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DESCRIPCION
Proteinas de fusién que comprenden porciones de unién a PDGF y VEGF y métodos de uso de las mismas
REFERENCIA CRUZADA A LA SOLICITUD RELACIONADA

La presente solicitud reivindica el beneficio en virtud de la seccion 119(e) del titulo 35 del USC de la solicitud de patente
provisional de EE. UU. previa en tramitacién junto con la presente N.2 61/780.914, presentada el 13 de marzo de 2013.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere, en general, a proteinas de fusiéon que inhiben la via de PDGF vy la via de VEGF, a
composiciones de estas proteinas de fusion, asi como a métodos de produccién y uso de las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La formacién de nuevos vasos sanguineos, causada por la produccién en exceso de factores de crecimiento, tales
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), es un componente clave de enfermedades como el
crecimiento tumoral, la degeneracién macular senil (DMS) y la retinopatia diabética proliferativa (RDP) (Connolly et
al., J Clin Invest., 1989, 84(5):1470-8; Ferrara et al., Biochem Biophys Res Commun., 1989, 161(2):851-9; y Ferrara
et al.,, NatMed., 1998, 4(3):336-40). La DMS humeda es la forma mas grave de la enfermedad de DMS que se
caracteriza por la neovascularizacion anormal debajo de la retina y frecuentemente conduce a pérdida de vision
permanente. El bloqueo de VEGF con anticuerpos, receptores de VEGF soluble, o la inhibicion de la actividad de
tirosina cinasas de receptores de VEGF, son estrategias que han mostrado resultados preclinicos y clinicos
prometedores en la supresién de la neovascularizacion retiniana (Aiello et al., PNAS, 1995, 92:10457-10461 y Willet,
et al., NatMed., 2004, 10:145-147). Sin embargo, datos clinicos recientes muestran que el nuevo tejido vascular no
remite normalmente con la inhibicién de VEGF sola, debido a que los pericitos, que interactian con las células
endoteliales y contribuyen al establecimiento de la barrera hematorretiniana, proporcionan sefiales de supervivencia
a las células endoteliales neovasculares y, por lo tanto, hacen que sean resistentes a la retirada de VEGF (Benjamin
et al., Development, 1998, 125(9)1591-8 y Patel S., Retina, 2009, 29(6 Suppl):S45-8). Ademas, la isoforma B del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B) y el receptor beta de PDGF (PDGFR), encontrados en membranas
retinianas proliferativas, tienen funciones importantes en el reclutamiento de pericitos para la estabilizacion de la
vasculatura en desarrollo (Robbins et al., Invest Opth Vis Sci., 1994, 35(10):3649-63; Lindahl et al., Development,
1997, 124:3943-3953; y Hellstrom et al., Development, 1999, 126:3047-3055).

La funcion de union a VEGF de VEGFR1 (Flt-1) ha sido cartografiada en el segundo dominio extracelular (ECD) (Davis-
Smyth et al., EMBO J., 1996, 15:4919-4927; Barleon et al., J Biol Chem., 1997, 272:10382-10388; Wiesmann et al.,
Cell, 1997, 91:695-704; y Davis-Smyth et al., JBiol Chem., 1998, 273:3216-3222). Una forma alternativamente cortada
y empalmada que existe de forma natural del receptor de uniéon a VEGF de alta afinidad, VEGFR1 soluble (sFlt1),
existe como una proteina secretada que funciona principalmente como un receptor sefiuelo (Shibuya et al., Oncogene,
1990, 5:519-524 y Kendall et al., PNAS, 1993, 90:10705-10709). Un receptor soluble, VEGF-Trap, manipulado para
uso terapéutico, tiene el segundo dominio de VEGFR1 fusionado con el tercer dominio de VEGFR2 (KDR) y con la
region Fc de IgG1 humana (Holash et al. 2002). Se mostrd previamente que una region extracelular de PDGFRpB
antagonizaba respuestas estimuladas por PDGF-B (Duan et al., J Biol Chem, 1991, 266(1)413-8 y Ueno et al., Science,
1991, 252(5007):844-8). Estudios con la quimera PDGFRpB-Fc demostraron que los ECD 1 a 3 de PDGFRB humano
son suficientes para la unién al ligando PDGF-B de alta afinidad (Heidaran et al., FASEB J., 1995, 9(1): 140-5 y Lokker
et al., J Biol Chem, 1997, 272(52):33037-44). Un efecto de predimerizacion sobre la unién al ligando PDGF-B de alta
afinidad también se describi6 cuando los ECD 1 a 3 de PDGFRB se fusionaron con el dominio de glutation S-
transferasa (GST) (Leppénen et al., Biochemistry, 2000, 39(9):2370-5).

Los actuales tratamientos del ojo requieren inyecciones intravitreas mensuales durante afios por un especialista en la
retina. Por lo tanto, existe una necesidad de agentes terapéuticos mejorados y un enfoque para administrar dichos
agentes terapéuticos a sitios, tales como el ojo.

El documento de patente US 2006/0234347 A1 se refiere a proteinas de receptores solubles multivalentes que se
unen a mas de un factor angiogénico. El documento de patente US 2011/0177074 A1 se refiere a antagonistas de
PDGFRpB y VEGF-A, que incluyen neutralizar anticuerpos anti-PDGFRp y anti-VEGF-A, asi como a composiciones y
métodos relacionados. El documento de patente CA 2831161 A1 se refiere a una proteina de fusiéon de un receptor de
VEGF y receptor de FGF para inhibir la angiogénesis y a usos del mismo. El documento de patente WO 2009/105669
A2 se refiere a un antagonista de fusién de VEGF que comprende un receptor de VEGF fusionado con una molécula
de cadena pesada de IgG. Ozawa et al. en: Proceedings of the 100th Annual Meeting of the American Association for
Cancer Research; 18-22 de abril de 2009; Denver, CO. Philadelphia (PA): Resumen 5609, se refiere a un gen de
fusion novedoso de KDR (VEGFR I)-PDGFR-alfa en glioblastoma. El documento de patente CN 102311502 A se
refiere a una proteina de fusion que puede inhibir simultaneamente PDGF y VEGF.
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BREVE SUMARIO DE LA INVENCION
La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas.

La divulgacién en el presente documento se refiere, entre otras cosas, a proteinas de fusion que inhiben la via de
PDGF y la via de VEGF, a composiciones que comprenden estas proteinas de fusiéon y a composiciones que
comprenden particulas viricas que comprenden un &cido nucleico que codifica la proteina de fusion, asi como a
métodos de produccién y uso de estas proteinas de fusion y particulas viricas para el tratamiento o la prevencion de
una enfermedad, tal como una enfermedad ocular, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmunitaria, o
cancer.

Por consiguiente, en un aspecto, la invenciéon proporciona una proteina de fusién que comprende (a) una porcion
extracelular de un receptor de PDGF, (b) una porcién extracelular de un receptor de VEGF y (c) un dominio de
multimerizacién, en donde las proteinas de fusioén se unen a un PDGF y un VEGF. Segun la invencién, la proteina de
fusion esta dispuesta de extremo N a extremo C en el siguiente orden: (a), (b) y (c). Segun la invencion, el receptor de
PDGF es un PDGFRp. Segun la invencion, la porcion extracelular de PDGFR comprende los dominios de tipo Ig D1-
D3 de PDGFR. En algunas realizaciones en el presente documento, la porcién extracelular de PDGFR comprende los
dominios de tipo Ig D1-D4 de PDGFR. En algunas realizaciones en el presente documento, la porcioén extracelular de
PDGFR comprende los dominios de tipo Ig D1-D5 de PDGFR. En algunas realizaciones en el presente documento, la
porcion extracelular de PDGFR comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 o 3, o una secuencia de
aminodcidos que tienen al menos 85 % de identidad con SEQ ID NO: 1 o 3. Segun la invencidn, la porcidn extracelular
del receptor de VEGF consiste en el dominio de tipo Ig D2. En algunas realizaciones en el presente documento, la
porcion extracelular del receptor de VEGF consiste en un dominio de tipo Ig D2 de un VEGFR1 (FLT-1). En algunas
realizaciones, la porcion extracelular del receptor de VEGF comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4,
0 una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad con SEQ ID NO: 4. Segun la invencion, la
proteina de fusion comprende un péptido conector entre la porcién extracelular de PDGFR y la porcion extracelular
del receptor de VEGF que comprende Sers (SEQ ID NO: 49), y un conector entre el receptor de VEGF y el dominio de
multimerizacion que comprende Glys (SEQ ID NO: 47). Segun la invencion, el dominio de multimerizacién comprende
una region Fc de un anticuerpo IgG1. En algunas realizaciones en el presente documento, la region Fc comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad
con SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones en el presente documento, la proteina de fusién comprende la secuencia
de aminodacidos de SEQ ID NO: 13 o 15, 0 una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 85 % de identidad con
SEQ ID NO: 13 o 15. En algunas realizaciones en el presente documento, la proteina de fusion esta en una forma
multimérica. En algunas de las realizaciones en el presente documento, la proteina de fusiéon estda en una forma
dimérica.

Una proteina de fusién se puede producir cultivando una célula hospedadora que comprende un &cido nucleico que
codifica cualquiera de las proteinas de fusion desveladas en el presente documento en una condicién tal que produce
la proteina de fusion, y recuperando la proteina de fusion producida por la célula hospedadora.

En otro aspecto, la invencion proporciona una proteina de fusién dimérica que comprende dos proteinas de fusion, en
donde cada proteina de fusién comprende cualquiera de las proteinas de fusion de la invencion.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona una composicion que comprende cualquiera de las proteinas de fusion
de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Aun en otro aspecto, la invencion proporciona un &cido nucleico que codifica cualquiera de las proteinas de fusién de
la invencién.

En algunos aspectos, la invencién también proporciona una célula hospedadora que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica cualquiera de las proteinas de fusion de la invencion.

En algunos aspectos, la invencién proporciona un método de produccién de una proteina de fusién, que comprende
cultivar una célula hospedadora que comprende un acido nucleico que codifica cualquiera de las proteinas de fusion
de la invencién en una condicion que produce la proteina de fusion, y recuperar la proteina de fusién producida por la
célula hospedadora. En realizaciones adicionales, la célula hospedadora es una célula de mamifero. En realizaciones
adicionales, la célula hospedadora es una célula bacteriana. En realizaciones adicionales, la célula hospedadora es
una célula de Escherichia coli.

Por consiguiente, la invencidon proporciona una proteina de fusion de la invencién para su uso en un método de
tratamiento de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de la
proteina de fusién al sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene degeneracién macular o retinopatia diabética
proliferativa. En una realizacion adicional, la degeneracion macular es degeneracién macular senil himeda o
degeneracion macular senil seca. En algunas realizaciones en el presente documento, la proteina de fusion se
administra por inyeccion intravitrea al sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene cancer. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene artritis reumatoide, osteoartritis 0 asma. En algunas realizaciones, el sujeto tiene uveitis
0 neovascularizacion de la cérnea.
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En algunos aspectos, la invencidon proporciona un vector que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
cualquiera de las proteinas de fusién de la invencién. En algunas realizaciones, el vector es un vector virico. En una
realizacién adicional, el vector virico es un vector de virus adenoasociado recombinante (rAAV). En realizaciones
adicionales, el vector de rAAV comprende una ITR de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAV9,
AAVrh8, AAVrh8R o AAVrh10.

En un aspecto, la invencion también proporciona una particula de rAAV que comprende un acido nucleico que codifica
cualquiera de las proteinas de fusién de la invencion. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende
proteinas de la capside de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVI, AAVrh8, AAVrh8R o AA
Vrh10. En algunas realizaciones, el acido nucleico comprende una ITR de un serotipo diferente del serotipo de la
capside. En una realizacién adicional, la ITR es una ITR de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS,
AAV9, AAVrh8, AAVrh8R o AA Vrh10.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona un método de produccién de una particula de rAAV, que comprende
(a) cultivar una célula hospedadora en una condicion tal que se producen particulas de rAAV, en donde la célula
hospedadora comprende (i) uno o mas genes de encapsidacion de AAV, en donde cada uno de dicho gen de
encapsidacion de AAV codifica una proteina de replicacién o encapsidacién de AAV; (ii) un pro-vector de rAAV que
comprende un nucledtido que codifica cualquiera de las proteinas de fusion de la invencién flanqueadas por al menos
una ITR de AAV, y (iii) una funcién auxiliar de AAV; y (b) recuperar las particulas de rAAV producidas por la célula
hospedadora. En una realizacion adicional, las particulas de rAAV se purifican.

La invencion proporciona una particula de rAAV de la invencién para su uso en un método de tratamiento de una
enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de la particula de rAAV al
sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene degeneracién macular o retinopatia diabética proliferativa. En una
realizacién adicional, la degeneracion macular es degeneracién macular senil hUmeda o degeneracién macular senil
seca. En algunas realizaciones en el presente documento, la particula de rAAV se administra por inyeccion intravitrea
al sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto tiene cancer. En algunas realizaciones, el sujeto tiene artritis reumatoide,
osteoartritis 0 asma. En algunas realizaciones, el sujeto tiene uveitis o neovascularizacion de la cérnea.

La memoria descriptiva se considera que es suficiente para permitir a un experto en la técnica poner en préactica la
invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la generacién de receptores PDGFR-f3 solubles truncados. A) Esquema de formas de
dimerizacién acopladas a Fc de IgG1 de PDGFR-B Fc, PDGFR(D1-D5)9G-Fc, PDGFR(D1-D2)9G-Fc y
PDGFR(D1-D3)9G-Fc asi como las formas de receptor monomérico de PDGFR-B, PDGFR(D1-D4) y
PDGFR(DG1-D5). Los bloques blancos indican secuencias de PDGFR-B, que incluyen los dominios
extracelulares y el péptido sefalizador (sp). Los bloques con sombreado diagonal representan conector de 9Gly
y los bloques de puntos oscuros representan dominios CH2 y CH3 de la region Fc de IgG1 humana. B)
Transferencias Western de sPDGFR-$ monomérico y formas de receptor soluble de dimerizacion acoplado a Fc
de IgG1 en condiciones reductoras (panel izquierdo) y no reductoras (panel derecho). La proteina se detecté con
anticuerpo anti-PDGFR-(.

La Figura 2 muestra un ensayo de union volumétrico a PDGF BB de receptores PDGFR- solubles truncados.
A) Formas de receptores PDGFR-f solubles monoméricos PDGFR(D1-D4) y PDGFR(D1-D5) en comparacion
con la forma de dimerizacion acoplada a Fc de IgG1 de tamafo completo forman PDGFR(D1-D5)9G-Fc. B)
Formas de receptores sPDGFR-B solubles acoplados a Fc de IgG1 diméricos PDGFR(D1-D2)9G-Fc vy
PDGFR(D1-D3)9G-Fc en comparacién con la forma de dimerizacion acoplada a Fc de IgG1 PDGFR(D1-D5)9G-
Fc. Volumenes crecientes (ul) de medio acondicionado (CM) que contiene receptores solubles (eje x) de
transfecciones representativas se incubaron durante la noche con el ligando PDGF BB humano y la cantidad de
ligando sin unir (eje y) se midié por ELISA. Los datos se expresaron como media + DE (n=3); todos los receptores
fueron significativamente diferentes en afinidades de unién a PDGF por ANOVA bifactorial; prueba de Bonferroni;
*+p<0,001.

La Figura 3 es un esquema de proteinas hibridas VEGFR1/ PDGFR- y PDGFR-B/VEGFR1, hibridos 1 a 4,y
sus construcciones parentales PDGFR(D1-D5)9G-Fc, PDGFR(D1-D3)9G-Fc y sFLTO01. Los bloques blancos
indican secuencias de PDGFR-B, los blogues grises indican secuencias de VEGFR1 (Flt-1), que incluyen sus
dominios extracelulares y péptidos senalizadores (sp). Los bloques con sombreado diagonal representan
conectores de 9Gly o 9Ser y los bloques de puntos oscuros representan dominios CH2 y CH3 de la regién Fc de
IgG1 humana.

La Figura 4 es una transferencia Western de proteinas hibridas VEGFR1/ PDGFR-B y PDGFR-B/VEGFR1,
hibridos 1 a 4, en comparacioén con la forma de dimerizacion acoplada a Fc de IgG1 de tamafio completo
PDGFR(D1-D5)9G-Fc (mostrada como (D1-D5)9G-Fc) en condiciones reductoras (panel izquierdo) y no
reductoras (panel derecho). La proteina se detectd con anticuerpo anti-PDGFR-f y anticuerpo anti-Flt-1. Las
muestras que contienen los hibridos 3 y 4 fueron duplicados de transfecciones individuales.
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La Figura 5 muestra graficos que demuestran la inhibicion de la proliferacion inducida por VEGF e inducida por
VEGF + PDGF-B de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) por proteina hibrida, hibridos 1
a 4. A) Ensayo de proliferacion de HUVEC con VEGF solo: Se comparé el efecto inhibidor de 5 pl de medio
acondicionado (CM) que contenia receptores solubles sobre la proliferacion de HUVEC en presencia de VEGF
(10 ng/ml) solo. B) Ensayo de proliferacién competitivo de HUVEC en presencia de VEGF (10 ng/ml) y PDGF (20
ng/ml): Se compard el efecto inhibidor de 5 pl de CM que contenia receptores solubles sobre la proliferacién de
HUVEC en presencia de ambos ligandos, VEGF y PDGF. Las muestras de tres transfecciones independientes
(n=3) se evaluaron en un ensayo. Los datos se expresaron como media + DE. ANOVA unifactorial; prueba de
Tukey; *+p<0,001 para la diferencia entre control positivo VEGF+ solo o VEGF+ en combinacién con PDGF BB+
frente a otras muestras. Control = CM de EGFP; VEGF+ = CM de EGFP + 10 ng/ml de VEGF; BB+ Solo = CM
de EGFP + 20 ng/ml; VEGF+BB+ = CM de EGFP + 10 ng/ml de VEGF + 20 ng/ml de PDGF BB.

