EDIL3]_HSA_C1[EDIL3] SEQID 71  98,22kDa
Linea 8: EGF[EDIL3]_HSA_C2[EDIL3] SEQID 135 98,20kDa
Linea 9: EGF[MFG-E8]_HSA_C2[MFG-ES§] SEQ ID 137 88,45kDa
Linea 10: EGF[EDIL3]_HSA_C1_C2[MFG-ES8] SEQID80  115,67kDa
Linea 11: EGF[MFG-E8]_HSA_C1_C2[EDIL3] SEQID82  107,32kDa

Ejemplo 3: Caracterizacién de proteinas disefiadas MFG-E8-HSA
3.1 Union de fosfatidilserina (bioquimica)

Se disolvié L—a—fosfatidilserina (cerebro, porcino, Avanti 840032, Alabama, EE. UU.) En
cloroformo, se diluy6 en metanol y se recubrieron placas de microtitulaciéon de 384 pocillos
(Corning™ 3653, Kennebunk ME, EE. UU.) a 1 ug/mL. Después de la incubacion durante la noche
a 4°C, el solvente se evaporo utilizando un sistema SpeedVac™ (Thermo Scientific ™). Las placas
se trataron con solucién 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 union de proteinas de fusion a L—a—fosfatidilserina se evalué compitiendo contra la union
de lactadherina/MFG—E8 murina biotinilada (producida internamente, mMMFG—ES8: biotina). Las
proteinas se diluyeron en PBS que contenia BSA libre de &cidos grasos al 3%, pH 7,4 y se
incubaron con placas de microtitulacién recubiertas con L—a—fosfatidilserina durante 30 min.
MMFG-ES8: biotina se agreg6 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 eliminé 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 agreg0 estreptavidina marcada con
europio (Perkin ElImer 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™. El 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
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se cuantificd con un lector de placas de etiquetas multiples Envision™ 2103, Perkin Elmer, CT,
EE. UU.). El analisis de los datos se realiz6 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 union 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 dilucion 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 WtMFG-E8 plantea un desafio en la
manipulacién en el laboratorio y muy probablemente durante la fabricaciéon y producciéon 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
WtMFG-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 descripcion 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 union de las proteinas de fusién 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 union de FP278 a L—a—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—-ES8. La fuerza de unién de varias proteinas de
fusién recombinantes a L—o—fosfatidilserina inmovilizada se muestra en la Fig. 4B. El wtMFG—-E8
humano y las proteinas de fusion FP278 (etigueta EGF—HSA-C1-C2—-His; SEQ ID NO: 44) y
FP260 (EGF-HSA-C1; SEQ ID NO: 34) compitieron eficazmente con la uniéon de 1 nM de MFG-
E8 de ratdn biotinilado para inmovilizar L—o—fosfatidilserina de una manera dependiente de la
concentracion. Los valores de ICso obtenidos para las proteinas de fusion significan fuerzas de
union de L—a—fosfatidilserina muy similares de los dominios C1-C2 de la proteina FP278 disefiada
(etigueta EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) en comparacion con wtMFG—E8 humano.
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Sorprendentemente, estos datos también sugieren que el dominio C2 humano no interactta o solo
interactda débilmente con la L—a—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 compitio en este
formato de ensayo. Se probdé FP100, una proteina EGF—C2-C2 (SEQ ID NO: 26) y no compiti6é en
este formato de ensayo (no mostrado), dejando el dominio C1 como el resto de unién 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 unién a PS integral de las proteinas disefiadas MFG—
E8 y es importante para las funciones dependientes de la unién a PS. Como tal, el dominio C1
puede ser (til para la sustitucién en proteinas heterélogas para conferir unién a PS; sin embargo,
la union de PS mas alta se mostr6 para las proteinas de fusién que contienen un dominio en

tdndem C1-C2 o C1-C1 (este ultimo no se muestra).

3.2 Ensayo de adhesién de integrina av

Las proteinas de fusion se diluyeron en solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) pH
7,4 y se inmovilizaron 50 pyL de una solucion 24 nM por adsorcion (placa de 96 pocillos, Nunc
Maxisorb) durante la noche (1,2 nM/pocillo). Las placas se trataron posteriormente con PBS que
contenia albumina de suero bovino (BSA) libre de acidos grasos al 3% a TA durante 1,5 h. Se
cultivaron células de linfoma que expresan integrina av3 (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 adhesién. Las células se marcaron con 3 pg/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 durante 40 min. Las
células no adherentes se eliminaron mediante lavados repetidos con buffer de adhesién. La
fluorescencia de las células adherentes se cuantificd utilizando un lector de placas de mdltiples
etiquetas Envision™ 2103, Perkin Elmer, EE.UU. EIl 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 blogueada completamente por el inhibidor de la integrina av cilengitide o EDTA 10

mM que demuestra la adhesion celular dependiente de la integrina a la proteina disefiada
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inmovilizada (Fig 5A) . 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) result6 en la abrogacion completa
de la adhesién 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 so6lo marginalmente, apoyo 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 Cl1, C2 o C1-C2 se fusionaron al EGF-HSA en la
posicibn 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 union de integrina.

3.3 Ensayo de eferocitosis de macrofagos y neutrofilos humanos

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de la capa
leucocitaria mediante centrifugacion en gradiente Ficoll (Ficoll®—Paque PLUS, GE Healthcare,
Suecia) seguida de seleccién negativa de monocitos utilizando un kit de aislamiento Stemcell
(Stemcell 19059, Vancouver, Canadd). Los monocitos se diferenciaron en macréfagos "M0"
utilizando M—CSF humano recombinante 40 ng/mL (Factor estimulante de colonias de macréfagos,
R&D Systems, EE. UU.) en RPMI 1640 que contenia HEPES 25 mM, FBS al 10%, Pen/Estrep,
NaPyr 1 mM, 50 uM 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
40.000 células/pocillo y se dejaron adherir durante 20h.