La Figura 6 muestra ensayos de union volumétricos de proteinas hibridas. A) Ensayo de union volumétrico de
PDGF BB de proteinas hibridas 1 a 4 en comparaciéon con PDGFR(D1-D5)9G-Fc. B) Ensayo de unién volumétrico
de VEGF de proteinas hibridas 1 a 4 en comparacion con sFLTO1. Se incubaron volimenes crecientes de medio
acondicionado que contenia receptores solubles (eje x) de transfecciones representativas durante la noche con
o ligandos PDGF BB humano o VEGF y se midi6 la cantidad de ligando sin unir (eje y) por ELISA por triplicado.

La Figura 7 muestra ensayos de unién competitivos sin células de VEGF y PDGF de proteinas hibridas. A)
Comparacién del hibrido 3 (Hib. N.2 3), hibrido 4 (Hib. N.? 4) y PDGFR(D1-D3)9G-Fc en volumenes crecientes
de medio acondicionado (eje x) y la cantidad de ligando de PDGF no unido (eje y) como se mide por ELISA de
PDGF BB. B) Comparacién del hibrido 3 (Hib. N.2 3), hibrido 4 (Hib. N.2 4) y sFItTO1 en volimenes crecientes de
medio acondicionado (eje x) y la cantidad del ligando de VEGF no unido (eje y) como se mide por ELISA de
VEGF.

La Figura 8 es un grafico que muestra la eficacia in vivo de la administracion intravitrea de AAV2.Hibrido 4 en
un modelo de neovascularizacién coroidea (CNV) de ratén por laser. Se comparé el nimero de quemaduras sin
neovascularizacién (NV) en el ojo tratado (izquierdo) con AAV2.Hibrido 4 (mostrado como Hibrido 4),
AAV2.sFLT02 (mostrado como sFLT02), AAV2.PDGFR (mostrado como PDGFR) con el ojo contralateral no
tratado (derecho; Intacto). Los datos de ambos ojos (n=20 ojos por tratamiento) se expresaron como el porcentaje
de quemaduras sin CNV. La porcién de PDGFR usada para la construccion de AAV2.PDGFR fue PDGFR(D1-
D3)9G-Fc.

DESCRIPCION DETALLADA

Las realizaciones y descripciones que ya no se encuentran bajo el alcance de las reivindicaciones adjuntas se
consideran simplemente ejemplos adecuados para el entendimiento de la invencién y no son parte de la invencién. La
presente divulgacion se refiere, entre otras cosas, a proteinas de fusion, y a composiciones de las mismas, que inhiben
la via de senalizacién del factor de crecimiento derivado del plasma (PDGF) y la via de sefalizaciéon del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Una proteina de fusion de la divulgacion como se describe en el presente
documento comprende una porcién extracelular de un receptor de PDGF (PDGFR), una porcién extracelular de un
receptor de VEGF (VEGFR) y un dominio de multimerizacién, en donde la proteina de fusion se une a un PDGF y un
VEGF para la inhibicion de la actividad de PDGF vy la actividad de VEGF, respectivamente. En el presente documento
también se desvelan métodos para la produccién de las proteinas de fusion, métodos de administracién de las
proteinas de fusion y métodos de uso de las proteinas de fusiéon en el tratamiento de enfermedades oculares,
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias y/o cancer.

I. Técnicas generales

Las técnicas y los procedimientos descritos o referenciados en el presente documento son, en general, bien entendidos
y son empleadas comunmente usando metodologia convencional por los expertos en la técnica, tales como, por
ejemplo, las metodologias ampliamente utilizadas descritas en Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et
al., 42 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2012); Current Protocols in Molecular
Biology (F.M. Ausubel, et al. eds., 2003); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR 2: A Practical
Approach (M.J. MacPherson, B.D. Hames y G.R. Taylor eds., 1995); Antibodies, A Laboratory Manual (Harlow y Lane,
eds., 1988); Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique and Specialized Applications (R.I. Freshney, 62 ed.,
J. Wiley y Sons, 2010); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology, Humana Press;
Cell Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., Academic Press, 1998); Introduction to Cell and Tissue Culture
(J.P. Mather y P.E. Roberts, Plenum Press, 1998); Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B.
Griffiths y D.G. Newell, eds., J. Wiley y Sons, 1993-8); Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir y C.C.
Blackwell, eds., 1996); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller y M.P. Calos, eds., 1987); PCR: The
Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds.,
1991); Short Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., J. Wiley y Sons, 2002); Immunobiology (C.A. Janeway
et al., 2004); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989);
Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P. Shepherd y C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using
Antibodies: A Laboratory Manual (E. Harlow y D. Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies
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(M. Zanetti y J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); y Cancer: Principles and Practice of Oncology
(V.T. DeVita et al., eds., J.B. Lippincott Company, 2011).

Il. Definiciones

Un "vector," como se usa en el presente documento, se refiere a un plasmido o virus recombinante que comprende un
acido nucleico que se va a administrar en una célula hospedadora, ya sea in vitro o in vivo.

El término "polinucleétido” o "acido nucleico", como se usa en el presente documento, se refiere a una forma polimérica
de nucledtidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Por lo tanto, este término
incluye, pero no se limita a, ADN o ARN monocatenario, bicatenario o de multiples cadenas, ADN gendémico, ADNc,
hibridos de ADN-ARN, o un polimero que comprende bases de purina y pirimidina, u otras bases de nucleétidos
naturales, quimicamente o bioquimicamente modificadas, no naturales o derivatizadas. El esqueleto del polinucledtido
puede comprender azucares y grupos fosfato (como se pueden encontrar normalmente en ARN o ADN), o azlcar o
grupos fosfato modificados o sustituidos. Alternativamente, el esqueleto del polinucleétido puede comprender un
polimero de subunidades sintéticas, tales como fosforamidatos, y asi puede ser un fosforamidato de
oligodesoxinucledsido (P-NHz2) o un oligbmero mixto de fosforamidato-fosfodiéster. Ademas, se puede obtener un
polinucleétido bicatenario del producto de polinucleétido monocatenario de la sintesis quimica ya sea por sintesis de
la hebra complementaria e hibridacién de las cadenas en condiciones apropiadas, o por sintesis de la hebra
complementaria de novo usando una ADN polimerasa con un cebador apropiado.

Un "vector virico recombinante" se refiere a un vector de polinucleé6tido recombinante que comprende una o mas
secuencias heter6logas (es decir, secuencia del acido nucleico no de origen virico). En el caso de vectores de AAV
recombinante, el acido nucleico recombinante esta flanqueado por al menos una, preferentemente dos, secuencias
de repeticiones terminales invertidas (ITR).

Un "vector de AAV recombinante (vector de rAAV)" se refiere a un vector de polinucleétido que comprende una o mas
secuencias heterdlogas (es decir, secuencia del &cido nucleico no de origen de AAV) que estan flanqueadas por al
menos una, preferentemente dos, secuencias de repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV. Dichos vectores de
rAAV pueden ser replicados y encapsidados en particulas viricas infecciosas cuando estan presentes en una célula
hospedadora que ha sido infectada con un virus auxiliar adecuado (0 que estd expresando funciones auxiliares
adecuadas) y que esta expresando productos del gen rep y cap de AAV (es decir, proteinas Rep y Cap de AAV).
Cuando un vector de rAAV se incorpora en un polinucleétido mas grande (por ejemplo, en un cromosoma o en otro
vector, tal como un plasmido usado para clonacién o transfeccion), entonces el vector de rAAV se puede denominar
un "pro-vector" que puede ser "rescatado" por replicacion y encapsidacion en presencia de funciones de encapsidacion
de AAV y funciones auxiliares adecuadas. Un rAAV puede estar en cualquiera de varias formas, que incluyen, pero
no se limitan a, plasmidos, cromosomas artificiales lineales, complejado con lipidos, encapsulado dentro de liposomas
y, lo mas preferible, encapsidado en una particula virica, particularmente una particula de AAV. Un vector de rAAV se
puede encapsidar en una capside de virus AAV para generar una "particula de virus adenoasociado recombinante
(particula de rAAV)".

"Heterologo" significa derivado de una entidad genotipicamente distinta de la del resto de la entidad con la que se
compara o en la que se introduce o incorpora. Por ejemplo, un polinucleétido introducido por técnicas de ingenieria
genética en un tipo de célula diferente es un polinucleétido heterdlogo (y, cuando se expresa, puede codificar un
polipéptido heterdlogo). Similarmente, una secuencia celular (por ejemplo, un gen o porcién del mismo) que se
incorpora en un vector virico es una secuencia heteréloga de nucleétidos con respecto al vector.

Una secuencia de "repeticiones terminales invertidas" o "ITR" es un término bien entendido en la técnica y se refiere
a secuencias relativamente cortas encontradas en los extremos de los genomas viricos que estan en orientacion
opuesta.

Una secuencia de "repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV", un término bien entendido en la técnica, es una
secuencia de aproximadamente 145 nucle6tidos que estad presente en ambos extremos del genoma de AAV
monocatenario nativo. Los 125 nucleétidos mas externos de la ITR pueden estar presentes en cualquiera de dos
orientaciones alternativas, que conducen a la heterogeneidad entre diferentes genomas de AAV y entre los dos
extremos de un Unico genoma de AAV. Los 125 nucleétidos mas externos también contienen varias regiones mas
cortas de autocomplementariedad, que permiten que ocurra el emparejamiento de bases intracatenario dentro de esta
porcién de la ITR.

Una "secuencia de resolucion terminal” o "trs" es una secuencia en la region D de la ITR de AAV que se escinde por
proteinas rep de AAV durante la replicacion de ADN virico. Una secuencia de resolucion terminal mutante es resistente
a la escision por proteinas rep de AAV.

Los términos "particulas de genoma (gp)", "equivalentes de genoma" o "copias de genoma", como se usan en
referencia a un titulo virico, se refieren al nimero de viriones que contiene el genoma de ADN de AAV recombinante,
independientemente de la infectividad o funcionalidad. El nimero de particulas de genoma en una preparacion de
vector particular se puede medir mediante procedimientos, tal como se describe en los ejemplos en el presente
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documento, o por ejemplo, en Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther., 10:1031-1039; Veldwijk et al. (2002) Mol. Ther.,
6:272-278.

Los términos "unidad de infeccion (iu)", "particula infecciosa" o "unidad de replicacion", como se usan en referencia a
un titulo virico, se refieren al nimero de particulas de vector de AAV recombinante infeccioso y competente en la
replicacién como se mide por el ensayo de centro infeccioso, también conocido como ensayo de centro de replicacion,
como se describe, por ejemplo, en McLaughlin et al. (1988) J. Virol., 62:1963-1973.

El término "unidad transductora (tu)", como se usa en referencia a un titulo virico, se refiere al nimero de particulas
de vector de AAV recombinante infeccioso que dan como resultado la produccién de un producto de transgén funcional
como se mide en ensayos funcionales, tal como se describe en Ejemplos en el presente documento o, por ejemplo,
en Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol., 144:113-124; o en Fisher et al. (1996) J. Virol., 70:520-532 (ensayo LFU).

Un "virus auxiliar" para AAV se refiere a un virus que permite que el AAV (que es un parvovirus defectuoso) se replique
y sea encapsidado por una célula hospedadora. Se han identificado varios de dichos virus auxiliares, que incluyen
adenovirus, virus del herpes y poxvirus, tales como la variolovacuna. Los adenovirus engloban varios subgrupos
diferentes, aunque el tipo 5 de adenovirus del subgrupo C (Ad5) es el mas cominmente usado. Se conocen numerosos
adenovirus de origen de mamifero humano, no humano y aviar y estan disponibles de depdsitos tales como la ATCC.
Los virus de la familia del herpes, que también estan disponibles de depdsitos tales como ATCGC, incluyen, por ejemplo,
virus del herpes simple (VHS), virus de Epstein-Barr (VEB), citomegalovirus (CMV) y virus de la pseudorrabia (VPS).

Una "proteina de fusion" se refiere a una proteina que tiene dos o mas porciones ligadas covalentemente juntas, donde
cada una de las porciones deriva de diferentes proteinas.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia" con respecto a una secuencia de polipéptidos o del acido nucleico de
referencia se define como el porcentaje de restos de aminoacidos o nucleétidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los restos de aminoacidos o nucleétidos en la secuencia de polipéptidos o del acido nucleico de referencia,
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de
identidad de secuencia, y sin considerar sustituciones conservativas como parte de la identidad de secuencia. El
alineamiento a efectos de determinar el porcentaje de identidad de secuencias de amino&cidos o del &cido nucleico
se puede lograr de diversas formas que estan dentro de la experiencia en la técnica, por ejemplo, usando programas
de software informatico publicamente disponibles, por ejemplo, los descritos en Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel et al., eds., 1987), Sup. 30, seccién 7.7.18, Tabla 7.7.1, y que incluye el software BLAST, BLAST-2, ALIGN
0 Megalign (DNASTAR). Un programa de alineamiento preferido es ALIGN Plus (Scientific and Educational Software,
Pensilvania). Los expertos en la técnica pueden determinar parametros apropiados para medir el alineamiento, que
incluyen cualquier algoritmo necesario para lograr el maximo alineamiento a lo largo de la longitud completa de las
secuencias que se comparan. A efectos del presente documento, el % de identidad de secuencia de aminodacidos de
una secuencia de aminodacidos dada A con respecto a, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada (que puede
ser expresada alternativamente como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o comprende un cierto % de
identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula
del siguiente modo: 100 veces la fraccién X/Y, donde X es el nimero de restos de aminodcidos puntuados como
coincidencias idénticas por el programa de alineamiento de secuencias en ese alineamiento del programade Ay B,y
donde Y es el nimero total de restos de aminoacidos en B. Se apreciara que donde la longitud de secuencia de
aminoacidos A no es igual a la longitud de secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de
aminoacidos de A con respecto a B no serd igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto
a A. A efectos del presente documento, el % de identidad de secuencia del acido nucleico de una secuencia del &cido
nucleico C dada con respecto a, con o contra una secuencia del acido nucleico D dada (que puede expresarse
alternativamente como una secuencia del &cido nucleico C dada que tiene o comprende un cierto % de identidad de
secuencia del acido nucleico con respecto a, con o contra una secuencia del acido nucleico D dada) se calcula del
siguiente modo: 100 veces la fraccion W/Z, donde W es el nimero de nucleétidos puntuados como coincidencias
idénticas por el programa de alineamiento de secuencias en ese alineamiento de programa de C y D, y donde Z es el
namero total de nucleétidos en D. Se apreciara que donde la longitud de secuencia del acido nucleico C no es igual a
la longitud de secuencia del &cido nucleico D, el % de identidad de secuencia del &cido nucleico de C con respecto a
D no sera igual al % de identidad de secuencia del acido nucleico de D con respecto a C.

Una molécula (por ejemplo, acido nucleico o proteina) o célula "aislada" significa que se ha identificado y separado
y/o recuperado de un componente de su entorno natural.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para efectuar resultados beneficiosos o deseados, que incluyen
resultados clinicos. Se puede administrar una cantidad eficaz en una o mas administraciones. En términos de un
estado de enfermedad, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para mejorar, estabilizar o retrasar el desarrollo
de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos, tales
como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En ciertas realizaciones, el individuo o sujeto es un
ser humano.
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Como se usa en el presente documento, "tratamiento” es un enfoque para obtener resultados clinicos beneficiosos o
deseados. Para los fines de la presente invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no
se limitan a, alivio de sintomas, reduccién del grado de enfermedad, estado de enfermedad estabilizado (es decir, que
no empeora), prevencion de la diseminacién (es decir, metastasis) de la enfermedad, retraso o ralentizamiento de la
progresion de la enfermedad, mejora o paliacion del estado de enfermedad, y remisién (tanto parcial como total), tanto
detectable como indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia en comparacién con
la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

Referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) realizaciones
que se refieren a ese valor o parametro en si. Por ejemplo, la descripcion con referencia a "aproximadamente X"
incluye la descripcion de "X."