Neutrdfilos: Se aislaron neutréfilos humanos de las capas leucocitarias mediante
sedimentacion de dextrano en combinacién con un gradiente de densidad Ficoll™ como sigue: Se

elimind el plasma de la capa leucocitaria mediante centrifugacion de la capa leucocitaria diluida.
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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 recogié el sedimento y se lisaron los
eritrocitos restantes utilizando buffer de lisis de glébulos rojos (RBC) (BioConcept, Suiza). Los
neutroéfilos 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 macréfagos MO se incubaron con las proteinas de fusion durante 30 min. Se agregaron
neutréfilos marcados apoptoticos en una proporcion de MO/neutréfilos 1: 4. Se visualiz6 la
eferocitosis de neutréfilos apoptoticos por macrofagos aprovechando el aumento de la intensidad
de fluorescencia de DRAQS5 tras la localizacion de neutréfilos en el compartimento lisosémico de
pH bajo de los macrofagos MO.

La eferocitosis se cuantifico utilizando un sistema de analisis 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 proporcion de macréfagos que contienen al menos un evento de neutréfilos
apoptaticos ingeridos (DRAQ5high) con respecto al numero total de macrofagos. El andlisis de los

datos se realizo utilizando el software MS Excel y GraphPad Prism.

El efecto de la proteina de fusién 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 fusién aumentan la internalizacion de neutréfilos humanos
moribundos marcados con pHrodo en macr6fagos 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
fusibn 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 macréfagos de neutrofilos humanos moribundos por 100 pg/mL de

lipopolisacarido (LPS) en tres donantes humanos. El panel de la izquierda muestra la respuesta
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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 neutréfilos 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 macrdfagos humanos con la proteina de fusién FP330 se muestra en la Figura 8. La Figura 8A
muestra el efecto de una concentracion de 100 nM de proteina de fusion en la promocion 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 adiciéon
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 adicion de S. aureus, y sobre la promocion 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 piel bovina,
concentracion final al 0,2% en PBS, dilucién de solucion 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 acido (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 apoptoéticas 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
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Unido), azida soédica al 0,05% p/v (Merck, Alemania) y EDTA 05 mM (&cido

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 numero 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 centrifugd a 300 xg durante 5 min
a TA y se resuspendi6 en medio de cultivo para permitir un nimero de células de 6,6 x 104
células/mL. Se agregaron 150 pL/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
C0O2/95% de humedad durante 16—20 horas adicionales.

El nimero de células Jurkat E6-1 y el estado de viabilidad/muerte celular 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 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 aspiracion y se agregaron 25 pL de medio
de cultivo fresco precalentado (37°C), seguido de la adicién de 25 uL de proteina de fusién o
controles diluidos 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 fusion interactuaran con las HUVEC durante 30 min a 37°C/5% de CO2/95% de
humedad antes de la adicion de células Jurkat moribundas.

Se cont6 el nimero de células Jurkat E6-1 apoptéticas/moribundas utilizando un citbmetro
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 10° 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 tincidn). Después de tefiir durante 10 min a 37°C, el éster de STP pHrodo™ Green reactivo
restante se inactivd con medio de tincion complementado con FBS al 10% durante 5 min

adicionales a 37°C. Las células marcadas con pHrodo™ Green se lavaron una vez y el numero de
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células se ajusto a 3 x 10° células/mL en medio de cultivo HUVEC. Se afiadieron 1,5 x 108/pocillo
de células Jurkat marcadas con pHrodo™ Green a HUVEC y se incubaron a 37°C/5% de CO,/95%
de humedad durante 5 h. Se eliminé el medio, se lavaron las HUVEC una vez en PBS y se
separaron con 40 plL/pocillo de solucion Accutase™. Las células se recolectaron mediante la
adicién 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 microtitulacién con fondo en V de 96 pocillos (BD Biosciences, EE.
UU.). A continuacion, las muestras se midieron en un citometro de flujo BD LSRFortessa™ (BD
Biosciences, EE. UU.). Se registré la intensidad de la fluorescencia pHrodo™ Green, como
indicador de la localizacion lisos6mica 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 sehal 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 ECsq.

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
internalizacién de las células T Jurkat humanas moribundas marcadas con pHrodo por las HUVEC
se potencia de forma potente por la proteina de fusiébn 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 fusién en este ensayo
depende claramente de la presencia de un dominio en tAindem C1-C2 o C1-C1. Una proteina de
fusién que consiste en EGF-HSA-C2 (FP270), por ejemplo, esta inactiva en este entorno
experimental, como se muestra en la Figura 9. La Figura 10 demuestra nuestro hallazgo altamente
sorprendente de que la ubicacién 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 blogueo de eferocitosis en el
ensayo de eferocitosis de macréfagos a las proteinas disefiadas de MFG—-E8 HSA. Estos datos

demuestran claramente la importancia de posicionar el dominio HSA entre los dominios de unién
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aintegrinay de unién a PS para la promocion eficiente de la eferocitosis por las proteinas de fusion
de la presente descripcion.

La Figura 11 muestra una comparacion de la promocion de la eferocitosis endotelial
mediante varios formatos de proteinas de fusibn que comprenden combinaciones de un dominio
EGF, un dominio C1-C2, HSA o un dominio Fc. La Figura 11A muestra una comparacién de
proteinas de fusién 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 etiqueta EGF—HSA-C1-C2—His (FP278; SEQ ID NO: 44),
respectivamente. La Figura 11B muestra una comparacion de proteinas de fusién 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
FP0O70 (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) Numeracion de la EU (Merchant et al (1998) supra). La Figura 11C
muestra una comparacion de las proteinas de fusién 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 HUVECS 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 fusién bioactiva
basada en la proteina puente endégena EDIL3, un paralogo de MFG—E8. Como se muestra en la
Fig. 11D, HSA se insert6 entre el dominio similar a EGF y el dominio C1-C2 de EDIL3, el paralogo
de MFG-EB8. Este constructo EDIL3 (FP050 (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 diseflada
recombinante con una pureza muy alta (Fig.2B). Ademas, se encontré sorprendentemente que la
proteina FP050 disefiada recombinante derivada de EDIL3 promovié la eferocitosis de células

Jurkat moribundas por células endoteliales (HUVECS) que demuestran la funcionalidad central de
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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, concentracién final al 0,2% en PBS, dilucién de
solucion de stock al 2%, Sigma Aldrich/Merck, Alemania). Las células se cultivaron con medio de
cultivo 199 (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.) 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 preparé 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 quebrado/congelacion utilizando nitrégeno liquido y
descongelacion a 37°C. Los fragmentos de plaquetas/microparticulas se sedimentaron mediante
centrifugacion a 20 000 xg durante 15 min a TA. El sedimento se resuspendio 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 determind mediante citometria de flujo utilizando
lactadherina/MFG—E8 murina marcada con Alexa Fluor™ 488 (Novartis internamente). Se
determiné el nimero de microparticulas utilizando perlas de recuento dedicadas (BioCytex/Stago,
Francia). 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 sodica al 0,05% p/v (Merck,

Alemania) y EDTA 0,5 mM (&cido 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 citbmetro de flujo Guava EasyCyte
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(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 nimero de células de 6,6 x 104
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 CO,/95% de humedad durante 16—20 horas adicionales.

En el dia 2, se extrajo el medio de las células HUVEC por aspiracion y se agregaron 25 L
de medio de cultivo fresco precalentado (37°C), seguido de la adicién de 25 uL de la proteina de
fusiéon FP278 (etiqueta 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
C02/95% de humedad durante 30 min antes de la adicibn 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 2x108 particulas/mL en medio RPMI 1640 (sin FBS)
suplementado con tinte pHrodo™ Green STP Ester a una concentracion final de 5 pyg/mL (medio
de tincién). Después de tefiir durante 10 min a 37°C, el éster de pHrodo™ Green STP reactivo
restante se inactivd con medio de tincion 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 ajust6 a 1x108
particulas/mL en medio de cultivo celular HUVEC. Se agregaron 5x108 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 retir6 el medio, se lavaron las células HUVEC una vez en
PBS y se separaron con 40 pL/pocillo de solucién Accutase™. Las células se recolectaron
mediante la adiciéon 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 pL 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 citdmetro de flujo
BD LSRFortessa™ (BD Biosciences, EE. UU.). Se registro la intensidad de la fluorescencia de
pHrodo™ Green, como indicador de la localizacién lisosomica de las microparticulas absorvidas.

El andlisis de datos de citometria de flujo se realizé utilizando el software FlowJo™. Se utilizaron
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como lectura los valores medios de intensidad de fluorescencia (MFI) de la senal de pHrodo™
Green de células HUVEC reguladas por singlete. El analisis de datos se realiz6 utilizando el
software MS Excel y GraphPad Prism para el célculo de ECs. La proteina de fusion FP278
promovio la eferocitosis de microparticulas derivadas de plaquetas por células endoteliales de una
manera dependiente de la concentracidn como se muestra en la Figura 12. La promocion de la
captacién fue dependiente de la concentracion y también se observd 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 plasmén superficial (SPR) de la proteina de fusién
FP330
a FcRn

Se realizé un ensayo de unién directa para caracterizar la union 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 union se adquirieron mediante la inyeccion posterior de diluciones de analito en serie en
la celda de flujo de referencia y medicidn. Se incluyeron muestras de concentracion 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 disociacion (KD).

La proteina de fusion FP330 se une a FcRn a pH 5,8 con una afinidad de 1380 nM, mientras
gque no se observé unién 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 (etiqueta
EGF-HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) se midi6 utilizando calorimetria de barrido diferencial. Las

mediciones se realizaron en un micro calorimetro de barrido diferencial (Nano DSC, TA
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instrumentos). El volumen de la celda fue de 0,5 mL y la velocidad de calentamiento fue de
1°C/min. La proteina se utilizd a una concentracién de 1 mg/mL en PBS (pH 7,4). La capacidad
calorifica molar de la proteina se estimo6 por comparacién 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 fusion, el primer Tm fue a 50°C, el segundo Tm a 64°C.

5.3 Mediciones de solubilidad y propension a la agregacién de variantes de MFG-ES8

En primer lugar, se midié la propension a la agregacion de la proteina variante FP278 de
MFG-ES8 (etiqueta EGF—HSA-C1-C2-His; SEQ ID NO: 44) mediante dispersién de luz dindmica
(DLS, Wyatt). Se aplicé la dispersion de luz dinAmica para medir los coeficientes de difusion
traslacional de FP278 en solucién 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
concentraciéon de 1 mg/mL. Los radios hidrodinamicos de la proteina de fusion 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 pL de
la solucién de proteina sin diluir y filtrada (filtro PVDF de 0,22 um (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 solucion.

En segundo lugar, se realizaron mediciones del radio hidrodinamico dependiente de la
concentracion de la proteina de fusibn 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 describié anteriormente. Al aumentar la concentracion de la proteina de
fusién FP278, no se pudo observar ningiin aumento del radio (5—7 nm), mientras que la medicion
dindmica de la dispersion de luz de wtMFG—-E8 (SEQ ID NO: 1) fallé debido a la alta agregacion a

concentraciones de alrededor de 0,2 mg/mL.
Ejemplo 6: Optimizacion 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 fusibn basadas en MFG-E8 variantes
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optimizadas para mejorar la expresion y el rendimiento. Se generd un panel de proteinas variantes
con ligadores de tamafo y estructura variables, por ejemplo, ligadores que comprenden GS entre
los dominios EGF y HSA y/o multiplos de GS o G4S 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 ID
aminoéacidos! NO:
WtMFG-E8 | EGF-C1-C2 - - 1
FP330 EGF-GS-HSA-ligador-C1-C2 - (G2S)a 42
ligador
(SEQ ID
62)

FP278 Etigueta EGF-GS-HSA-ligador— | — (G2S)4 44
C1-C2-His ligador
(SEQID
62)

FP811 EGF-GS-HSA*—ligador—-C1-C2 Delecion: G632 — | G4S 54
L633 (SEQ
ID NO:
64)

FPO10 EGF-GS-HSA*-ligador-C1-C2 Delecion: G632 — | (G4S), |56
L633 (SEQ
ID NO:
65)

FP816 EGF-HSA-C1-C2 - - 58
FP138 EGF-GS-HSA*-ligador-C1-C2 Delecién: G632 — | (G2S)4 52

L633 ligador
(SEQ ID
62)
FP284 EGF-GS-HSA*-ligador—C1-C2 Sustitucion L633V (G2S)a 50
ligador
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(SEQ ID
62)

FP776 EGF-HSA*-C1-C2 Delecion: A626 —L633 | - 48
FP068 EGF-HSA*-C1-C2 Delecion: G632 —| - 46
L633

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

Ejemplo 7: Proteinas de fusion variantes MFG—ES8; 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 patentada, 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 clonacion 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 transfect6 en células CHO-S adaptadas a la suspension utilizando el agente de
transfeccién 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 g 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 secrecion durante siete dias en
medio de cultivo (medio de expresion ExpiCHO, suplementado con alimentacion ExpiCHO y
reactivo potenciador (Thermo)).