Como se usa en el presente documento, la forma en singular de los articulos "un", "una", "el" y "la" incluye referencias
en plural, a menos que se indique lo contrario. Por ejemplo, la expresion "una particula de rAAV" incluye una o mas
particulas de rAAV.

lll. Proteinas de fusién y componentes de las proteinas de fusion
Receptor del factor de crecimiento derivado del plasma (PDGF)

Los factores de crecimiento derivados del plasma (PDGF) intervienen en muchas actividades biol6gicas y participan
en varias enfermedades, tales como la aterosclerosis, la glomerulonefritis, la reestenosis vascular tras la angioplastia
y el cancer. Existen al menos cuatro miembros de la familia de proteinas del factor de crecimiento derivado del plasma
(PDGF) que regulan la via de senalizacion de PDGF, especificamente PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C y PDGF-D. Estos
cuatro PDGF se ensamblan en dimeros unidos por disulfuro por homo- o heterodimerizacion. Se han descrito hasta la
fecha al menos cinco isoformas diméricas diferentes de PDGF e incluyen PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD
y PDGF-AB, todas las cuales se unen a receptores de PDGF (PDGFR) para activar la via de sefializaciéon de PDGF.
Existen al menos dos PDGFR identificados, PDGFR-a y PDGFR-B. Cada PDGFR tiene una region extracelular, un
dominio transmembranario y una region intracelular que tiene actividad intracelular de tirosina cinasas. Los PDGFR
pueden dimerizar para formar los homodimeros PDGFR-o0/PDGFR-a o PDGFR-B/PDGFR-B y el heterodimero
PDGFR-a/PDGFR-B. Cada una de estas formas dimeras de PDGFR reconoce diferentes isoformas diméricas de
PDGF. Por ejemplo, PDGFR-0/PDGFR-a reconoce los ligandos PDGF-AA, AB, BB y CC, PDGFR-a/PDGFR-
reconoce PDGF-AB, BB, CC y DD, y PDGFR-B/PDGFR-B reconoce PDGF-BB y DD. La mutagénesis por delecion de
los sitios de union a PDGF-AA y -BB se ha cartografiado en los aminoacidos 1-314 de PDGFR-a, mientras que los
sitios de union a PDGF-BB se han cartografiado en los aminoacidos 1-315 de PDGFR-B. La region extracelular de
estos PDGFR, que median en la unién a PDGF, contiene cinco dominios de tipo inmunoglobulina (Ig), cada uno de los
cuales varia desde aproximadamente 88 hasta aproximadamente 114 aminoacidos de longitud. Véanse Lokker et al.,
J Biol Chem., 1997, 272(52):33037-44, Miyazawa et al., J Biol Chem., 1998, 273(39):25495-502; y Mahadevan et al.,
J Biol Chem., 1995, 270(46):27595-600.

La presente divulgacién proporciona una porcion extracelular de un receptor de PDGF que puede ser un componente
de cualquier proteina de fusién desvelada en el presente documento. Por consiguiente, en un caso, la divulgacion
proporciona una porcion extracelular de un PDGFR que incluye, pero no se limita a, PDGFR-a y PDGFR-B. En algunos
de los casos en el presente documento, el PDGFR es de un mamifero, tal como un ser humano. Existen cinco dominios
de tipo Ig numerados 1, 2, 3, 4 y 5 de extremo N a extremo C de una region extracelular de PDGFR. Como se usa en
el presente documento, los términos "porcion extracelular de un PDGFR" se refieren a uno o mas de los cinco dominios
de tipo Ig en la region extracelular de PDGFR. Por ejemplo, "una porcion extracelular de un PDGFR" se refiere a uno
0 mas de cualquiera de los cinco dominios de tipo Ig encontrados en la regién extracelular de un PDGFR, tales como
el dominio de tipo Ig D1, el dominio de tipo Ig D2, el dominio de tipo Ig D3, el dominio de tipo Ilg D4 o el dominio de
tipo Ig D5. Como se usa en el presente documento, términos tales como "dominio de tipo Ig D1" o "dominio extracelular
(ECD) 1" de un PDGFR se refieren especificamente al primer dominio de tipo Ig encontrado en el extremo N de la
region extracelular de PDGFR, "dominio de tipo Ig D2" 0 "ECD 1" de un PDGFR se refiere especificamente al segundo
dominio de tipo Ig del extremo N de la regién extracelular de PDGFR, etc. En cualquiera de los casos en el presente
documento, una porcién extracelular de un PDGFR comprende al menos un dominio de tipo Ig de uno o mas PDGFR
seleccionados del grupo que consiste en PDGFR-a y PDGFR-B. En algunas realizaciones, una porcion extracelular
de un PDGFR comprende al menos 3, 4, pero no mas de 5 dominios de tipo Ig de un PDGFR (es decir, PDGFR-B).
Una porcién extracelular de un PDGFR puede comprender los dominios de tipo Ig D1 a D3, los dominios de tipo Ig D1
a D4, o los dominios de tipo Ig D1 a D5 de un PDGFR (es decir, PDGFR-B). En la presente invencién, la porcion
extracelular comprende los dominios de tipo Ig D1-D3 de PDGFRS.

En el presente documento se contempla una porcién extracelular que comprende cualquier combinacioén de los cinco
dominios de tipo Ig de cada PDGFR. Por consiguiente, en un caso, la presente divulgacion proporciona una porcion
extracelular de un PDGFR que comprende al menos un dominio de tipo Ig de dos PDGFR. En algunos casos, una
porcién extracelular de un PDGFR comprende al menos un dominio de tipo Ig de dos PDGFR seleccionados del grupo
que consiste en PDGFR-a y PDGFR-B. Por ejemplo, una proteina de fusibn como se describe en el presente
documento puede comprender una porcion extracelular de un PDGFR que comprende al menos un dominio de tipo Ig
de PDGFR-a y al menos un dominio de tipo Ig de PDGFR-B. En algunos casos, una porcién extracelular de un PDGFR
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comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, pero no mas de 10 dominios de tipo Ig de al menos dos o0 mas PDGFR.
En un caso adicional, una porcion extracelular de un PDGFR comprende 1 a10,1a9,1a8,1a7,1a6,1a5,1a4,
1 a 3,01 a2dominios de tipo Ig de al menos dos 0 mas PDGFR. Para una descripcién adicional de dominios de tipo
Ig que se pueden usar como parte de una porcién extracelular de un PDGFR, véase la patente de EE. UU. nimero
5.686.572, el documento de patente WO2006113277 y Lokker et al., J Biol Chem. 1997, 272(52):33037-44.

En algunos casos, una porcion extracelular de un PDGFR comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. Por ejemplo, una porcion extracelular de un PDGFR que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 puede ser un componente de cualquier
proteina de fusion desvelada en el presente documento. En algunos casos, una porcion extracelular de un PDGFR
comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7y 8.

También se contemplan variantes de la secuencia de aminoacidos de cualquier porcion extracelular de un PDGFR
desvelado en el presente documento. Por ejemplo, se pueden mejorar la afinidad de unioén y/u otras propiedades
biolégicas de la porcién extracelular de un PDGFR alterando la secuencia de aminodcidos que codifica la proteina.
Las variantes de secuencias de aminoacidos de una porcién extracelular de un PDGFR se pueden preparar
introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia del acido nucleico que codifica la proteina o introduciendo
la modificacién por sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, inserciones en
y/o sustituciones dentro de la secuencia de aminoacidos de la porcién extracelular de un PDGFR. Se puede hacer
cualquier combinacién de delecion, insercién y sustitucion para llegar a la construccion de aminodcidos final de la
porcién extracelular de un PDGFR, a condiciéon de que la construccion final posea las caracteristicas deseadas, tales
como unién a una proteina de la familia de PDGF y/o inhibicién de la activacion de la via de PDGF. Por consiguiente,
en el presente documento se desvelan variantes de una porcién extracelular de un PDGFR que puede ser un
componente de cualquier proteina de fusion desvelada en el presente documento. En algunos casos, una porcién
extracelular de un PDGFR comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos
87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %,
al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de uno cualquiera de los dominios de tipo Ig D1, D2, D3, D4 o D5 de un PDGFR-a (por
ejemplo, PDGFR-a humano). En algunos casos, una porcién extracelular de un PDGFR comprende una secuencia de
aminodacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al
menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de uno cualquiera de los
dominios de tipo Ig D1, D2, D3, D4 o D5 de un PDGFR-B (por ejemplo, PDGFR-f humano). En algunos casos, una
porcién extracelular de un PDGFR comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al
menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al
menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunos
casos, una porcién extracelular de un PDGFR comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos
86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %,
al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 y 8.

Sin desear quedar ligado a teoria, se contempla en el presente documento que una porcién extracelular de un PDGFR
inhibe la activacién de la via de PDGF uniéndose a una proteina de la familia de PDGF para bloquear su interaccion
con un PDGFR. Sin desear quedar ligado a teoria, también se contempla en el presente documento que una porcion
extracelular de un PDGFR se puede unir a un PDGFR para la inhibicion negativa dominante de la via de sefalizacién
de PDGF. En algunos casos, una porcién extracelular de un PDGFR se une a la proteina de la familia de PDGF
seleccionada del grupo que consiste en PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C y PDGF-D. En algunos casos, una porcion
extracelular de un PDGFR se une al dimero de la proteina de la familia de PDGF seleccionado del grupo que consiste
en PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC y PDGF-DD. En algunos casos, una porcion extracelular de un PDGFR
se une al PDGFR seleccionado del grupo que consiste en PDGFR-a y PDGFR-p.

Una porcion extracelular de un PDGFR puede o puede no comprender un péptido sefalizador que sirve de una
secuencia senalizadora de la secrecién de la porcién extracelular de un PDGFR de una célula hospedadora. El péptido
sefalizador puede estar unido operativamente a un acido nucleico que codifica la proteina de interés (por ejemplo,
una porcion extracelular de un PDGFR). En algunas realizaciones, una porcién extracelular de un PDGFR comprende
un péptido sefalizador. En algunas realizaciones, una porcion extracelular de un PDGFR no comprende un péptido
sefalizador.

Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Existen al menos cinco miembros de la familia de proteinas de VEGF que regulan la via de sefalizacion de VEGF:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el factor de crecimiento placentario (PIGF). Ademas, el corte y empalme
alternativo de ARNm que codifica VEGF-A, VEGF-B y PIGF da como resultado la generacion de mdltiples isoformas
de estas proteinas. Por ejemplo, el corte y empalme alternativo de VEGF-A da nueve isoformas diferentes que incluyen
las isoformas VEGF121, VEGF1e5, VEGF180 y VEGF206. La familia de proteinas de VEGF activa la via de sefalizacion
de VEGF uniéndose a la region extracelular de receptores transmembranarios de VEGF. Existen al menos tres
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receptores de VEGF identificados: VEGFR1 (también conocido como la tirosina cinasa 1 relacionada con fms (Flt-1)),
VEGFR2 (también conocido como el receptor del dominio de insercion de cinasas (KDR)) y VEGFR3 (también
conocido como la tirosina cinasa 4 de tipo fms (Flt-4)). Los VEGFR contienen cada uno una region extracelular que
comprende siete dominios de tipo inmunoglobulina (lg), un segmento de un Unico dominio transmembranario, un
segmento de yuxtamembrana y un dominio de tirosina cinasa de proteina intracelular. Las regiones extracelulares de
VEGFR se unen a diferentes miembros de la familia de proteinas de VEGF. Por ejemplo, VEGFR1 se une a VEGF-A,
VEGF-B y PIGF; VEGFR2 se une a todas las isoformas de VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E; y VEGFRS se une
a VEGF-C y VEGF-D. Véase Roskoski, R et al., Crit Rev Oncol Hematol., 2007, 62(3): 179-213, para una revisiéon de
la sefializacién mediada por VEGF y VEGFR.

La presente divulgacién proporciona una porcién extracelular de un receptor de VEGF que puede ser un componente
de cualquier proteina de fusién desvelada en el presente documento. Por consiguiente, en un caso, la divulgacion
proporciona una porcion extracelular de un VEGFR que incluye, pero no se limita a, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFRS3.
En algunos de los casos en el presente documento, el VEGFR es de un mamifero, tal como un ser humano. Existen
siete dominios extracelulares de tipo Ig numerados 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 de extremo N a extremo C de una regién
extracelular de VEGFR. Como se usa en el presente documento, los términos "porcién extracelular de un VEGFR" se
refiere a uno o0 mas de los siete dominios de tipo Ig en la region extracelular de VEGFR. Por ejemplo, "una porcién
extracelular de un VEGFR" se refiere a uno o mas de cualquiera de los siete dominios de tipo Ig encontrados en la
region extracelular de un VEGFR, tal como el dominio de tipo Ig D1, el dominio de tipo Ig D2, el dominio de tipo Ig D3,
el dominio de tipo Ig D4, el dominio de tipo Ig D5, el dominio de tipo Ig D6 o el dominio de tipo Ig D7. Como se usa en
el presente documento, términos tales como "dominio de tipo Ig D1" o "dominio extracelular (ECD) 1" de un VEGFR
se refieren ambos especificamente al primer dominio de tipo Ig encontrado en el extremo N de la regién extracelular
de VEGFR, "dominio de tipo Ig D2" o "ECD 2" de un VEGFR se refieren ambos especificamente al segundo dominio
de tipo Ig del extremo N de la regidn extracelular de VEGFR, etc. En la presente invencién, la porcién extracelular de
un receptor de VEGF consiste en el dominio de tipo Ig D2. En cualquiera de los casos en el presente documento, una
porcién extracelular de un VEGFR comprende al menos un dominio de tipo Ig de uno o mas VEGFR seleccionados
del grupo que consiste en VEGFR1, VEGFR2 y VEGFRS3. En algunos casos, una porcién extracelular de un VEGFR
comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, pero no mas de 7 dominios de tipo Ig de un VEGFR (por ejemplo, VEGFR1). En
algunos aspectos, una porcion extracelular de un VEGFR comprende 1a7,1a6,1a5,1a4,1a3,01a2dominios
de tipo Ig de un VEGFR (por ejemplo, VEGFR1). Por ejemplo, una porcién extracelular de un VEGFR puede
comprender un dominio de tipo Ig D2 de un VEGFR1. Para una descripcion adicional de dominios de tipo Ig que se
pueden usar como parte de una porcion extracelular de un VEGFR, véanse la patente de EE. UU. nimero 7.928.072,
el documento de patente WO2006113277, Davis-Smyth, T., et al., JBiol Chem, 1998, 273:3216-3222, Holash, J., et
al., PNAS, 2002, 99(17):11393-11398 y Pechan, P., et al., Gene Ther, 2009, 16:10-16.

En algunas realizaciones, una porcion extracelular de un VEGFR comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4. En algunos casos, una porcion extracelular de un VEGFR comprende la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 5. Por ejemplo, una porcién extracelular de un VEGFR que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 puede ser un componente de cualquier proteina de fusion desvelada en el presente
documento.

También se contemplan variantes de la secuencia de aminoacidos de cualquier porcion extracelular de un VEGFR
desvelado en el presente documento. Por ejemplo, se pueden mejorar la afinidad de unioén y/u otras propiedades
biol6gicas de la porcion extracelular de un VEGFR alterando la secuencia de aminoacidos que codifica la proteina.
Las variantes de la secuencia aminoacidos de una porcion extracelular de un VEGFR se pueden preparar
introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina o introduciendo la
modificacién por sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, inserciones en y/o
sustituciones dentro de la secuencia de aminoacidos de la porcion extracelular de un VEGFR. Se puede hacer
cualquier combinacién de delecion, insercién y sustitucion para llegar a la construccion de aminodcidos final de la
porcién extracelular de un VEGFR, a condicién de que la construccién final posea las caracteristicas deseadas, tales
como la unién a una proteina de la familia de VEGF y/o inhibicién de la activacion de la via VEGF. Por consiguiente,
en el presente documento se desvelan variantes de una porcion extracelular de un VEGFR que puede ser un
componente de cualquier proteina de fusion desvelada en el presente documento. En algunos casos, una porcién
extracelular de un VEGFR comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos
87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %,
al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminodacidos de uno cualquiera de los dominios de tipo Ig D1, D2, D3, D4, D5, D6 o D7 de un VEGFR1
(por ejemplo, VEGFR1 humano). En algunos casos, una porcion extracelular de un VEGFR comprende una secuencia
de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de uno cualquiera de los
dominios de tipo Ig D1, D2, D3, D4, D5, D6 o D7 de un VEGFR2 (por ejemplo, VEGFR2 humano). En algunas
realizaciones, una porcién extracelular de un VEGFR comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %,
al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de uno cualquiera de los dominios de tipo Ig D1, D2, D3, D4,

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2933558 T3

D5, D6 o D7 de un VEGFR3 (por ejemplo, VEGFR3 humano). En algunos casos, una porcién extracelular de un
VEGFR comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos
88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4y 5.

Sin desear quedar ligado a teoria, se contempla en el presente documento que una porcién extracelular de un VEGFR
inhibe la activacién de la via de VEGF uniéndose a una proteina de la familia de VEGF para bloquear su interaccion
con un VEGFR. Sin desear quedar ligado a teoria, también se contempla en el presente documento que una porcién
extracelular de un VEGFR se puede unir a un VEGFR para la inhibicién negativa dominante de la via de sefalizacién
de VEGF. En algunos casos, una porcién extracelular de un VEGFR se une a la proteina de la familia de VEGF
seleccionada del grupo que consiste en VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF. En algunos casos, una porcion
extracelular de un VEGFR se une a VEGFR (por ejemplo, VEGFR1, VEGFR2 y/o VEGFRS3).

Una porcién extracelular de un VEGFR puede o puede no comprender un péptido sefializador que sirve de secuencia
sefalizadora de la secrecion de la porcion extracelular de un VEGFR de una célula hospedadora. Segun la invencion,
una porcion extracelular de un VEGFR no comprende un péptido sefializador.