Como puede verse en los datos de expresion mostrados en la Tabla 8, las proteinas de
fusién 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 fusion 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
(mgi/L)
FP330 11
FP138 10
FP816 9
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FPO68* 18
FP776* 21
FP284 10
FP811 8

FPO10 10

* indica proteina de fusidn producida en una linea celular CHO

Se han obtenido proteinas de fusion terapéuticas adicionales de acuerdo con los métodos
descritos en el Ejemplo 1. Por ejemplo, los niveles de expresion (mg/L) obtenidos después del

proceso de purificacion completo (captura y pulido) son 4,3 para Seq ID 80 y 8,4 para Seq ID 82.

Ejemplo 8: Caracterizacion de proteinas de fusion variantes

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

En un primer ensayo, se determiné el efecto de las proteinas de fusion variantes en un
ensayo de eferocitosis de macrofagos—neutréfilos humanos de acuerdo con el método descrito en
la Seccién 3.3 anterior. Los macréfagos MO se incubaron con la proteina de fusion FP330 (EGF-
HSA-C1-C2; SEQ ID NO: 42) o variantes FP278 (etiqueta 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 (lipopolisacéarido
(LPS))—eferocitosis alterada de neutréfilos moribundos por macréfagos humanos. El aumento de
las concentraciones de las proteinas de fusién FP330 (CEso = 1,6 nM; Figura 13A), FP278 (CEsp =
1,78 nM; Figura 13B) y FP776 (CEso = 0,5 nM; Figura 13C) llevaron al rescate de la eferocitosis
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 internalizacidn 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
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estan armadas por las proteinas de fusién para convertirse en fagocitos eficientes de células

moribundas.

Ejemplo 9: Proteccion de ratones de AKIl y larespuesta organica 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 instalacién 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 administré por via intraperitoneal (i.p.) o intravenosa (i.v.) dos horas antes de la
cirugia. Se aplico 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 narcéticos (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 afeit6 la piel del
abdomeny se desinfectd 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 control6 durante toda la cirugia mediante una sonda rectal (Physitemp
Instruments LLC, EE. UU.) y se controlé para permitir una temperatura corporal de 36,5-37,5°C.
Todos los animales, incluidos los controles SHAM, se sometieron a nefrectomia unilateral del rifion
derecho: después de la incision/laparotomia en la linea media, el contenido abdominal se retird
hacia la izquierda para exponer el rifién derecho. Se desconectaron y ligaron el uréter derecho y
los vasos sanguineos renales, luego se extrajo el rifidn derecho. Para los animales que padecieron
AKI, el contenido abdominal se colocé a la derecha sobre una gasa estéril y se diseccionaron la
arteria y la vena renales izquierdas para permitir el pinzamiento para la induccion de isquemia. Se
utilizé 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 rifién de rojo a violeta oscuro, que se
produjo en unos pocos segundos. Tras la induccion de la isquemia (35—38 minutos), se retir6 la
pinza del microaneurisma. Se uso6 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 afiadié

i.p. 1 mL més de solucion salina estéril como reemplazo de fluidos. Al iniciar la reperfusion, la
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herida se cerr6 en dos capas (musculo y piel, por separado). A continuacion, los animales se
mantuvieron bajo una lampara roja caliente hasta que se recuperaron por completo. Se volvi6 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 ug/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 continuacion. Para los estudios para detectar marcadores séricos y expresién 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 fusion FP776 se dosifico profilacticamente 30 min antes de la induccion de AKl a 1,26 mg/kg o
se dosificé terapéuticamente 5 h después de la induccion de la lesién por isquemia—reperfusion a

2 mg/kg i.v.

Tabla 9: Dosificaciéon de proteinas de fusion terapéuticas

Proteina de fusion Dosis (mg/kg) Via de administracion
FP278 0,16 i.p.

0,50
FP330 0,20 V.
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 induccion de reperfusion por

isquemia y se analizaron para determinar el contenido de creatinina sérica y nitrégeno ureico en
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sangre (BUN) utilizando un analizador clinico Hitachi M40 de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (Axonlab, Suiza).

Expresion del marcador gPCR en 6rganos:

Los organos (rifion, higado, pulmon 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 corazon se digirié con proteinasa
K (RNeasy Mini Kit), mientras que los lisados de rifion, 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 QIAshredder (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 concentracion de ARN se midi6é con
un dispositivo Nano Drop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc). Se sometieron a transcripcién
inversa 2 ug de ARN por muestra de acuerdo con el Manual del kit de transcripcion inversa de
ADNCc de alta capacidad (Thermo Fisher Scientific Inc) utilizando un termociclador SimpliAmp
(Applied Biosystems, EE. UU.). El ADNc se combiné 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 6ptica MicroAmp, Thermo Fisher Scientific Inc). La
gPCR se realizo 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 3y 4 se
repitieron durante 45 ciclos. El andlisis de datos se realiz6 utilizando el software ViiA 7, el software

de analisis de datos qPCR se realizé 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
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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 O./N.O (1: 2), administrado a través de un cono nasal. Todas las mediciones se realizaron en
animales que respiran espontdneamente; no se aplicé activacion cardiaca ni respiratoria.