Dominio de multimerizacion

La presente divulgacion proporciona un dominio de multimerizacién (por ejemplo, una region Fc de un anticuerpo) que
puede ser un componente de cualquier proteina de fusién desvelada en el presente documento. Los dominios de
multimerizacién son las porciones de proteinas multiméricas que promueven la asociacién de subunidades para
formar, por ejemplo, dimeros, trimeros, tetrameros, etc. Como se usa en el presente documento, el término "dominio
de multimerizacién" se puede usar para referirse a un dominio de dimerizacién, un dominio de trimerizacion, un dominio
de tetramerizacion, etc. Las proteinas de fusidon que comprenden un dominio de multimerizacién pueden interactuar
con otras proteinas de fusién que comprenden un dominio de multimerizacién para producir multimeros de proteinas
de fusién (por ejemplo, dimeros de proteinas de fusion). Por ejemplo, una regién Fc de IgG es un dominio de
dimerizacién que se puede fusionar con una porcion extracelular de un PDGFR o una porcion extracelular de VEGFR
como se desvela en el presente documento. Una proteina de fusion que comprende una porcidn extracelular de un
PDGFR y una regién Fc de IgG se puede dimerizar con otra proteina de fusién que comprende una regién Fc de IgG
para producir un dimero de proteina de fusién con multiespecificidad por al menos un PDGF. Se conocen en la técnica
dominios de multimerizacion. Véase la patente de EE.UU. nimero 7.928.072 y el documento de patente
WQ02006/113277. Por ejemplo, una regién Fc de una cadena pesada lambda de IgG1, tal como el dominio CH3 solo
o0 ambos dominios CH2 y CH3, se puede usar como dominio de multimerizacion. En la presente invencién, el dominio
de multimerizacién comprende una region Fc de un anticuerpo IgG1. Como se usa en el presente documento, el
término "regién Fc" se usa para definir una regién carboxiterminal de una cadena pesada de la inmunoglobulina que
contiene al menos una porcién de la regién constante. El término incluye regiones Fc de la secuencia nativa y regiones
Fc de variante. En una realizacién, una regiéon Fc de cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o
desde Pro230, hasta el extremo carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina carboxiterminal (Lys447) de la
region Fc puede o puede no estar presente. Se conocen bien en la técnica las secuencias de aminoacidos que
codifican inmunoglobulinas que comprenden regiones Fc. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la cadena
pesada lambda de IgG1 se puede encontrar con el N.2 de acceso de GenBank CAA75032. Una regién Fc de una
inmunoglobulina se puede obtener por escisién con la enzima papaina o por otros medios. En algunas realizaciones,
la region Fc comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. También se puede usar el dominio de
multimerizacién de un VEGF, tal como el dominio de multimerizacién de VEGF-A. VEGF-A esta codificado por un
acido nucleico mostrado en N.? de acceso de GenBank NM003376. Por ejemplo, el dominio de multimerizacién de
VEGF-A esta codificado por el exdn 3 de VEGF-A y se puede unir a cualquiera de los componentes de la proteina de
fusion desvelados en el presente documento, tal como la porcion extracelular de un PDGFR y/o la porcion extracelular
de un VEGFR.

En algunos casos, las variantes de la secuencia de aminoacidos de un dominio de multimerizacion se desvelan en el
presente documento. Por ejemplo, se puede desear mejorar las propiedades biolégicas (por ejemplo, propiedades de
multimerizacién) del dominio de multimerizacion. Se pueden preparar variantes de secuencia de aminoacidos de un
dominio de multimerizacién introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia del acido nucleico que codifica
la proteina o introduciendo la modificacion por sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo,
deleciones de, inserciones en y/o sustituciones dentro de la secuencia de aminoacidos del dominio de multimerizacion.
Se puede hacer cualquier combinacion de delecidn, insercidn y sustitucion para llegar a la construccién de aminoacidos
final de la multimerizacion, a condicion de que la construccion final posea las caracteristicas deseadas, tales como
formacion de proteinas multiméricas. Por consiguiente, en el presente documento se desvelan variantes de un dominio
de multimerizacion que puede ser un componente de cualquier proteina de fusion desvelada en el presente
documento. En algunas realizaciones, una region Fc comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %,
al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. Se conocen bien en la técnica las variantes
de los dominios de multimerizacién. Véase, por ejemplo, la solicitud de patente de EE. UU. N.2 2012/0251531.
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Conectores

Componentes de la proteina de fusion (por ejemplo, la porcion extracelular de un PDGFR, la porcion extracelular de
un VEGFR, o el dominio de multimerizacion) se pueden unir por un resto conector, tal como un conector peptidico.
Preferentemente, el conector aumenta la flexibilidad de los componentes de la proteina de fusiéon y no interfiere
significativamente con la estructura de cada componente funcional dentro de la proteina de fusién. En algunos casos,
el resto conector es un conector peptidico. En algunos casos, el conector peptidico comprende 2 a 100 aminodacidos.
En algunos casos, el conector peptidico comprende 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, pero no méas de 100 aminoacidos. En algunos casos, el
conector peptidico tiene entre 5y 75, 5y 50,5y 25,5y 20,5y 15, 5y 10 0 5 y 9 aminoacidos de longitud. Los
conectores a modo de ejemplo incluyen péptidos lineales que tienen al menos dos restos de aminoacidos, tales como
Gly-Gly, Gly-Ala-Gly, Gly-Pro-Ala, Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 46). Los péptidos lineales adecuados incluyen
poliglicina, poliserina, poliprolina, polialanina y oligopéptidos que consisten en restos de amino&cidos alanilo y/o
serinilo y/o prolinilo y/o glicilo. En algunos casos, el conector peptidico comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en Glys (SEQ ID NO: 47), Glus (SEQ ID NO: 48), Sery (SEQ ID NO: 49), Glys-
Cys-Pro2-Cys (SEQ ID NO: 50), (Glys-Ser)s (SEQ ID NO: 51), Ser-Cys-Val-Pro-Leu-Met-Arg-Cys-Gly-Gly-Cys-Cys-
Asn (SEQ ID NO: 52), Pro-Ser-Cys-Val-Pro-Leu-Met-Arg-Cys-Gly-Gly-Cys-Cys-Asn (SEQ ID NO: 53), Gly-Asp-Leu-
lle-Tyr-Arg-Asn-Gin-Lys  (SEQ ID NO:54) y  Glys-Pro-Ser-Cys-Val-Pro-Leu-Met-Arg-Cys-Gly-Gly-Cys-Cys-Asn
(SEQ ID NO: 55).

Los restos conectores también se pueden preparar a partir de otros polimeros, tales como polietilenglicol (no es parte
de la invencién). Dichos conectores pueden tener desde 10 hasta 1000, 10 hasta 500, 10 hasta 250, 10 hasta 100, o
10 hasta 50 unidades de mondémeros de etilenglicol. Los polimeros adecuados deben ser de un tamafo similar al
tamano ocupado por el intervalo apropiado de restos de aminoacidos. Un polimero de tamano tipico proporcionaria
una separacion de desde aproximadamente 10-25 angstroms.

Los restos conectores se desvelan en Tarn, J.P., et al., J. of Immunol Methods, 1996, 196:17-32.

Los restos conectores se pueden usar para conectar cualquiera de los componentes de las proteinas de fusion
desveladas en el presente documento. Por ejemplo, se puede usar un conector peptidico (por ejemplo, Glys
(SEQ ID NO: 47)) para conectar el extremo C de una porcion extracelular de un PDGFR con el extremo N de una
porcién extracelular de un VEGFR y se puede usar ademas para conectar el extremo C de la porcion extracelular de
un VEGR con el extremo N de un dominio de multimerizacion (por ejemplo, una regiéon Fc de IgG1). En algunos casos,
un conector se usa entre una porcion extracelular de un PDGFR y un dominio de multimerizacion. En algunos casos,
un conector se usa entre una porcion extracelular de un VEGFR y un dominio de multimerizacién. En algunos casos,
un conector se usa entre una porcién extracelular de un PDGFR y una porcién extracelular de un VEGFR. En algunos
casos, la proteina de fusién comprende un conector entre una porcién extracelular de un PDGFR y una regién
extracelular de un VEGFR, y un conector entre la regién extracelular del VEGFR y un dominio de multimerizacién (por
ejemplo, region Fc). En la presente invencion, la proteina de fusion comprende un péptido conector entre la porcién
extracelular de PDGFR y la porcion extracelular del VEGFR que comprende Sere (SEQ ID NO: 49) y un conector entre
la porcion extracelular del VEGFR y el dominio de multimerizacién que comprende Glys (SEQ ID NO: 47). En algunos
casos, una proteina de fusion comprende al menos un conector, pero no mas de cuatro conectores. Por ejemplo, una
proteina de fusion puede comprender (a) una porcién extracelular de un PDGFR, (b) una porcion extracelular de un
VEGFR, (c) un dominio de multimerizacién (por ejemplo, una regiéon Fc de IgG1), y al menos un conector desde el
extremo N hasta el extremo C en un orden seleccionado del grupo que consiste en: (1) conector, a, conector, b,
conector, ¢, conector; (2) a, conector, b, conector, ¢, conector; (3) conector, a, conector, b, conector, c; (4) a, conector,
b, conector, c; (5) a, conector, b, c; y (6) a, b, conector, c. En otro ejemplo, una proteina de fusién puede comprender
(a) una porcion extracelular de un PDGFR, (b) un dominio de multimerizacion (por ejemplo, una region Fc de IgG1), y
al menos un conector desde el extremo N hasta el extremo C en un orden seleccionado del grupo que consiste en: (1)
conector, a, conector, b, conector; (2) conector, a, conector, b; (3) a, b, conector; (4) a, conector, b; (5) conector, b,
conector, a, conector; (6) conector, b, conector, a; (7) b, a, conector; y (8) b, conector, a.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2933558 T3

Proteinas de fusion

En el presente documento se desvelan proteinas de fusién que tienen especificidades de unién por al menos dos
componentes de unién diferentes (por ejemplo, PDGF y VEGF). En la presente invencién, la proteina de fusién se une
a un PDGF y un VEGF. En algunas realizaciones, la proteina de fusion comprende una primera especificidad de unién
por una proteina de la familia de PDGF (por ejemplo, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C o PDGF-D) y una segunda
especificidad de unién por un VEGF (por ejemplo, VEGF-A VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D o P1GF). En algunas
realizaciones, la proteina de fusién comprende una primera especificidad de unién por un dimero de proteina de la
familia de PDGF (por ejemplo, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC o PDGF-DD) y una segunda especificidad
de unién por un VEGF (por ejemplo, VEGF-A VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D o P1GF). En algunas realizaciones, la
proteina de fusién comprende una primera especificidad de unién por un PDGF de mamifero (por ejemplo, humano) y
una segunda especificidad de unién por un VEGF de mamifero (por ejemplo, humano). En algunas realizaciones, la
proteina de fusion se une al mismo componente de la via de PDGF que uno cualquiera de PDGFR-B. En algunas
realizaciones, la proteina de fusion se une al mismo PDGF que uno cualquiera de los dimeros PDGFR-B/PDGFR-B o
PDGFR-a/PDGFR-B. En algunos casos, una proteina de fusion comprende al menos una porcion extracelular de un
PDGFR de cualquiera de los PDGFR descritos en el presente documento. Por ejemplo, una proteina de fusién puede
comprender al menos una porcién extracelular de PDGFR-a y al menos una porcion extracelular de PDGFR-. En otro
ejemplo, una proteina de fusiéon puede comprender dos porciones extracelulares de PDGFR-B, tales como el dominio
de tipo Ig D1-D3 y el dominio de tipo Ig D1-D5. En algunos casos, una proteina de fusién comprende una porcion
extracelular de un PDGFR que comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 1 y 3. En algunos casos, una proteina de fusiéon se une al mismo componente de la via de VEGF que
cualquiera de los VEGFR descritos en el presente documento. En algunos casos, una proteina de fusion se une al
mismo componente de la via de VEGF que uno cualquiera de VEGFR1, VEGFR2 o VEGFR3. En algunos casos, una
proteina de fusién comprende al menos una porcién extracelular de un VEGFR de cualquiera de los VEGFR descritos
en el presente documento. Por ejemplo, una proteina de fusion puede comprender al menos una porcién extracelular
de VEGFR1 y al menos una porcion extracelular de VEGFR2. En otro ejemplo, una proteina de fusiéon puede
comprender dos porciones extracelulares de VEGFR1, tales como el dominio de tipo Ig D2 y el dominio de tipo Ig D1-
D3. En algunos casos, una proteina de fusién comprende una porcion extracelular de un VEGFR que comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4 y 5. Cualquiera de las proteinas de
fusién desveladas en el presente documento que comprenda una porcién extracelular de un PDGFR y una porcién
extracelular de un VEGFR comprende ademas un dominio de multimerizacion. El dominio de multimerizacién es una
region Fc de IgG1. En algunas realizaciones, la region Fc comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.
En algunos casos, la proteina de fusiébn que comprende una porcion extracelular de un PDGFR, una porcion
extracelular de VEGFR y un dominio de multimerizacion inhibe las vias de sefalizacion de PDGF y VEGF (por ejemplo,
inhibicion de PDGF y actividad de VEGF). Cualquiera de las proteinas de fusién desveladas en el presente documento
que comprende una porcion extracelular de un PDGFR, una porcién extracelular de VEGFR y un dominio de
multimerizacion comprende ademas un conector. El conector comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo que consiste en Glys (SEQ ID NO: 47) y Sers (SEQ ID NO 49). En algunos casos, la porcion extracelular de
un PDGFR comprende una porcién extracelular de un PDGFR de mamifero (por ejemplo, humano). En algunos casos,
la porcién extracelular de un VEGFR comprende una porcion extracelular de un VEGFR de mamifero (por ejemplo,
humano). En algunos casos, una proteina de fusién comprende una porcién extracelular de un PDGFR humano (por
ejemplo, PDGFR- humano) y una porcion extracelular de un VEGFR humano (por ejemplo, VEGFR1 humano).

En un caso, la divulgacién proporciona una proteina de fusién que comprende: a) una porcion extracelular de un
PDGFR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 7 u 8; b) una porcion extracelular de un
VEGFR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 o 5; y ¢) un dominio de multimerizacién que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, la proteina de fusion comprende:
a) una porcién extracelular de un PDGFR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; b) una
porcién extracelular de un VEGFR que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; y ¢) un dominio de
multimerizacion que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, la proteina
de fusion comprende: a) una porcion extracelular de un PDGFR que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3; b) una porcion extracelular de un VEGFR que comprende la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 4; y ¢) un dominio de multimerizacion que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

En el presente documento se desvelan proteinas de fusién que comprenden una porcién extracelular de un PDGFR,
una porcion extracelular de un VEGFR y un dominio de multimerizacién en un orden especifico. En algunos casos, la
proteina de fusion comprende (a) una porcion extracelular de un PDGFR, (b) una porcion extracelular de un VEGFR,
y (c) una regién Fc dispuesta desde el extremo N hasta el extremo C en un orden de a, b, c. En algunos de los casos,
una porcién extracelular de un PDGFR comprende los dominios de tipo Ig D1-D3 de un PDGFR (por ejemplo, PDGFR-
B). En algunos casos, una porcién extracelular de un PDGFR comprende los dominios de tipo Ig D1-D4 de un PDGFR
(por ejemplo, PDGFR-B). En algunos casos, una porcién extracelular de un PDGFR comprende los dominios de tipo
Ig D1-D5 de un PDGFR (por ejemplo, PDGFR-B). Una porcion extracelular de un VEGFR consiste en el dominio de
tipo Ig D2 de un VEGFR (por ejemplo, VEGFR1). Segun la invencién, un dominio de multimerizacién comprende la
regién Fc de un anticuerpo 1gG1.

En algunos casos, la proteina de fusion comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. En otras
realizaciones, la proteina de fusién comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13. En todavia otros
13
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casos, la proteina de fusién comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En aun otras realizaciones,
la proteina de fusién comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 15.

También se contemplan proteinas de fusién que comprenden al menos dos o mas porciones extracelulares de un
PDGFR, dos o mas porciones extracelulares de un VEGFR, y/o dos o mas dominios de multimerizacion. Por ejemplo,
una proteina de fusion puede comprender (a) una porcion extracelular de un PDGFR, (b) una porcion extracelular de
un VEGFR, y (c) una region Fc dispuesta desde el extremo N hasta el extremo C en un orden de a, a, b, c 0 en un
orden de a, b, b, ¢. Cualquier combinacién de al menos una porcioén extracelular de un PDGFR, al menos una porcidn
extracelular de un VEGFR y al menos un dominio de multimerizacion se desvela en el presente documento como si
cada combinacion se hubiera expuesto explicitamente en el presente documento.