Después de colocar un ratdbn en el escaner, se adquirieron imagenes rapidas de
exploracién con fines de localizacion. Los andlisis de perfusion se realizaron utilizando un agente
intravascular que contenia nanoparticulas de Oxido de hierro superparamagnético (SPIO)
(Endorem®, Guerbet, Francia). 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
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 resolucion de
400 ms/imagen. Tras la adquisicion de 25 imagenes de referencia, se inyecté un segundo bolo
durante 1,2 s y se adquirieron 575 imagenes mas 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 sefial
proporcional a la perfusion del rifién. Para una serie de imagenes, las intensidades de la sefial se
evaluaron en las regiones de interés (ROI) ubicadas en la corteza/franja externa de la médula
externa. La posicion, la forma y el tamafio de las ROI se eligieron cuidadosamente para asegurar
gue cubrieran aproximadamente la misma regién, a pesar de los movimientos del rifién 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 utlizadas 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 captacion de las
nanoparticulas en el higado, detectando el cambio de contraste evaluado en las ROI colocadas en

el higado.
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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) protegio la funcidon renal en este modelo de lesion renal aguda (AKI) cuando
se administré por via i.p. (FP278) o i.v. (FP330y FP776). Esta proteccion se refleja en el bloqueo
del aumento de creatinina sérica (sCr). La Figura 15A muestra que la proteina de fusién 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 protegié la funcion 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 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 15y 16, las proteinas de fusion 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 fusién 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 érganos distantes altamente
perfundidos como el bazo, pulmén, higado, corazén y cerebro. Los ARNm tipicos indujeron dafio
seleccionado (NGAL, KIM-1), induccién de quimiocinas (no mostradas) o induccién de induccién
de proteinas de respuesta de fase aguda como amiloide A sérico (SAA). Las figuras 17Ay 17B
ejemplifican dicha respuesta inducida por AKI (amiloide A sérico (SAA)) en el corazén y pulmoén
murinos que se bloqued de forma potente y volvio a los niveles de SHAM después de una Unica
inyeccion de la proteina de fusién.

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 absorcion significativamente
reducida del agente de contraste por el higado (objetivo = células de Kupffer) en comparacion con
los animales simulados. El tratamiento con FP776 (dosificado profilacticamente a 1,26 mg/kg, —30
min antes de la induccién de AKI, o dosificado terapéuticamente a 2 mg/kg, +5 h después de la
induccioén de la lesidn por reperfusion por isquemia) protegido de la pérdida de la acumulacién de

agente de contraste en el higado de ratones AKI. Estos resultados sugieren que en este modelo
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de ratdn, AKI desencadena un deterioro significativo de la depuracion de particulas mediado por
células de Kupffer endégenas y que AKI causa alteraciones microvasculares que impactan en la
acumulacion de agente de contraste de particulas de hierro en el higado. El tratamiento con la
proteina de fusiébn FP776 protegid de la pérdida de depuracion y de las alteraciones
microvasculares, e incluso aumentd la absorcién del agente de contraste en ambas dosis
probadas, en comparaciéon con los animales simulados.

Ejemplos 10: Caracterizacion de proteinas disefiadas MFG-E8-HSA

10.2 Ensayo de adhesion de integrina av

Las proteinas de fusién se diluyeron en solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) pH
7,4y se inmovilizaron 50 ul de la concentracion indicada por adsorcién (placa de 96 pocillos, Nunc
Maxisorb) durante la noche. Las placas se trataron posteriormente con PBS que contenia albumina
de suero bovino (BSA) libre de 4cidos grasos al 3% a TA durante 1,5 h. Se cultivaron células de
linfoma que expresan integrina avf3 (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 marcaron con 3 yg/mL de 2',7'-bis-(2carboxietil)-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%, MnCI2 1 mM, pH 7,4) y se dejaron adherir 50000 células/pocillo a TA durante 40 min. Las
células no adherentes se eliminaron mediante lavados manuales con buffer de adhesion. La
fluorescencia de las células adherentes se cuantificd utilizando un lector de placas de mdltiples
etiquetas Envision™ 2103, Perkin Elmer, EE.UU. El analisis de los datos se realizé con el software
MS Excel y GraphPad Prism.

La adhesién de células BW5147.G.1.4 al dominio similar a EGF inmovilizado que contiene
proteinas de fusion. Este hallazgo sugiere que en las condiciones experimentales probadas, el
bucle RGD en el dominio similar a EGF fusionado a HSA de proteinas de fusion basadas en MFG—
E8 o EDIL3/DEL-1 es accesible y permite la interaccién con integrinas av celulares. Tomados en
conjunto, estos datos demuestran que las proteinas de fusién de la presente descripcion se unen
a integrinas celulares, apoyan la adhesion celular dependiente de integrinas e indican que en las

proteinas con un inserto de dominio HSA conservan la funcionalidad.

10.3 Ensayo de eferocitosis de macréfagos y neutréfilos humanos
Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de la capa
leucocitaria mediante centrifugacion en gradiente Ficoll (Ficoll®—Paque PLUS, GE Healthcare,

Suecia) seguida de seleccidon negativa de monocitos utilizando un kit de aislamiento Stemcell
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(Stemcell 19059, Vancouver, Canada). Los monocitos se diferenciaron en macréfagos "M0"
utilizando M—CSF humano recombinante 40 ng/mL (Factor estimulante de colonias de macréfagos,
R&D Systems, EE. UU.) en RPMI 1640 que contenia HEPES 25 mM, FBS al 10%, Pen/Estrep,
NaPyr 1 mM, 50 uM de B—Merc durante 5 dias. Un dia antes de la eferocitosis, los macrofagos 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.

Neutréfilos: Se aislaron neutréfilos humanos de las capas leucociticas mediante
sedimentacion de dextrano en combinacién con un gradiente de densidad Ficoll™ como sigue: Se
eliminé 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 2030 min.

Se recogieron los leucocitos del sobrenadante y en una capa Ficoll™ —Paque (GE
Healthcare Suecia). Después de la centrifugacion, se recogié el sedimento y se lisaron los
eritrocitos restantes utilizando buffer de lisis de glébulos 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.
La apoptosis/muerte celular se indujo mediante el tratamiento de neutrdfilos con ligando de
Superfas 1 pg/mL (Enzo Life Sciences, Lausanne, Suiza) a 37°C durante 3 h. Los neutrofilos se
tineron 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 macréfagos MO se incubaron con las proteinas de fusion durante 30 min. Se agregaron
neutréfilos marcados apoptéticos en una proporcion de MO/neutréfilos 1: 4. Se visualizé la
eferocitosis de neutréfilos apoptoticos por macrofagos 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 cuantific utilizando un sistema de analisis 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 (IE, mostrado como %) se
calcul6 como la proporcién de macréfagos que contienen al menos un evento de neutréfilos

apoptéticos ingeridos (DRAQ5high) con respecto al numero total de macréfagos. El andlisis de los
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datos se realiz6 con el software MS Excel y GraphPad Prism.

En la Figura 13D se muestra el efecto de la proteina de fusion FP114 y FP133 (EGF-HSA-C1
derivada de MFG-E8 SEQ ID NO: xxx) sobre el rescate y promocién de la eferocitosis de
neutréfilos moribundos por macréfagos humanos tratados con LPS. Las proteinas de fusion
aumentan la internalizacion de neutréfilos humanos moribundos marcados con pHrodo en
macréfagos sobre la ya alta capacidad de eferocitosis de los macréfagos MO. En la Figura 13E se
muestra que la proteina de fusién FP147 recombinante (EGF_EGF_EGF_HSA_C1 derivado de
EDIL/DEL-1) puede rescatar la eferocitosis alterada por endotoxina (lipopolisacarido) de
neutréfilos moribundos por macréfagos humanos. En general, los datos muestran el hallazgo
sorprendente de que las proteinas de fusién derivadas de MFGES8 o EDIL3/DEL-1 trunctadas en

C2 promueven la eferocitosis con una eficacia nM baja in vitro.

Ejemplo 11: Proteccién de ratones contra AKI

11.1 Modelo de lesiéon 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 de NIH. La proteina de fusion
terapéutica bajo prueba se administré por via intraperitoneal (i.p.) o intravenosa (i.v.) dos horas
antes de la cirugia. Se aplico 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 inhalacion con isoflurano
se indujo en una cdmara de narcéticos (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 0,8-1,2 L/min. Se afeit6 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 monitorizacién
homeotérmica (PhysiTemp, EE. UU., Physitemp Instruments LLC, EE. UU.) y se cubrieron con una
gasa estéril. La temperatura corporal se controlé durante toda la cirugia mediante una sonda rectal
(Physitemp Instruments LLC, EE. UU.) y se controld para permitir una temperatura corporal de
36,5-37,5°C. Todos los animales, incluidos los controles SHAM, se sometieron a nefrectomia
unilateral del rifién derecho: después de la incision/laparotomia en la linea media, el contenido

abdominal se retird hacia la izquierda para exponer el rifion derecho. Se desconectaron y ligaron
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el uréter derecho y los vasos sanguineos renales, luego se extrajo el rifibn derecho. Para los
animales que experimentaron AKI, 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 induccion de isquemia. Se utilizdé una pinza de microaneurisma (B Braun, Suiza) para pinzar el
pediculo renal (arteria y vena juntas utilizando una pinza) para bloquear el flujo sanguineo al rifidén
e inducir isquemia renal. El éxito de la isquemia se confirmo mediante el cambio de color del rifion
de rojo a violeta oscuro, que se produjo en unos pocos segundos. Tras la induccion de la isquemia
(35—38 minutos), se retird la pinza del microaneurisma. Se utilizé 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 agrego6 i.p. 1 mL adicional de solucién salina estéril como reemplazo de
fluidos. Al iniciar la reperfusion, la herida se cerr6é en dos capas (musculo y piel, por separado). A
continuacion, los animales se mantuvieron bajo una lampara 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 incluy6 en el agua de bebida (9,091 ug/mL). Después de 24
h, los animales se sacrificaron para su andlisis. Las proteinas de fusion terapéuticas FP135 (EGF-
HSA-C1; SEQ ID NO: x) se ensayaron en el modelo de AKI y se dosificaron a 1,5 mg/kg i.v. 30
min antes del inicio de la lesién por reperfusion por isquemia. Se tomaron muestras de suero 24
horas después de la induccion de reperfusion por isquemia y se analizaron para determinar el
contenido de creatinina sérica y nitrégeno ureico en sangre (BUN) utilizando un analizador clinico

Hitachi M40 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Axonlab, Suiza).

Ejemplos 12: EGF_HSA_C1 protege en el modelo de fibrosis hepéatica (modelo CCL4)

La fibrosis hepética es una respuesta de curacion de heridas a varios tipos de agresiones.
Si progresa, puede conducir a cirrosis hepatica y mas tarde a carcinoma hepatocelular (CHC). Las
causas comunes de la fibrosis hepatica en los paises industrializados son el abuso de alcohol, las
infecciones por hepatitis viral y los sindromes metabdlicos debidos a la obesidad, la resistencia a
la insulina y la diabetes.

La agresién prolongada da como resultado la inflamacién y el depdsito de proteinas de la
matriz extracelular (MEC) por parte de células similares a miofibroblastos que son basicamente
células estrelladas hepaticas activadas (HSC). Estas células producen actina de musculo liso alfa
(aSMA) y depositan colagenos de tipo | y Ill, ademas de producir metaloproteinasas de matriz

(MMP) e inhibidores tisulares (TIMP). A medida que la enfermedad se vuelve crénica, la
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composicion de la ECM cambia de coladgenos tipo IV y VI, glicoproteinas y proteoglicanos a
colagenos tipo | y lll y fibronectina.

El higado puede regenerarse si la lesion no es grave, por lo que los hepatocitos adultos
vecinos son capaces de reemplazar las células apoptdticas o necrgticas. La resolucién de la
fibrosis ocurre cuando las HSC activadas experimentan apoptosis 0 vuelven a un fenotipo mas
inactivo.