También se contemplan proteinas de fusion que comprenden una porcién extracelular de un PDGFR y un dominio de
multimerizacién. En algunos casos, la proteina de fusién comprende (a) una porcion extracelular de un PDGFR vy (b)
una region Fc dispuesta desde el extremo N hasta el extremo C en un orden de a y b. En algunos casos, la proteina
de fusién comprende (a) una porcion extracelular de un PDGFR y (b) una region Fc dispuesta desde el extremo N
hasta el extremo C en un orden de b y a. En algunos casos, una porcién extracelular de un PDGFR comprende los
dominios de tipo Ig D1-D2 de un PDGFR (por ejemplo, PDGFR-B). En algunos casos, una porcién extracelular de un
PDGFR comprende los dominios de tipo Ig D1-D3 de un PDGFR (por ejemplo, PDGFR-B). En algunos casos, una
porcién extracelular de un PDGFR comprende los dominios de tipo Ig D1-D4 de un PDGFR (por ejemplo, PDGFR-B).
En algunas realizaciones, una porcion extracelular de un PDGFR comprende los dominios de tipo Ilg D1-D5 de un
PDGFR (por ejemplo, PDGFR-B). Segun la invencion, un dominio de multimerizacién comprende la region Fc de un
anticuerpo IgG1. Cualquier combinacién de al menos una porcién extracelular de un PDGFR y al menos un dominio
de multimerizacién se desvela en el presente documento como si cada combinacion se hubiera expuesto
explicitamente en el presente documento.

En algunos casos, la proteina de fusién comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos,
la proteina de fusiéon comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En algunos casos, la proteina de
fusion comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

Las proteinas de fusién descritas en la presente divulgacion pueden comprender formas modificadas de la porcion
extracelular de un PDGFR, la porcién extracelular de un VEGFR y/o el dominio de multimerizacién. Por ejemplo, los
componentes de la proteina de fusién pueden tener modificaciones postraduccionales, que incluyen, por ejemplo,
glucosilacién, sialilacién, acetilacién y fosforilacion.

En algunos casos, variantes de la secuencia de aminoacidos de las proteinas de fusion se desvelan en el presente
documento. Por ejemplo, se puede desear mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biolégicas de la porcion
extracelular de un PDGFR, la porcién extracelular de un VEGFR y/o el dominio de multimerizacion. Se pueden preparar
variantes de la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién introduciendo modificaciones apropiadas en la
secuencia de nuclettidos que codifica la porcién extracelular de un PDGFR, la porcién extracelular de un VEGFR y/o
el dominio de multimerizacion, o por introduccion a través de la sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen,
por ejemplo, deleciones de, inserciones en y/o sustituciones de restos dentro de las secuencias de aminodacidos de la
porcién extracelular de un PDGFR, la porcion extracelular de un VEGFR y/o el dominio de multimerizacion. Se puede
hacer cualquier combinacién de delecion, insercién y sustitucion para llegar a la construccion final, a condicién de que
la construccion final posea las caracteristicas deseadas (por ejemplo, unién a un PDGF, union a un VEGF, inhibicion
de la activacién de una via de PDGF, formaciéon de multimeros y/o inhibicion de la activacién de una via de VEGF).
En algunos casos, la proteina de fusion comprende al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %,
al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de una proteina de fusion que comprende cualquier porcién extracelular de un PDGFR, porcidn
extracelular de un VEGFR y/o dominio de multimerizacién como se desvela en el presente documento. En algunos
casos, una variante de proteina de fusién comprende al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %,
al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12-15. En algunos casos, una variante de proteina
de fusién comprende al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 %, o al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 9-11.

Las sustituciones de restos de aminoacidos desveladas en el presente documento también incluyen sustituciones
conservativas. Las sustituciones conservativas se muestran en la Tabla 1 que sigue bajo el encabezado de
"Sustituciones conservativas". Si dichas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica,
entonces se pueden introducir mas cambios sustanciales, denominados "Sustituciones a modo de ejemplo” en la Tabla
1, 0 como se describe adicionalmente a continuacién en referencia a las clases de aminoacidos, se pueden introducir
y cribar los productos. Las sustituciones de aminoacidos como se muestran en la Tabla 1 o como se describen a
continuacion en referencia a las clases de aminoacidos se pueden introducir en cualquiera de las proteinas de fusién
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o componentes de proteina (por ejemplo, porcion extracelular de un PDGFR, porcidon extracelular de un VEGFR,
dominio de multimerizacion, etc.) desvelados en el presente documento.

Tabla 1. Posibles sustituciones de aminoacidos

Resto original |Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones conservativas
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Gin; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
Gin (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Modificaciones sustanciales en las propiedades bioldgicas de las proteinas o polipéptidos se llevan a cabo
seleccionando sustituciones que se diferencian significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la
estructura del esqueleto de polipéptido en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacién en hoja o
helicoidal, (b) la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Los
aminoacidos se pueden agrupar segun propiedades comunes de la cadena lateral:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;
(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;
(3) acidos: Asp, Glu;

(4) bésicos: His, Lys, Arg;
15
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(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe;
(7) hidréfobos grandes: Norleucina, Met, Val, Leu, lle.
Las sustituciones no conservativas conllevan el intercambio de un miembro de uno de estos restos por otra clase.

Un método util para la identificacién de ciertos restos o regiones de la proteina de fusion que son localizaciones
preferidas para la mutagénesis se denomina "mutagénesis con barrido de alanina", como se describe por Cunningham
y Wells en Science, 1989, 244:1081-1085. Aqui, un resto o grupo de restos diana se identifica (por ejemplo, restos
cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se sustituye por un amino&cido neutro o negativamente cargado (lo mas
preferentemente alanina o polialanina) para afectar la interaccion de los aminoacidos con el componente de unién
diana. Las localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones se refinan
entonces introduciendo variantes adicionales u otras variantes en, o para, los sitios de sustituciéon. Por lo tanto,
mientras que el sitio para introducir una variacion de secuencia de amino&cidos esté predeterminado, la naturaleza de
la mutacion en si no necesita estar predeterminada. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de una mutacién en un
sitio dado, se realiza mutagénesis con barrido de ala o al azar en el codoén o region diana y las variantes de polipéptido
de fusion expresadas se criban para la actividad deseada.

Cualquier resto de cisteina que no participe en el mantenimiento de la conformacion apropiada de las proteinas de
fusién o componentes de la proteina (por ejemplo, porcion extracelular de un PDGFR, porcion extracelular de un
VEGFR, dominio de multimerizacion, etc.) también se pueden sustituir, en general, con serina, para mejorar la
estabilidad oxidativa de la molécula y prevenir la reticulacién aberrante. En cambio, el (los) enlace(s) de cisteina se
pueden afadir a la proteina de fusién o a los componentes de la proteina (por ejemplo, porcion extracelular de un
PDGFR, porcion extracelular de un VEGFR, dominio de multimerizacion, etc.) para mejorar su estabilidad.

En otros casos, las proteinas o péptidos de la divulgacién pueden comprender uno o mas aminoacidos que no existen
de forma natural o modificados. Un "resto de aminoacido que no existe de forma natural" se refiere a un resto, distinto
de los restos de aminoacidos que existen de forma natural enumerados anteriormente, que es capaz de unirse
covalentemente a resto(s) de aminoacidos adyacente(s) en una cadena de polipéptidos. Los aminoacidos no naturales
incluyen, pero no se limitan a, homo-lisina, homo-arginina, homo-serina, acido azetidincarboxilico, acido 2-
aminoadipico, &cido 3-aminoadipico, beta-alanina, acido aminopropionico, acido 2-aminobutirico, acido 4-
aminobutirico, acido 6-aminocaproico, acido 2-aminoheptanoico, acido 2-aminoisobutirico, acido 3-aminoisobutirico,
acido 2-aminopimélico, terc-butilglicina, acido 2,4-diaminoisobutirico, desmosina, acido 2,2'-diaminopimélico, acido
2,3-diaminopropiénico, N-etilglicina, N-etilasparagina, homoprolina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, 3-hidroxiprolina, 4-
hidroxiprolina, isodesmosina, alo-isoleucina, N-metilalanina, N-metilglicina, N-metilisoleucina, N-metilpentilglicina, N-
metilvalina, naftalanina, norvalina, norleucina, ornitina, citrulina, pentilglicina, &acido pipecélico y tioprolina. Los
aminoacidos modificados incluyen aminodcidos naturales y no naturales que estan bloqueados quimicamente,
reversible o irreversiblemente, 0 modificados en su grupo amino aminoterminal o sus grupos de cadena lateral, como,
por ejemplo, D- y L-aminoacidos N-metilados, grupos funcionales de cadena lateral que estdn modificados
quimicamente con otro grupo funcional. Por ejemplo, los aminoacidos modificados incluyen sulféxido de metionina;
metionina sulfona; (éster beta-metilico de) acido aspartico, un aminoacido modificado de acido aspartico; N-etilglicina,
un aminodacido modificado de glicina; o alanina carboxamida y un aminoacido modificado de alanina. Se conocen en
la técnica aminoacidos no naturales y modificados adicionales, y métodos de su incorporacién en las proteinas y
péptidos (véase, por ejemplo, Sandberg et al., (1998) J. Med. Chem. 41: 2481-91; Xie y Schultz (2005) Curr. Opin.
Chem. Biol. 9: 548-554; Hodgson y Sanderson (2004) Chem. Soc. Rev. 33: 422-430.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino- ("N") y/o carboxi- ("C") terminales que varian
en longitud desde un resto hasta cien 0 mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos de aminoacidos
individuales o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen una proteina de fusién con un resto metionilo
aminoterminal o la proteina de fusién fusionada con un polipéptido citotoxico. Otras variantes de insercion de la
molécula de proteina de fusion incluyen la fusién con el extremo N o C de la proteina de fusion con un polipéptido que
permite la formacién de multimeros de proteina.

La presente divulgacion proporciona un péptido senalizador, también denominado en el presente documento una
secuencia sefalizadora, que puede ser un componente de cualquier proteina de fusion desvelada en el presente
documento. Por ejemplo, una proteina de fusion que comprende una porcién extracelular de un PDGFR, una porcion
extracelular de un VEGFR y un dominio de multimerizacién puede comprender ademas un péptido heterélogo,
preferentemente una secuencia sefalizadora u otro péptido que tiene un sitio de escisidon especifico en el extremo N
de la proteina de fusién madura. La secuencia sefalizadora heteréloga seleccionada preferentemente es una que es
reconocida y procesada (es decir, escindida por una peptidasa sefializadora) por células hospedadoras eucariotas.
Para células hospedadoras procariotas que no reconocen y procesan secuencias sefializadoras nativas de mamifero,
la secuencia sefializadora eucariota (es decir, de mamifero) esta sustituida por una secuencia sefalizadora procariota
seleccionada, por ejemplo, del grupo que consiste en secuencias conductoras de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp
0 genes de enterotoxina Il estables al calor. Para la secrecion de levadura, la secuencia sefializadora nativa se puede
sustituir por, por ejemplo, el conductor de invertasa de levadura, conductor de factor (incluyendo conductores de
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factores de Sacaromyces y Kluyveromyces), o conductor de fosfatasa acida, el conductor de glucoamilasa de C.
albicans o la senal descrita en documento de patente WO 90/13646. En la expresion en células de mamifero, estan
disponibles secuencias sefalizadoras de mamifero, asi como conductores secretores virales, por ejemplo, la sefial gD
del virus del herpes simple. Un péptido sefalizador puede ser completamente escindido de la proteina de fusién a
medida que se produce de células hospedadoras o puede ser parcialmente escindido. Una poblacién mixta de
proteinas de fusiéon se puede producir a partir de una célula hospedadora, en donde las proteinas de fusién
comprenden una secuencia sefalizadora completamente escindida (por ejemplo, sin secuencia sefalizadora), una
secuencia sefalizadora parcialmente escindida (por ejemplo, porcion de la secuencia sefal) y/o una secuencia
sefalizadora no escindida (por ejemplo, secuencia sefializadora completa). Por ejemplo, una proteina de fusién que
comprende ademas un péptido sefializador en el extremo N puede ser escindido en el extremo N por uno cualquiera
de 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o0 22 restos de aminodacidos. En algunas
realizaciones, cualquier proteina de fusion de la invencion comprende un péptido sefalizador para la secrecioén de
proteina de una célula. En algunas realizaciones, alguna proteina de fusién de la invencion no comprende un péptido
sefalizador para la secrecion de proteina de una célula.

La presente invencién proporciona una proteina de fusion dimérica que comprende dos proteinas de fusion, en donde
cada proteina de fusion comprende cualquier proteina de fusion de la invencion. En una realizacion, la proteina de
fusién dimérica comprende dos proteinas de fusion idénticas. En otra realizacion, la proteina de fusién dimérica
comprende dos proteinas de fusion diferentes. Las proteinas de fusiéon desveladas en el presente documento pueden
formar multimeros de dos 0 mas proteinas de fusion. Los multimeros (por ejemplo, dimeros, trimeros, tetrameros, etc.)
se pueden formar a partir de proteinas de fusion idénticas (por ejemplo, homomultimero) o formar proteinas de fusién
heterdlogas (por ejemplo, heteromultimeros). En otro caso, la proteina de fusién multimérica comprende al menos una
proteina de fusién que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
12-15, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12-15. En otro caso, la proteina de fusién multimérica comprende
al menos una proteina de fusion que comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 9-11, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad con la secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9-11. En un caso, la proteina de fusion se recupera
como un multimero de proteina fusion de una célula hospedadora que comprende un acido nucleico que codifica dicha
proteina de fusién. En algunas realizaciones, las proteinas de fusién estan glucosiladas. Por ejemplo, la proteina de
fusiéon puede ser glucosilada después de ser liberada de una célula hospedadora en la porcién extracelular de un
PDGFR, la porcion extracelular de un VEGFR y/o el dominio de multimerizacion.

En el presente documento también se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una proteina de
fusién de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas pueden ser
adecuadas para una variedad de modos de administracion descritos en el presente documento, que incluyen, por
ejemplo, administracion sistémica o localizada. Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de colirios,
disoluciones inyectables, o en una forma adecuada para inhalacién (ya sea a través de la boca o la nariz) o
administracion por via oral. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden una proteina
de fusién de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable son adecuadas para administracion al ser
humano. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden una proteina de fusion de la
invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable son adecuadas para inyeccion intravitrea o administracion tépica
al ojo. Dichos vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceite, que
incluyen los de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
mineral y similares. También se pueden emplear soluciones salinas y disoluciones acuosas de dextrosa, polietilenglicol
(PEG) y glicerol como vehiculos liquidos, particularmente para disoluciones inyectables. La composicion farmacéutica
puede comprender ademas componentes adicionales, por ejemplo, conservantes, tampones, agentes de tonicidad,
antioxidantes y estabilizadores, agentes humectantes o clarificantes no iénicos, agentes que aumentan la viscosidad
y similares. Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se pueden envasar en dosis
unitarias Unicas o en formas multidosis. Las composiciones se formulan, en general, como disolucién estéril y
sustancialmente isoténica. Las composiciones también se pueden formular para tener valores osmaéticos que son
compatibles con el humor acuoso del ojo y los tejidos oftalmicos. Dichos valores osméticos estaran, en general, en el
intervalo de desde aproximadamente 200 hasta aproximadamente 400 miliosmoles por kilogramo de agua
("mOsm/kg"), pero preferentemente seran de aproximadamente 300 mOsm/kg. Se considera que la retina tiene un
valor osmético de ~283 mOsm/kg.

IV. Acidos nucleicos, vectores y células hospedadoras
Acidos nucleicos

En el presente documento se desvelan acidos nucleicos aislados que codifican cualquiera de los componentes de
proteinas de fusion desveladas en el presente documento, tales como una porcién extracelular de un PDGFR, y
porcién extracelular de un VEGFR, y un dominio de multimerizacion. Los &cidos nucleicos que codifican PDGFR de
mamifero se han descrito para ambos tipos de receptores, PDGFR-a y PDGFR-B. Las secuencias del &cido nucleico
a modo de ejemplo se pueden encontrar en, pero no se limitan a, Yarden et al., Nature, 1986, 323:226-232; Matsui et
al., Science, 1989, 243: 800-803; la solicitud de patente de EE. UU. N.® de serie 07/771.829 que es una continuacién
de la solicitud de patente de EE. UU. N.? de serie 07/309.332, ahora abandonada, la patente de EE. UU. nimero

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2933558 T3

5.686.572 y el documento de patente WO2006/113277. EI ARNm que codifica PDGFR-a y PDGFR-B humanos se
puede encontrar en los N.? de acceso de Genbank NM_006206.4 y NM_002609.3, respectivamente. En algunos casos,
un acido nucleico aislado codifica una porcion extracelular de un PDGFR que comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En algunos casos, un acido nucleico aislado
codifica una porcién extracelular de un PDGFR que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al
menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-3. En
algunos casos, el acido nucleico aislado que codifica una porcién extracelular de un PDGFR se selecciona del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 16 y 17. En el presente documento también se desvelan acidos nucleicos aislados que
codifican una porcién extracelular de un VEGFR. Los acidos nucleicos que codifican VEGFR de mamifero se han
descrito para todos los tipos de receptor. Las secuencias del acido nucleico a modo de ejemplo se pueden encontrar
en, pero no se limitan a, la patente de EE. UU. nimero 7.928.072 y el documento de patente WO2006/113277. El
ARNm que codifica VEGFR1 y VEGFR2 humanos se puede encontrar en los N.°2 de acceso de Genbank NM
_001159920.1 y NM_002253.2, respectivamente. El ARNm que codifica VEGFR3 humano se puede encontrar en los
N.? de acceso de Genbank NM_002020.7 y NM_182925.4. En algunos casos, un acido nucleico aislado codifica una
porcién extracelular de un VEGFR que comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 4 y 5. En algunos casos, un &cido nucleico aislado codifica una porcién extracelular de un VEGFR que
comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al
menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4 y 5. En el presente documento también se
desvelan acidos nucleicos aislados que codifican un dominio de multimerizacién (por ejemplo, regién Fc). En algunos
casos, un acido nucleico aislado codifica un dominio de multimerizacion que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunos casos, un acido nucleico aislado codifica un dominio de multimerizacion
que comprende una secuencia de amino&cidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %,
al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 6.