Existen varios modelos in vivo disponibles que intentan imitar varios aspectos de la
enfermedad. El modelo de fibrosis hepatica debe poder reflejar varias caracteristicas patolégicas
y moleculares de la enfermedad humana, ademéas de ser facil de configurar y con buena
reproducibilidad. Los modelos de fibrosis inducida por sustancias quimicas son los mas cercanos
a estas caracteristicas ideales, siendo una de ellas el modelo de fibrosis hepética con tetracloruro
de carbono (CCl,) en roedores. Tras la inyeccion intraperitoneal repetida de esta hepatoxina, se
desarrolla una fibrosis hepatica que demuestra una buena semejanza con la fibrosis hepéatica
humana. Ademas, la retirada de la agresion da como resultado la resolucion de la fibrosis y, por
tanto, el modelo es reversible.

En la primera fase, la enzima CYP2E1 metaboliza CCls para proporcionar el radical libre
triclorometilo que contribuye a una reaccion de fase aguda caracterizada por dafio de las
membranas lipidicas y orgéanulos internos de los hepatocitos que finalmente conducen a la
necrosis. La fibrosis hepatica aguda mediada por CCl4 se caracteriza entonces por la activaciéon
de las células de Kupffer y la induccién de una respuesta inflamatoria, que da como resultado la
secrecion de citocinas, quimiocinas y otros factores proinflamatorios. Esto a su vez atrae y activa
monocitos, neutrdéfilos y linfocitos, lo que contribuye alin mas a la necrosis hepdatica seguida de
una fuerte respuesta regenerativa que da como resultado una proliferacion sustancial de
hepatocitos y células hepaticas no parenquimatosas alrededor de 48 horas después de la primera
aplicacion de CCl.. La fibrosis histolégica y las fibras cicatriciales aparecen 2 a 3 semanas después
en una segunda fase de la enfermedad. Se puede observar una tercera fase con fibrosis extensa
y acumulaciéon masiva de grasa hepatica y niveles séricos aumentados de triglicéridos y AST
después de 4 a 6 semanas de lesiébn de CCl4. La resoluciébn completa de la fibrosis hepéatica
inducida por CCls en ratones se observa normalmente dentro de varias semanas después de la
retirada de la toxina CCls. Un farmaco con la propiedad de acelerar la resolucion de la fibrosis seria
de patrticular relevancia para los pacientes con enfermedades establecidas. Por ejemplo en los
pacientes con EHNA (esteatohepatitis no alcohdlica) enfermedad renal cronica o esclerodermia
gue han establecido fibrosis, la demostracién de la resolucion de la fibrosis podria convertirse en

un criterio de valoracion clinico primario importante y puede permitir no solo detener la enfermedad
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sino también restaurar la funcién organica. (Yanguaset al 2016 . Experimental models of liver
fibrosis. Arch Toxicol. 2016; 90: 1025-1048. doi: 10.1007/s00204-015-1543-4.)

Modelo de fibrosis hepatica CCL4:
Induccién de la enfermedad:

Se inyect6 CCl, por via intraperitoneal 3 veces por semana durante 6 semanas en ratones
macho BALB/c de 8-12 semanas de edad a una dosis de 500 pL/kg recién diluidos en aceite de
oliva. Paises Bajos). Se administr6 CCls durante un total de 6 semanas para inducir fibrosis
hepética. El tratamiento con EGF_HSA_C1 (FP135) se inici6 después de 4 semanas o 5 semanas
0 6 semanas de tratamiento con CCL4. Se aplicé EGF_HSA_ C1 (FP135) a 0,8 mg/kg 3 veces por
semana por via intraperitoneal hasta la finalizacion del experimento (3 dias después de la cesacion
de CCL4).

Lecturas:

Se midieron las enzimas hepaticas como ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato
transaminasa) como una evaluacion del dafio hepatico en muestras de suero obtenidas al detener
CCLA4 (dia 0) y después de 3 dias al final del experimento. Se analizaron ALT y AST utilizando un
analizador clinico Hitachi M40 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Axonlab, Suiza).

Para cuantificar el contenido de colageno en el higado de los animales, se realiz6 un
ensayo de hidroxiprolina de acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando el ensayo de
colageno total (QuickZyme Biosciences, Paises Bajos). La expresion de los genes de colageno
COL1A1ly COL1A2 por gPCR se realizé6 como se describe en la seccion 9.3.

La ecoelastografia se utilizé como un método no invasivo confiable y reproducible para
evaluar la elasticidad del higado (rigidez) y se ha demostrado que se correlaciona positivamente
con la fibrosis hepatica (Li, R, Ren, X, Yan, F.et al Liver fibrosis detection and staging: a

comparative study of T1p MR imaging and 2D real-time shear-wave elastography. Abdom

Radiol 43, 1713-1722 (2018). https://doi.org/10.1007/s00261-017-1381-3). Ademas, esta técnica

se utiliza en la clinica y puede ayudar a traducir mejor el resultado de los datos preclinicos a la
enfermedad hepatica humana con fibrosis. La rigidez del higado se determind mediante una
evaluacion de la elastografia de ondas de corte basada en ultrasonidos (SWE): SWE se realizé
con un dispositivo Aixplorer® (Supersonic Imagine, Aix—en—Provence, Francia). Para las
adquisiciones, los ratones se anestesiaron con isoflurano (~ 1,5%) y se colocaron sobre una
almohadilla térmica. La sonda de ultrasonido (modelo SL25-15, SuperSonic Imagine, ancho de

banda 25 MHz, nimero de elementos 256) se colocd en un soporte y se acerco al higado para las
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evaluaciones. La sonda permitié una penetracion suficiente de las ondas para adquisiciones tanto
en modo B como SWE.

Para minimizar los artefactos de movimiento debidos a la respiracion, se adquirieron
elastogramas al espirar. Se adquirieron tres elastogramas por ratébn y punto de tiempo. A
continuacion, se extrajo la rigidez media de los tres elastogramas. El examen de ultrasonido duré

aproximadamente 5 min.

Ejemplo 13 Generacion de MFG-ES8 truncado en C2 (EGF-C1) y fusién HSA (EGF-HSA-C1);
expresion y purificacion.