También se proporcionan acidos nucleicos aislados que codifican una proteina de fusién de la invencion. En algunos
casos, un acido nucleico aislado codifica una proteina de fusion que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12-15. En algunos casos, un acido nucleico aislado codifica una
proteina de fusion que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 9-11. En algunos casos, un &cido nucleico aislado codifica una proteina de fusién que comprende una
secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %, al menos 88 %, al menos 89 %, al
menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12-15. En algunos casos, un acido nucleico aislado codifica una
proteina de fusidon que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 86 %, al menos 87 %,
al menos 88 %, al menos 89 %, al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9-11. En algunos casos, un acido
nucleico aislado que codifica una proteina de fusién comprende la secuencia del acido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 21-24. En algunos casos, un acido nucleico aislado que codifica una proteina de fusion
comprende la secuencia del acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 18-20.

Una secuencia del acido nucleico aislada que codifica una proteina de fusién o un componente de una proteina de
fusion (por ejemplo, la porciéon extracelular de un PDGFR, la porcion extracelular de un VEGFR o el dominio de
multimerizacién) puede incluir ademas una secuencia del &cido nucleico que codifica un conector. En algunos casos,
un acido nucleico codifica un conector seleccionado del grupo que consiste en Glys (SEQ ID NO: 47), G1lug
(SEQ ID NO: 48), Serg (SEQ ID NO: 49), Glys-Cys-Proz-Cys (SEQ ID NO: 50), (Glys-Ser)s (SEQ ID NO: 51), Ser-Cys-
Val-Pro-Leu-Met-Arg-Cys-Gly-Gly-Cys-Cys-Asn  (SEQ ID NO: 52), Pro-Ser-Cys-Val-Pro-Leu-Met-Arg-Cys-Gly-Gly-
Cys-Cys-Asn (SEQ ID NO: 53), Gly-Asp-Leu-lle-Tyr-Arg-Asn-Gin-Lys (SEQ ID NO: 54) y Glye-Pro-Ser-Cys-Val-Pro-
Leu-Met-Arg-Cys-Gly-Gly-Cys-Cys-Asn (SEQ ID NO: 55).

Los acidos nucleicos aislados pueden incluir ademas una secuencia que codifica un péptido sefializador que sirve de
secuencia sefalizadora para secretar la proteina de fusion de las células hospedadoras. En algunas realizaciones, el
acido nucleico aislado no comprende una secuencia que codifica un péptido sefializador.

Las moléculas de acido nucleico aisladas que codifican una proteina de fusién o un componente de una proteina de
fusién (por ejemplo, la porcién extracelular de un PDGFR, la porcién extracelular de un VEGFR, o el dominio de
multimerizacién) pueden estar en forma de ARN, tal como ARNm, ARNnh, ARNt o cualquier otra forma, o en forma de
ADN, que incluye, pero no se limita a, ADNc y ADN gendmico obtenido clonando o producido sintéticamente, o
cualquier combinacién de los mismos. El ADN puede ser tricatenario, bicatenario o monocatenario, o cualquier
combinacion de los mismos. Cualquier porcién de al menos una cadena del ADN o ARN puede ser la cadena
codificante, también conocida como la cadena codificante, o puede ser la cadena no codificante, también denominada
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la cadena no codificante. Los acidos nucleicos aislados se pueden obtener de fuentes bioldgicas usando cualquier
numero de metodologias de clonacién conocidas por los expertos en la técnica. Los acidos nucleicos aislados también
se pueden preparar por sintesis quimica directa por métodos conocidos. Los acidos nucleicos que codifican una
proteina de fusién o componente de proteina de fusion (por ejemplo, la porcién extracelular de un PDGFR, la porcién
extracelular de un VEGFR o el dominio de multimerizacion) se pueden preparar mediante una variedad de métodos
conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, aislamiento de una fuente natural o preparacion por
mutagénesis mediada por oligonucledtidos, mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis por PCR y mutagénesis en
casete de una variante previamente preparada o una version no de variante de la proteina de fusién o componente de
proteina de fusién. Véanse Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et al., 42 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2012) y Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel, et al. eds.,
2003).

Vectores

La presente divulgacién contempla el uso de un vehiculo de administracion del acido nucleico para la introduccién de
una o mas secuencias del &cido nucleico que codifican una proteina de fusion o componente de la proteina de fusion
en una célula para la expresién de dicha proteina. Los ejemplos de vehiculos de administracion del acido nucleico son
liposomas, polimeros biocompatibles, que incluyen polimeros naturales y polimeros sintéticos; lipoproteinas;
polipéptidos; polisacaridos; lipopolisacaridos; envolturas viricas artificiales; particulas metéalicas; y bacterias, virus,
tales como baculovirus, adenovirus y retrovirus, bacteriéfago, cosmido, plasmido, vectores fungicos y otros vehiculos
de recombinacién normalmente usados en la técnica que se han descrito para la expresion en una variedad de
hospedadores eucariotas y procariotas. En algunas realizaciones, el vehiculo de administracion del acido nucleico es
un vector de expresion, tal como un plasmido. El vector puede incluir cualquier elemento para establecer una funcion
convencional de un vector de expresién, por ejemplo, un promotor, elemento de unién al ribosoma, terminador,
potenciador, marcador de seleccion y origen de replicacion. El promotor puede ser un promotor constitutivo, inducible
o represible. Los promotores a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, el promotor temprano inmediato del
citomegalovirus (CMV), la LTR del RSV, la LTR del MoMLYV, el promotor de la fosfoglicerato cinasa-1 (PGK), un
promotor del virus simio 40 (SV40) y un promotor CK6, un promotor de transtirretina (TTR), un promotor TK, un
promotor sensible a la tetraciclina (TRE), un promotor HBV, un promotor hAAT, un promotor LSP, promotores
quimeéricos especificos del higado (LSP), el promotor E2F, el promotor de la telomerasa (hTERT); el potenciador del
citomegalovirus/beta-actina de pollo/promotor de 3-globina de conejo (promotor CAG; Niwa et al., Gene, 1991, 108(2):
193-9) y el promotor del factor de elongacién 1-alfa (EFl-alfa) (Kim et al., Gene, 1990, 91(2):217-23 y Guo et al., Gene
Ther., 1996, 3(9):802-10). Se conocen en la técnica varios vectores de expresion capaces de administrar &cidos
nucleicos a una célula (por ejemplo, célula bacteriana, célula de levadura, célula de planta o célula de mamifero) y se
pueden usar en el presente documento para la produccion de una proteina de fusion o componente de la proteina de
fusién en la célula. Por ejemplo, se puede usar E. coli para producir una proteina de fusion si se transforma con un
plasmido, tal como pBR322 (Mandel et al., J. Mol. Biol., 1970, 53:154), manipulado para comprender un &cido nucleico
que codifica la proteina de fusién. Las proteinas de fusion expresadas o los componentes de la proteina de fusion se
pueden recoger de las células y purificar segun técnicas convencionales conocidas en la técnica y como se describen
en el presente documento.

Células hospedadoras

En el presente documento se proporcionan células hospedadoras que comprenden un &cido nucleico que codifica una
proteina de fusién de la invencion. Los acidos nucleicos que codifican proteinas de fusién o componentes de la proteina
de fusién (por ejemplo, una porcion extracelular de un PDGFR, una porcion extracelular de un VEGFR y/o un dominio
de multimerizacién) se pueden proporcionar a una célula diana mediante cualquier medio conocido en la técnica. En
algunos casos, el acido nucleico que codifica una proteina de interés (por ejemplo, una proteina de fusion) esta en un
vector virico y el vector se ha encapsidado, entonces los viriones se pueden usar para infectar células. En algunos
casos, el acido nucleico que codifica una proteina de interés (por ejemplo, una proteina de fusién) esta en un vector
de expresion, tal como un plasmido. Los procedimientos de transfeccion o transformacién que son apropiados para
las células particulares se pueden usar para introducir un acido nucleico que codifica una proteina de interés (por
ejemplo, proteina de fusion) en una célula diana. Las formulaciones que utilizan polimeros, liposomas o nanoesferas
se pueden usar para la administracion de acidos nucleicos que codifican una proteina de interés (por ejemplo, una
proteina de fusion). Las células que se pueden transformar o transfectar con construcciones recombinantes segun la
invencion pueden ser cualesquiera que sean convenientes para un experto en la técnica. Los tipos de células a modo
de ejemplo que se pueden usar incluyen bacterias, levadura, hongos, células de insecto, planta y de mamifero. Las
células de mamifero a modo de ejemplo que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, fibroblastos, hepatocitos,
células endoteliales, células madre, células hematopoyéticas, células epiteliales, miocitos, células neuronales y
queratinocitos. Estirpes celulares de mamifero a modo de ejemplo adicionales que se pueden usar incluyen, pero no
se limitan a, células COS, células VERO, células Hela, células de ovario de hamster chino (CHO), células 293, células
NSO, células SP20, células de fibroblasto 3T3, células W138, células BHK, células HEPG2, células DUX y células
MDCK. Estas células se pueden usar para producir y recoger la proteina de interés. En algunos casos, se pueden
proporcionar células transformadas o transfectadas a una célula u hospedador de mamifero. Células adecuadas para
la administracién a una célula u hospedador de mamifero incluyen cualquier tipo de célula de mamifero de cualquier
6rgano, tumor o estirpe celular. Por ejemplo, se pueden usar células humanas, murinas, de cabra, ovinas, bovinas, de
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perro, gato y porcinas. En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula bacteriana. En realizaciones
adicionales, la célula hospedadora es una célula de E. coli.

El término "célula hospedadora” incluye una célula que ha sido o puede ser un receptor para un vector(es) de la
presente invencién y la descendencia de la misma. La descendencia puede no ser necesariamente completamente
idéntica (en morfologia o en genémica del complemento de ADN total) a la célula parental original debido a mutacién
natural, accidental o deliberada. Las células hospedadoras son preferentemente células eucariotas, preferentemente
células de mamifero, lo mas preferentemente células humanas. En algunas realizaciones, la célula hospedadora es
una célula bacteriana. En realizaciones adicionales, la célula hospedadora es una célula de E. coli.

V. Métodos de produccion proteinas de fusién y componentes de la proteina de fusion

En el presente documento se desvelan métodos de produccion de proteinas de fusion o componentes de la proteina
de fusién (por ejemplo, una porcion extracelular de un PDGFR, una porcion extracelular de un VEGFR y/o un dominio
de multimerizacion). En algunos aspectos, se proporciona un método de produccién de cualquier proteina de fusion
de la invencidon que comprende cultivar una célula hospedadora que comprende un acido nucleico que codifica
cualquiera de las proteinas de fusion de la invencién en una condicion tal que produce la proteina de fusion, y recuperar
la proteina de fusion producida por la célula hospedadora. En algunos casos, un acido nucleico que codifica una
proteina de fusion se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 18-24.

(1) Cultivo de las células hospedadoras

Las células usadas para producir las proteinas de fusién o componentes de la proteina de fusion (por ejemplo, una
porcién extracelular de un PDGFR, una porcién extracelular de un VEGFR y/o un dominio de multimerizacion) de la
divulgacion se cultivan en medios conocidos en la técnica y adecuados para el cultivo de las células hospedadoras
seleccionadas. Los ejemplos de medios adecuados incluyen FIO de Ham (Sigma), medio esencial minimo (MEM,
Sigma), RPMI 1640 (Sigma), medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma) y caldo de Luria (LB). Ademas,
se puede usar cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal.
Biochem,102:255 (1980), las patentes de EE. UU. N.? 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469;
publicaciones WIPO N.2 WO 90/03430; documento de patente WO 87/00195; o la patente de EE. UU. Re. 30.985
como medio de cultivo para las células. Un medio dado se complementa, en general, segun sea necesario con
hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico),
DHFR, sales (tales como cloruro sédico, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucleésidos
(tales como adenosina y timidina), antibiéticos, oligoelementos y glucosa, o una fuente equivalente de energia.
También se puede incluir cualquier otro suplemento necesario en concentraciones apropiadas que serian conocidas
por los expertos en la técnica. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las
previamente usadas con la célula seleccionada para la expresién, y seran evidentes para un experto en la técnica.
Para el crecimiento en E. coli, por ejemplo, la temperatura preferida oscila desde aproximadamente 20 °C hasta
aproximadamente 39 °C, mas preferentemente desde aproximadamente 25 °C hasta aproximadamente 37 °C, incluso
mas preferentemente a aproximadamente 30 °C. El pH del medio puede ser cualquier pH que varie desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 9, dependiendo principalmente del organismo hospedador. Para E. coli,
el pH es preferentemente desde aproximadamente 6,8 hasta aproximadamente 7,4, y mas preferentemente
aproximadamente 7,0. Si un promotor inducible se usa en el vector de expresién, la expresion de proteinas se induce
en condiciones adecuadas para la activacion del promotor. Por ejemplo, si se usa un promotor PhoA para controlar la
transcripcion, las células hospedadoras transformadas se pueden cultivar en un medio limitante de fosfato para la
induccion. Se puede usar una variedad de otros inductores, segun la construccion de vector empleada, como se
conoce en la técnica.

(2) Purificacion de proteinas de fusion o componentes de la proteina de fusién

Cuando se usan técnicas recombinantes, las proteinas de fusién o los componentes de la proteina de fusiéon (por
ejemplo, una porcion extracelular de un PDGFR, una porcién extracelular de un VEGFR y/o un dominio de
multimerizacién) descritos en el presente documento se pueden producir intracelularmente, en el espacio periplasmico,
o secretar directamente en el medio. Si los polipéptidos se producen intracelularmente, como primera etapa, la
recuperacion de proteina implica normalmente alterar la célula, en general, por métodos tales como choque osmético,
sonicacion o lisis. Una vez se han alterado las células, se retiran los residuos de las particulas de las células
hospedadoras o de los fragmentos lisados, por ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracion. Si los polipéptidos son
secretados en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresidn, en general, se filtran primero y se
concentran usando un filtro de concentracion de proteina comercialmente disponible, por ejemplo, una unidad de
ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de la proteasa, tal como PMSF, en cualquiera
de las etapas anteriores para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para prevenir el crecimiento de
contaminantes casuales.

Las composiciones de proteinas de fusién o componentes de la proteina de fusion (por ejemplo, una porcién
extracelular de un PDGFR, una porcion extracelular de un VEGFR y/o un dominio de multimerizacion) preparadas a
partir de dichas células se pueden purificar usando, por ejemplo, cromatografia en hidroxilapatita, electroforesis en
gel, didlisis y cromatografia de afinidad. En algunas realizaciones, se usa proteina A o proteina G como un ligando de
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afinidad para su uso en la cromatografia de afinidad. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende
de la especie y del isotipo de cualquier regién Fc de la inmunoglobulina que esta presente en las proteinas de fusion
(Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983). En algunas realizaciones, la proteina A se usa como un ligando de
afinidad para aislar y purificar las proteinas de fusion o los componentes de la proteina de fusién (por ejemplo, una
porcion extracelular de un PDGFR, una porcién extracelular de un VEGFR y/o un dominio de multimerizacion) como
se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, se usa proteina G como un ligando de afinidad para
aislar y purificar las proteinas de fusién o los componentes de la proteina de fusién (por ejemplo, una porcién
extracelular de un PDGFR, una porcién extracelular de un VEGFR y/o un dominio de multimerizacion) como se
describe en el presente documento. La matriz a la que se une el ligando de afinidad es casi siempre agarosa, pero
estan disponibles otras matrices. Matrices mecanicamente estables, tales como vidrio de poro controlado o
poli(estireno-divinil)benceno, permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que los que se
pueden lograr con agarosa. Otras técnicas para la purificacién de proteinas, tales como fraccionamiento en una
columna de intercambio ionico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia sobre silice, heparina,
SEPHAROSE™, o resinas de intercambio anionico o catidnico (tales como una columna de &acido poliaspartico), asi
como cromatoenfoque, SDS-PAGE vy precipitacién con sulfato de amonio también estan disponibles dependiendo de
las proteinas de fusion o los componentes de la proteina de fusion (por ejemplo, una porcidén extracelular de un
PDGFR, una porcion extracelular de un VEGFR y/o un dominio de multimerizacién) a recuperar. En algunas
realizaciones, la proteina de fusion recuperada es sustancialmente pura. En una realizacion adicional, la proteina de
fusién recuperada es al menos cualquiera de 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de
pureza. Tras cualquier etapa o etapas preliminares de purificacion, la mezcla que comprende las proteinas de fusién
o componentes de la proteina de fusion (por ejemplo, una porcion extracelular de un PDGFR, una porcién extracelular
de un VEGFR y/o un dominio de multimerizacién) de interés y contaminantes se puede someter a cromatografia de
interaccion hidréfoba a bajo pH usando un tampén de elucién a un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, realizada
preferentemente a bajas concentraciones de sales (por ejemplo, sal desde aproximadamente 0-0,25 M).

En general, las diversas metodologias para preparar las proteinas de fusion o los componentes de la proteina de
fusién (por ejemplo, una porcién extracelular de un PDGFR, una porcion extracelular de un VEGFR y/o un dominio de
multimerizacién) para su uso en investigacion, ensayo y aplicaciones clinicas estan bien establecidas en la técnica,
de acuerdo con las metodologias anteriormente descritas y/o segin se consideren apropiadas por un experto en la
técnica para proteinas de fusién particulares o componentes de la proteina de fusion de interés.

(3) Actividades bioldgicas de proteinas de fusién o componentes de la proteina de fusion

Las proteinas se pueden purificar e identificar usando métodos cominmente conocidos, tales como fraccionamiento
sobre columnas de inmunoafinidad o de intercambio iénico; precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa;
cromatografia sobre silice o sobre una columna de resina de intercambio cati6nico, tal como DEAE; cromatoenfoque;
SDS-PAGE; precipitacion con sulfato de amonio; filiracion en gel usando, por ejemplo, Sephadex G-75; resinas
hidr6fobas de afinidad, afinidad por ligando usando un componente de unién adecuado inmovilizado sobre una matriz,
centrifugacion, ELISA, BIACore, ensayo de transferencia Western, secuenciacion de aminoacidos y del acido nucleico,
y actividad bioldgica.

Las proteinas de fusion o los componentes de la proteina de fusién desvelados en el presente documento se pueden
caracterizar o evaluar para actividades biolégicas que incluyen, pero no se limitan a, afinidad por un componente de
unién diana (por ejemplo, una proteina de la familia PDGF y/o VEGF), uniéon competitiva (por ejemplo, bloqueo de
componente de unién diana a PDGFR o VEGFR), actividad inhibitoria (por ejemplo, inhibicién de la activacion de la
via de PDGF o VEGF), inhibicion de la proliferacién celular, inhibicion del crecimiento tumoral e inhibiciéon de la
angiogénesis (por ejemplo, neovascularizacion coroidea). En algunos casos, las proteinas de fusion o los
componentes de la proteina de fusién desvelados en el presente documento se pueden evaluar para actividad
biolégica in vivo o in vitro. En cualquiera de los ensayos descritos en el presente documento, el ensayo se realiza a
una temperatura de 4 °C, 20-28 °C (por ejemplo, 25 °C) o 37 °C.

Las proteinas de fusion o los componentes de la proteina de fusién desvelados en el presente documento se pueden
evaluar para su afinidad por un componente de unién, tal como una proteina de la familia de PDGF (por ejemplo,
PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C o PDGF-D), un dimero de una proteina de la familia de PDGF (por ejemplo, PDGF-AA,
PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC o PDGF-DD) o una proteina de la familia de VEGF (por ejemplo, VEGF-A VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D o P1GF). Se conocen en la técnica muchos métodos de evaluacién de la afinidad de union y se
pueden usar para identificar las afinidades de unién de proteinas de fusion o componentes de la proteina de fusién
por un componente de union. Las afinidades de union se pueden expresar como valores de la constante de disociacién
(Kd) o valores de la concentracion eficaz al 50 % (CE50). Se conocen bien en la técnica las técnicas para determinar
las afinidades de union (por ejemplo, valores de Kd), tales como enzimoinmunoandlisis de adsorcion (ELISA) y
BlAcore. Véanse Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Publications, NY (1988); Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, (2009); Altschuh et al., Biochem., 31:6298
(1992); y el método de BlAcore desvelado por Pharmacia Biosensor. Por ejemplo, las afinidades de unién de las
proteinas de fusion por un componente de unién se pueden determinar usando ELISA. En algunos casos, la unién de
las proteinas de fusion a PDGF-BB se ensaya usando ELISA. En este ensayo a modo de ejemplo, las proteinas de
fusién secretadas se diluyeron sucesivamente, se mezclaron con ligando PDGF-BB humano a una concentracién final
de 20 pM y se incubaron durante la noche a temperatura ambiente en una plataforma de agitador orbital. Después de
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la incubacion, la cantidad de PDGF-BB no unido se mide por una ELISA especifico de PDGF humano (DuoSet para
PDGF-BB humano, producto N.2 DY220, R&D Systems). La significacion estadistica en afinidades de unién se analiza
usando Prism 5.0d (GraphPad Software, Inc) y se calculdé usando la prueba de ANOVA bifactorial, seguida de la
correccion de Bonferroni. En un ejemplo adicional, la uniéon de una proteina de fusién a una proteina de la familia de
VEGF se ensaya usando ELISA. En un ensayo a modo de ejemplo, las proteinas de fusion secretadas se diluyen
sucesivamente, se mezclan con VEGF humano a una concentracion final de 20 pM y se incuban durante la noche a
temperatura ambiente en una plataforma de agitador orbital. La cantidad de VEGF no unido se mide entonces por un
ELISA especifico de VEGF humano (kit de ELISA Quantikine para VEGF humano, Cat. N.2 DVEQO, R&D Systems).

En cualquiera de las realizaciones en el presente documento, una proteina de fusion tiene una CE50 de < 1uM, < 100
nM, <10 nM, <1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM o0 < 0,001 nM (por ejemplo, 10 M 0 menos, por ejemplo, desde 108 M hasta
1013 M, por ejemplo, desde 10 M hasta 1073 M) para la inhibicion de una actividad (por ejemplo, inhibicién de la
actividad de PDGF y/o actividad de VEGF). En cualquiera de las realizaciones en el presente documento, una proteina
de fusion tiene una Kd para un componente de union (por ejemplo, PDGF y/o VEGF) inferior a aproximadamente
cualquiera de aproximadamente 1,0 mM, 500 uM, 100 uM, 50uM, 25 pM, 10 uM, 5 uM, 1 uM, 900 nM, 800 nM, 700
nM, 600 nM, 500 nM, 400 nM, 350 nM, 300 nM, 250 nM, 200 nM, 150 nM, 100 nM,95 nM, 90 nM, 85 nM, 80 nM, 75
nM, 70 nM, 65 nM, 60 nM, 55 nM, 50 nM, 45 nM, 40 nM, 35 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM, 15 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, 900
pM, 800 pM, 700 pM, 600 pM, 500 pM, 400 pM, 300 pM, 200 pM, 100 pM, 50 pM, 25 pM, 12,5 pM, 6,25 pM, 5 pM, 4
pM o 3 pM, incluidos, que incluye cualquier valor entre estos niumeros. En algunos casos, las variantes de proteina de
fusién descritas en el presente documento se unen a un componente de unién con una afinidad mayor en comparacion
con la unién de una proteina de fusién no mutante descrita en el presente documento. En algunos casos, la variante
de proteina de fusion se une a un componente de unién con al menos cualquiera de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 6000, 7000,
8000, 9000 o 10.000, incluidos, que incluye cualquier valor entre estos nimeros, mayor afinidad en comparacion con
la unién del componente de unién por una proteina de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9-15.

En algunos casos, las proteinas de fusién desveladas en el presente documento se pueden evaluar para actividades
antiproliferativas, tales como reduccién de la proliferacién celular. Muchos métodos para evaluar las propiedades
antiproliferativas para una proteina de fusion se conocen en la técnica. En un ensayo a modo de ejemplo, se pueden
usar células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) para demostrar la inhibicién de la proliferacién celular
dependiente de VEGF y/o dependiente de PDGF por una proteina de fusién descrita en el presente documento. En
este ensayo, la proteina de fusion se aplica a HUVEC en presencia de VEGF y/o PDGF y se mide la proliferacién
celular. Por ejemplo, se siembran HUVEC (HUVEC- Cambrex Bio Science Walkersville, Inc) en una placa de 96
pocillos a una densidad de 2.000 células/pocillo en medio 199 (Invitrogen) complementado con 5 % de suero bovino
fetal (Invitrogen) y se deposita durante la noche. Después de la incubacién, los medios se sustituyen por medio 199
(Invitrogen) complementado con 5 % de suero bovino fetal (Invitrogen) que contiene un volumen igual (5 pl) de cultivo
celular recogido y ligando hVEGF-165 recombinante solo a una concentracion final de 10 ng/ml (R&D Systems, Cat.
N.? 293-VE), o en combinacién con ligando PDGF-BB a una concentracién final de 20 ng/ml (R&D Systems, Cat. N.©
220-BB) en un volumen final de 100 pl por pocillo. Las células se incuban a 37 °C en 5 % de COz durante tres a cuatro
dias. Se afiade Cell Titer 96 AQueous One Solution Reagent (Promega, Cat. N.2 G3580) a 20 pl/pocillo y se toma la
absorbancia a 490 nm cuatro horas después para determinar la inhibicion de la proliferacion celular por la proteina de
fusién. En algunos casos, se miden las propiedades antiangiogénicas para una proteina de fusién usando técnicas
bien conocidas en la técnica. En un ensayo a modo de ejemplo, se usa un modelo animal de degeneracién macular
senil humeda para ensayar la inhibicién de la neovascularizacion en el ojo por la proteina de fusion. En este ensayo,
los ojos de ratones adultos normales se tratan con una inyeccién intravitrea Gnica de una proteina de fusién o una
particula de rAAV que comprende un acido nucleico que codifica una proteina de fusion en el ojo izquierdo (OS) en el
dia de estudio 0 mientras que el ojo derecho (OD) se deja intacto al tratamiento. Se induce la CNV en ambos ojos
usando un laser (por ejemplo, 3 quemaduras dispuestas por ojo. Potencia 200 mW, lugar de 50 um, 100 ms) en el dia
de estudio 28. Los ratones se perfunden con FITC-dextrano y se sacrifican en el dia de estudio 42. Los ojos se recogen,
se fijan en 10 % de formol neutro tamponado y posteriormente se preparan montajes planos coroideos para examinar
el grado de neovascularizacion. El numero de quemaduras sin CNV en el ojo tratado (OS) se compara con el ojo
contralateral (OD) para determinar la eficacia de la proteina de fusion. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 5.

VI. Particulas viricas y métodos de produccion de particulas viricas

En el presente documento también se desvelan particulas viricas que comprenden un acido nucleico que codifica una
proteina de fusion descrita en el presente documento. Los vectores viricos se pueden usar para la administracion de
un acido nucleico que codifica una proteina de fusién o componente de la proteina de fusion para la expresién de la
proteina en una célula diana dentro de un tejido diana particular (por ejemplo, un tejido enfermo). Se conocen muchas
especies de virus, y se han estudiado muchas para los fines de administracién de &cidos nucleicos a células diana. El
acido nucleico exdgeno se puede insertar en un vector, tal como adenovirus, adenovirus parcialmente delecionado,
adenovirus completamente delecionado, virus adenoasociado (AAV), retrovirus, lentivirus, etc., para la administracién
a una célula. En algunos casos, la célula esta en un individuo y el virus se administra por una via intravenosa,
intramuscular, intraportal u otra via de administracion. Los vectores viricos mas cominmente usados incluyen los
derivados de adenovirus, virus adenoasociados (AAV) y retrovirus, que incluyen lentivirus, tales como el virus de la
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inmunodeficiencia humana (VIH). Para vectores viricos a modo de ejemplo, véase la patente de EE. UU. N.2 7.928.072
y el documento de patente WO2006/113277.

En algunas realizaciones, la particula virica es una particula de AAV recombinante que comprende un acido nucleico
que comprende una o dos ITR de AAV y una secuencia que codifica una proteina de fusién de la invencién flanqueada
por una o dos ITR. El &cido nucleico esta encapsidado en la particula de AAV. La particula de AAV también comprende
proteinas de la capside. En algunas realizaciones, el acido nucleico comprende componentes operativamente unidos
en la direccion de transcripcion, secuencias de control que incluyen secuencias de iniciacion y terminacién de la
transcripcion, y la(s) secuencia(s) codificante(s) de la proteina de interés (por ejemplo, acido nucleico que codifica una
proteina de fusién). Estos componentes estan flanqueados en el extremo 5' y 3' por secuencias funcionales de ITR de
AAV. Por "secuencias funcionales de ITR de AAV" se indica que las secuencias de ITR funcionan como se prevé para
el rescate, la replicacién y la encapsidacién del virién de AAV. Véanse Davidson et al., PNAS, 2000, 97(7)3428-32;
Passini et al., J. Virol., 2003, 77(12):7034-40; y Pechan et al., Gene Ther., 2009, 16:10-16. Para poner en practica
algunos aspectos de la invencién, los vectores recombinantes comprenden al menos todas las secuencias de AAV
esenciales para la encapsidacion y las estructuras fisicas para la infeccion por el rAAV. Las ITR de AAV para su uso
en los vectores de la invenciéon no necesitan tener una secuencia de nucleétidos no mutante (por ejemplo, como se
describe en Kotin, Hum. Gene Ther., 1994, 5:793-801), y se pueden alterar por la insercidn, delecién o sustitucién de
nucleétidos o las ITR de AAV pueden derivar de cualquiera de varios serotipos de AAV. Actualmente se conocen mas
de 40 serotipos de AAV, y siguen identificandose nuevos serotipos y variantes de serotipos existentes. Véanse Gao
et al., PNAS, 2002, 99(18): 11854-6; Gao et al., PNAS, 2003, 100(10):6081-6; y Bossis et al., J. Virol., 2003,
77(12):6799-810. El uso de cualquier serotipo de AAV se considera dentro del alcance de la presente invencion. En
algunas realizaciones, un vector de rAAV es un vector derivado de un serotipo de AAV, que incluye sin limitacion,
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AA6, AAV7, AAV8, AAV9, AAVrh.8, AAVrh8R, AAVrh.10, AAV11 o AAV12. En
algunas realizaciones, el acido nucleico en el AAV comprende una ITR de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAG,
AAV7, AAVS, AAV9, AAVrh.8, AAVrh8R, AAVrh.10, AAV11 0 AAV12. En algunos casos, un acido nucleico que codifica
una proteina de fusion seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12-15 esta flanqueado por al menos una
ITR de AAV. En algunos casos, el acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 21-24. En
realizaciones adicionales, la particula de rAAV comprende proteinas de la capside de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAV5, AA6, AAV7, AAV8, AAV9, AAVrh.8, AAVrh8R, AAVrh.10, AAV11 o AAV12. En realizaciones adicionales, la
particula de rAAV comprende proteinas de la capside de un serotipo de AAV de los clados A-F (Gao, et al. J. Virol.
2004, 78(12):6381).

Se usan diferentes serotipos de AAV para optimizar la transduccién de células diana particulares o para dirigirse a
tipos especificos de células dentro de un tejido diana particular (por ejemplo, un tejido enfermo). Una particula de rAAV
puede comprender proteinas viricas y acidos nucleicos viricos del mismo serotipo o un serotipo mixto. Por ejemplo,
una particula de rAAV puede comprender proteinas de la capside de AAV2 y al menos una ITR de AAV2 o puede
comprender proteinas de la capside de AAV2 y al menos una ITR de AAV1. En otro ejemplo, una particula de rAAV
puede comprender proteinas de la capside de AAV1 y al menos una ITR de AAV2. En otro ejemplo mas, una particula
de rAAV puede comprender proteinas de la capside de tanto AAV1 como AAV2, y comprender ademas al menos una
ITR de AAV2. Cualquier combinacién de serotipos de AAV para la produccién de una particula de rAAV se desvela en
el presente documento como si cada combinacion se hubiera expuesto explicitamente en el presente documento.

En algunos aspectos, la invencidn proporciona particulas viricas que comprenden un genoma auto-complementante
recombinante. Las particulas viricas de AAV con genomas auto-complementantes y métodos de uso de genomas de
AAV auto-complementantes se describen en las patentes de EE. UU. N.? 6.596.535; 7.125.717; 7.765.583; 7.785.888;
7.790.154; 7.846.729; 8.093.054; y 8.361.457; y Wang Z., et al., (2003) Gene Ther 10:2105-2111. Un rAAV que
comprende un genoma auto-complementante formara rapidamente una molécula de ADN bicatenario en virtud de sus
secuencias parcialmente complementantes (por ejemplo, hebras codificantes y no codificantes complementantes de
un transgén). En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula virica de AAV que comprende un genoma
de AAV, en donde el genoma de rAAV comprende una primera secuencia de polinucleétidos (por ejemplo, una hebra
codificante de la proteina de fusién) y una segunda secuencia de polinucleétidos heterdloga (por ejemplo, una hebra
no codificante o antisentido de la proteina de fusién) en donde la primera secuencia de polinucleétidos heterdloga
puede formar pares de bases intracatenarios con la segunda secuencia de polinucleétidos a lo largo de la mayoria o
toda su longitud. En algunos casos, la primera secuencia de polinucleétidos heterdloga y una segunda secuencia de
polinucleétidos heter6loga se unen por una secuencia que facilita el apareamiento de bases intracatenario; por
ejemplo, una estructura de horquilla ADN. Las estructuras de horquilla se conocen en la técnica, por ejemplo, en
moléculas de ARNip. En algunos casos, la primera secuencia de polinucleétidos heteréloga y una segunda secuencia
de polinucleétidos heteréloga se unen por una ITR mutada (por ejemplo, la ITR derecha). En algunos casos, la ITR
comprende la secuencia de polinucleétidos 5'-CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACT
GAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCG-3' (SEQID NO: 41). La ITR mutada
comprende una delecién de la region D que comprende la secuencia de resolucién terminal. Como resultado, con la
replicacién de un genoma virico de AAV, las proteinas rep no se escindiran del genoma virico en la ITR mutada y,
como tales, un genoma virico recombinante que comprende lo siguiente en el orden 5' a 3' se encapsidara en una
capside virica: una ITR de AAV, la primera secuencia de polinucleétidos heterdloga que incluye secuencias
reguladoras, la ITR de AAV mutada, el segundo polinucleétido heterélogo en orientacién inversa al primer
polinucleétido heterélogo y una tercera ITR de AAV. En algunos casos, la divulgacién proporciona particulas viricas
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de AAV que comprenden un genoma virico recombinante que comprende una ITR de AAV2 funcional, una primera
secuencia de polinucleétidos que codifica una proteina de fusion, una ITR de AAV2 mutada que comprende una
delecién de la region D y que carece de una secuencia de resolucion terminal funcional, una segunda secuencia de
polinucleétidos que comprende la secuencia complementaria a la secuencia que codifica la proteina de fusién de la
primera secuencia de polinucleétidos y una ITR de AAV2 funcional.