Métodos para la generacién de las proteinas descritas en el presente documento se describen a
continuacion.

El ADN se sintetiz6 en GeneArt (Regensburg, Alemania) y se cloné en un vector de
expresion de mamifero utilizando técnicas de clonacion basadas en la ligadura de enzimas de
restriccion. El plasmido resultante se transfect6 en células HEK293T para la expresién transitoria
de proteinas. En resumen, los vectores se transfectaron en células HEK293T adaptadas a la
suspension utilizando polietilenimina (PEI; Cat# 24765 Polysciences, Inc.). Normalmente, se
transfectaron 100 mL de células en suspension a una densidad de 1-2 Mio de células por mL con
ADN que contenia 100 pg de vector de expresion que codifica la proteina de interés. A
continuacion, los vectores de expresion recombinantes se introdujeron en las células huésped vy el
constructo se produjo mediante el cultivo adicional de las células durante un periodo de 7 dias
para permitir la secrecion en el medio de cultivo (HEK, medio libre de suero) suplementado con
acido pluronico al 0,1 %, glutamina 4 mM y antibiotico 0,25 pg/mL.

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

Cuando la proteina marcada con his fue capturada por IMAC, el medio acondicionado
filtrado se mezclé con resina IMAC (GE Healthcare), equilibrada con NaPO,4 20 mM, NaCl 0,5 Mn,
imidazol 20 mM, pH 7,0. La resina se lavé tres veces con 15 volimenes de columna de NaPO4 20
mM, NaCl 0,5 Mn, imidazol 20 mM, pH 7,0 antes de eluir la proteina con 10 volumenes de columna
de buffer de elucion (NaPO4 20 mM, NaCl 0,5 Mn, imidazol 500 mM, pH 7,0).

Cuando la proteina se capturé mediante cromatografia anti-HSA, el medio acondicionado
filtrado se mezclé con resina anti-HSA (matriz de afinidad Capture Select Human Albumin,

Thermo), equilibrada con PBS, pH 7,4. La resina se lavé tres veces con 15 volimenes de columna
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de PBS, pH 7,4 antes de eluir la proteina con 10 volimenes de columna de buffer de elucién (citrato
50 mM, NaCl 90 mM, pH 2,5) y se neutraliz6 el pH usando TRIS 1 M pH 10,0.

Finalmente, las fracciones eluidas se pulieron mediante cromatografia de exclusion por
tamano (HiPrep Superdex 200, 16/60, GE Healthcare Life Sciences).

Se siguid el contenido de agregacion durante el proceso de purificacibn mediante
cromatografia analitica de exclusion por tamafio (Superdex 200 Increment 3,2/300 GL, GE
Healthcare Life Sciences).

El nivel de agregacion después del paso de captura y el rendimiento de la expresion
después de la purificacion de MFG-E8 truncado en C2 y la fusion HSA se muestran en la Tabla
10. La fusiébn HSA de MFG-ES8 truncado en C2 muestra una mejora de al menos 40 veces en la
expresion con respecto a MFG-E8 truncado en C2. Ademas, la fusién HSA de MFG-ES8 truncado
en C2 muestra al menos 4 veces menos agregacion en comparacion con MFG-E8 truncado en C2.
Estos datos sugieren que la fusién HSA de MFG-E8 truncado en C2 exhibe mejores propiedades
de produccién en comparacién con MFG-E8 truncado en C2. En consecuencia, la fusion de HSA

parece tener mejor capacidad de desarrollo para su uso como farmaco.

Tabla 10: Nivel de agregacién después del paso de captura y rendimiento de expresion después
de la purificacion de las proteinas EGF-C1 y EGF-HSA-C1

Adreaacion después del Rendimiento de expresion
SEQ ID 9 asg,]o de ca tupra (%) después de la capturay
b b 0 pulido (mg/L)
EGF_C1 115 46,7 0,275
EGF_HSA C1 73 10,8 11,575

Ejemplo 14: Dispersion de luz dinamica (DLS) de MFG-E8 truncado en C2 (EGF-C1) y fusion
HSA (EGF-HSA-C1)

La propension a la agregacion de MFG-E8 truncado en C2 y la fusion HSA se midi6
mediante dispersion de luz dinamica (DLS, Wyatt). Se aplico la dispersién dinamica de la luz para
medir los coeficientes de difusién traslacional de la proteina en solucion mediante la cuantificacion
de las fluctuaciones dinamicas en la luz dispersada. Como indicador de la formacion de agregados,

se midio el radio hidrodinamico bajo tension térmica a una concentracion de 3 mg/mL, utilizando
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un lector de placas DynaPro™ (Wyatt Technology Europe GmbH, Dernbach, Alemania) combinado
con el software DYNAMICS (version 7.1.0.25, Wyatt). La solucion de proteina se midi6 en una
placa de 384 pocillos (placa de 384 pocillos redondos, poliestirol, Thermo Scientific,
Langenselbold, Alemania).

Como se muestra en la Figura 23, el MFG-ES8 truncado C2 muestra un radio hidrodinamico
general mas alto en comparacion con la fusion HSA (5 nm frente a 80 nm a 25°C). Ademas, el
MFG-ES8 truncado en C2 muestra un fuerte aumento del radio hidrodindmico a partir de los 45°C,
lo que indica una fuerte formacién de agregacion, mientras que la fusién HSA conserva el mismo
radio hidrodindmico hasta al menos los 55°C. Estos datos sugieren que la fusibn HSA de MFG-E8
truncado en C2 es mas estable y exhibe mejores propiedades biofisicas en comparacion con MFG-
E8 truncado en C2. En consecuencia, la fusion de HSA parece tener mejor capacidad de desarrollo
para su uso como farmaco.

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 modalidades descritos en este documento son solo para
fines ilustrativos y que se sugeriran a los expertos en la técnica diversas modificaciones o cambios
a la luz de los mismos y se incluirdn dentro del espiritu y alcance de la presente solicitud y alcance
de las reivindicaciones adjuntas. Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente citadas

aqui se incorporan en el presente documento como referencia para todos los propésitos.
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