Las particulas de rAAV se pueden producir usando métodos conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, las patentes
de EE. UU. N.?6.566.118, 6.989.264, 6.995.006. En la practica de la invencidn, las células hospedadoras para producir
particulas de rAAV incluyen células de mamifero, células de insecto, células vegetales, microorganismos y levadura.
Las células hospedadoras también pueden ser células de encapsidacion en las que los genes rep y cap de AAV se
mantienen establemente en la célula hospedadora o células productoras en las que el genoma del vector de AAV se
mantiene establemente. Las células de encapsidacion y productoras a modo de ejemplo derivan de células 293, A549
o Hel a. Los vectores de AAV se purifican y formulan usando técnicas convencionales conocidas en la técnica.

En algunos aspectos, se proporciona un método de produccion de cualquier particula de rAAV de la invencion en el
presente documento que comprende (a) cultivar una célula hospedadora en una condicion tal que se producen las
particulas de rAAV, en donde la célula hospedadora comprende (i) uno o mas genes de encapsidacion de AAV, en
donde cada dicho gen de encapsidacion de AAV codifica una proteina de replicacion o encapsidacion de AAV; (i) un
pro-vector de rAAV que comprende un acido nucleico que codifica cualquier proteina de fusién de la invencién
flanqueada por al menos una ITR de AAV, y (iii) una funcién auxiliar de AAV; y (b) recuperar las particulas de rAAV
producidas por la célula hospedadora. En algunos casos, un acido nucleico codifica una proteina de fusion
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12-15. En algunas realizaciones, dicha al menos una ITR de AAV
se selecciona del grupo que consiste en ITR de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AA6, AAV7, AAVSE, AAV9, AAVrh.8,
AAVrh8R y AAVrh.10. En algunas realizaciones, dicha proteina de encapsidacién se selecciona del grupo que consiste
en proteina de la cépside de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AA6, AAV7, AAVSE, AAV9, AAVrh.8, AAVrh8R,
AAVrh10, AAV10, AAV11, AAV12y similares. En realizaciones adicionales, la particula de rAAV comprende proteinas
de la capside de un serotipo de AAV de los clados A-F. En algunas realizaciones, las particulas de rAAV comprenden
una capside de AAV9 y un genoma auto-complementante recombinante que comprende ITR de AAV2, una ITR de
AAV2 mutante y un transgén que codifica una proteina de fusion. En una realizacion adicional, las particulas de rAAV
se purifican. El término "purificado", como se usa en el presente documento, incluye una preparacion de particulas de
rAAV que carece de al menos algunos de los otros componentes que también pueden estar presentes donde ocurren
naturalmente las particulas de rAAV o se preparan inicialmente a partir de ellas. Por lo tanto, por ejemplo, se pueden
preparar particulas de rAAV aisladas usando una técnica de purificacion para enriquecerlas de una mezcla fuente, tal
como un lisado de cultivo o sobrenadante de cultivo de produccién. El enriquecimiento se puede medir en una variedad
de formas, tales como, por ejemplo, por la proporcién de particulas resistentes a DNasa (DRP) o copias de genoma
(gc) presentes en una disolucién, o por infectividad, o se puede medir en relacion con una segunda sustancia,
posiblemente interferente o presente en la mezcla fuente, tal como contaminantes, que incluyen contaminantes de
cultivo de produccién o contaminantes en el proceso, que incluyen virus auxiliares, componentes de medios y similares.

En el presente documento también se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una particula de
rAAV que comprende un acido nucleico que codifica una proteina de fusién de la invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas pueden ser adecuadas para una variedad de modos
de administracion descritos en el presente documento, que incluyen, por ejemplo, administracion sistémica o
localizada. Una composicion farmacéutica de un rAAV que comprende un &cido nucleico que codifica una proteina de
fusién descrita en el presente documento se puede introducir por via sistémica, por ejemplo, por inyeccion intravenosa,
por catéter, véase la patente de EE. UU. N.2 5.328.470, o por inyeccion estereotactica, Chen et al., 1994, PNAS, 91:
3054-3057. Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de colirios, disoluciones inyectables, o en una
forma adecuada para inhalacién o administracion por via oral. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas que comprenden un rAAV descrito en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable son adecuadas para administracién a seres humanos. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas que comprenden un rAAV descrito en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable son adecuadas para inyeccion intravitrea o administracion tdpica al ojo. Dichos vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceite, que incluyen los de origen de
petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral y similares.
También se pueden emplear soluciones salinas y disoluciones acuosas de dextrosa, polietilenglicol (PEG) y glicerol
como vehiculos liquidos, particularmente para disoluciones inyectables. La composicion farmacéutica puede
comprender ademas componentes adicionales, por ejemplo conservantes, tampones, agentes de tonicidad,
antioxidantes y estabilizadores, agentes humectantes o clarificantes no iénicos, agentes que aumentan la viscosidad
y similares. Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se pueden envasar en dosis
unitarias Unicas o en formas multidosis. Las composiciones también se pueden formular para tener valores osmoticos
que son compatibles con el humor acuoso del ojo y los tejidos oftalmicos. Dichos valores osméticos estaran, en
general, en el intervalo de desde aproximadamente 200 hasta aproximadamente 400 mOsm/kg, pero preferentemente
seran de aproximadamente 300 mOsm/kg. Las disoluciones oftalmicas utiles para almacenar y/o suministrar vectores
de expresidn o vectores viricos se han desvelado, por ejemplo, en el documento de patente WO03077796A2.

VII. Proteinas de fusion y particula virica para su uso en métodos de tratamiento
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Los métodos de la presente divulgacién usan cualquier proteina de fusion desvelada en el presente documento. En
algunos casos, la proteina de fusion se une a una proteina PDGF o una proteina VEGF. En algunos casos, la proteina
de fusion se une a una proteina PDGFR y a una proteina VEGFR. Las proteinas de fusion descritas en el presente
documento pueden tener una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) se unen a una o mas proteinas de la familia
de PDGF, tales como PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C o PDGF-D; (b) se unen a una o mas proteinas de la familia de
VEGF, tales como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D o PIGF; (c) bloquean la unién de una proteina de la familia
PDGF a un receptor de PDGF; (d) bloguean la unién de una proteina de la familia de VEGF a un receptor de VEGF;
(e) inhiben la activacion de la via de sefalizacion de PDGF y/o la via de sefalizacion de VEGF; (f) son adecuadas
para tratar y/o prevenir una enfermedad, tal como una enfermedad ocular, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad
inflamatoria, o cancer. Las actividades de las proteinas de fusién se pueden medir in vitro y/o in vivo.

La presente divulgacion proporciona proteinas de fusién para su uso en métodos de tratamiento de una enfermedad
(tal como una enfermedad ocular, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad autoinmunitaria, o cancer)
administrando una cantidad eficaz de cualquier proteina de fusién descrita en el presente documento a un individuo.
En la presente invencién, se proporciona una proteina de fusion de la invencion para su uso en un método de
tratamiento de una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de la
proteina de fusion al sujeto. En algunas realizaciones, el método de tratamiento de una enfermedad comprende
administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende la proteina de fusién a un individuo. En algunas
realizaciones, el método de tratamiento de una enfermedad comprende administrar una cantidad eficaz de un rAAV
que comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusién a un individuo. En algunas realizaciones, el método
de tratamiento o prevencién de uno o mas aspectos o sintomas de una enfermedad comprende administrar una
cantidad eficaz de una composicion que comprende la proteina de fusién a un individuo. En algunas realizaciones, el
método de tratamiento o prevencion de uno o mas aspectos o sintomas de una enfermedad comprende administrar
una cantidad eficaz de un rAAV que comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusién a un individuo.

Los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para el tratamiento de una variedad de
enfermedades, que incluyen, pero no se limitan a, enfermedad inflamatoria, enfermedad ocular, enfermedad
autoinmunitaria, o cancer. En algunas realizaciones, la enfermedad que se va a tratar incluye, pero no se limita a,
artritis reumatoide, artritis inflamatoria, osteoartritis, cancer, degeneracion macular senil (DMS) (tal como DMS humeda
o DMS seca), enfermedad ocular caracterizada por neovascularizacion (tal como neovascularizacion coroidea), uveitis
(tal como uveitis anterior o uveitis posterior), retinitis pigmentosa y retinopatia diabética.

En ciertas realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden usar para tratar una enfermedad autoinmunitaria.
En algunas realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria es artritis reumatoide, esclerosis multiple o lupus eritematoso
sistémico. La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmunitaria crénica que conduce a inflamacion de las
articulaciones. Aunque la AR afecta principalmente a las articulaciones sinoviales, puede afectar a los tejidos y 6rganos
circundantes. La patologia de la AR implica un proceso inflamatorio que puede conducir a la destruccion de cartilago
y a la anquilosis (fusion) de articulaciones. Otras manifestaciones patoldgicas de la AR incluyen vasculitis (inflamacion
de los vasos sanguineos), que puede afectar a casi cualquier sistema de érganos y puede causar complicaciones
adicionales, que incluyen polineuropatia, ulceracion cutanea e infarto visceral. Las manifestaciones pleuropulmonares
incluyen pleuritis, fibrosis intersticial, sindrome de Caplan, nddulos pleuropulmonares, neumonitis, enfermedad
pulmonar reumatoide y arteritis. Otras manifestaciones incluyen el desarrollo de nédulos reumatoides inflamatorios en
una variedad de estructuras periarticulares, tales como amplias superficies, asi como en la pleura y la meninges. La
debilidad y la atrofia del musculo esquelético son comunes.

En ciertas realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden usar para tratar una enfermedad inflamatoria.
En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria es artritis inflamatoria, osteoartritis, psoriasis, inflamacion
cronica, enfermedad del intestino irritable, inflamacién del pulmén o asma. La artritis inflamatoria se refiere a
inflamacién de las articulaciones que puede resultar de una enfermedad autoinmunitaria, tal como, por ejemplo,
espondilitis anquilosante, artritis idiopatica juvenil, enfermedad mixta del tejido conjuntivo, artritis psoriasica, artritis
reactiva, esclerodermia, sindrome de Sjogren, enfermedad de Still y lupus eritematoso sistémico. La artritis inflamatoria
también puede ser causada por ciertos tipos de bacterias (tales como con la artritis reactiva) o por depdsitos de
estructuras cristalinas en las articulaciones (tales como con la gota y la seudogota). Los sintomas caracteristicos de
la artritis inflamatoria son dolor e hinchazén de una o mas articulaciones, que pueden estar mas calientes que las otras
articulaciones. La rigidez de las articulaciones tras una inactividad prolongada (tal como por la mafnana o después de
estar sentado durante un tiempo) es un sintoma muy comun. Los pacientes con artritis inflamatoria normalmente tienen
multiples enfermedades de las articulaciones. La osteoartritis, también conocida como artritis degenerativa o
enfermedad degenerativa de las articulaciones, es un grupo de anomalias mecanicas que implican la degradacién de
las articulaciones, que incluyen cartilago articular y hueso subcondral. Los sintomas pueden incluir dolor articular,
dolor con la palpacion, rigidez, inmovilizacién, y algunas veces un derrame (es decir, la presencia de elevado liquido
intrarticular). Una variedad de causas, por ejemplo, hereditarias, del desarrollo, metabdlicas, relacionadas con la
obesidad y mecanicas, pueden iniciar procesos que conducen a la pérdida de cartilago. Como los productos de
degradacién del cartilago se liberan en el espacio sinovial, las células que revisten la articulacion intentan retirarlos.
Se pueden formar nuevas excrecencias 6seas, o “espolones”. Frecuentemente, cuando el hueso estd menos protegido
por el cartilago, el hueso se puede exponer y dafar. Estos cambios 6seos, en combinacion con la inflamacién de la
articulaciéon, causan dolor. Como resultado de la disminucién del movimiento secundario al dolor, los musculos
regionales se pueden atrofiar, y los ligamentos se pueden volver mas laxos.
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La angiogénesis persistente y no regulada ocurre en una multiplicidad de estados de enfermedad, tales como el
cancer. En el cancer, las células se dividen y crecen incontrolablemente, formando tumores malignos, que vascularizan
e invaden partes del cuerpo cercanas. El cancer también se puede diseminar (metastatizar) a partes mas distantes
del cuerpo a través del sistema linfatico o la circulacion sanguinea. Las causas del cancer pueden ser
medioambientales (debido a la exposicion a sustancias quimicas, radiacién o debido al estilo de vida), hereditarias o
infecciosas. En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden usar para tratar cancer. En algunas
realizaciones, el cancer es cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de esofago, cancer de
colon, cancer rectal, cancer de higado, cancer de las vias urinarias (por ejemplo, cancer de vejiga), cancer de rifdn,
cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén de células no pequefas), cancer de ovario, cancer de cuello uterino,
cancer endometrial, cancer pancredtico, cancer de estdomago, cancer de tiroides, cancer de piel (por ejemplo,
melanoma), canceres hematopoyéticos de linaje linfoide o mieloide, cancer de cabeza y cuello, carcinoma
nasofaringeo (CNF), glioblastoma, teratocarcinoma, neuroblastoma, adenocarcinoma, canceres de origen
mesenquimatoso, tales como un fibrosarcoma o rabdomiosarcoma, sarcoma de tejido blando y carcinoma,
coriocarcinoma, hepatoblastoma, sarcoma de Karposi o tumor de Wilms.

Otras enfermedades que estan asociadas con la angiogénesis se pueden tratar con los métodos y las composiciones
desvelados en el presente documento. Estas enfermedades incluyen aterosclerosis, fibroplasia retrolentral,
hiperplasias tiroideas (incluyendo enfermedad de Graves), sindrome nefrético, preeclampsia, ascitis, derrame
pericardico (tal como asociado a pericarditis) y derrame pleural.

En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden usar para tratar una enfermedad ocular. En
algunas realizaciones, la enfermedad ocular es DMS, tal como DMS himeda o DMS seca, uveitis, retinitis pigmentosa,
glaucoma neovascular, retinopatia diabética, y otras enfermedades oculares que implican un proceso inflamatorio
local. En algunas realizaciones, la enfermedad ocular se caracteriza por neovascularizacién, tal como
neovascularizacion coroidea. En algunas realizaciones, la enfermedad ocular es un resultado de trasplante de cérnea.
La invencion se refiere a tratar o prevenir uno o mas aspectos o sintomas de una enfermedad ocular que incluye, pero
no se limita a, formacién de drusas oculares, inflamacién en el ojo o tejido del ojo, y pérdida de vision. En ciertas
realizaciones, las composiciones y los métodos se pueden usar para detectar y/o tratar uveitis, es decir, inflamacion
de la Uvea, la capa media del ojo debajo de la esclerdtica. Se estima que la uveitis es responsable de aproximadamente
el 10 %-20 % de la ceguera en los Estados Unidos. La Uvea se divide tradicionalmente en 3 areas, desde la parte
delantera a la trasera, el iris, el cuerpo ciliar y la coroides. Las funciones principales de la GUvea son la nutricién y el
intercambio de gases, la absorcion de luz y la secrecion del humor acuoso por los procesos ciliares. La uveitis esta
asociada normalmente a la exposicién a toxinas, infeccién y/o trastornos autoinmunitarios. Sin embargo, en muchos
casos, la causa es desconocida. La uveitis puede afectar a uno o a ambos ojos. Los sintomas se pueden desarrollar
rapidamente y pueden incluir vision borrosa, manchas oscuras volantes en el campo de vision, dolor de ojos, rojez de
los ojos y sensibilidad a la luz. La forma mas comun de la uveitis es la uveitis anterior, o iritis, que implica la inflamacion
del iris. Pars plana se refiere a la inflamacion de la Gvea en el centro del ojo, es decir, entre el iris y la coroides. La
uveitis posterior afecta a la parte posterior del ojo, es decir, a la coroides. La inflamacion asociada a la uveitis posterior
también puede afectar a la retina (retinitis) o a los vasos sanguineos en la parte posterior del ojo (vasculitis).

En ciertas realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden usar para tratar retinitis pigmentosa (RP). La RP
es una enfermedad ocular hereditaria que es causada por anomalias de los fotorreceptores (bastones y conos) o el
epitelio pigmentario retiniano de la retina. La enfermedad puede conducir a pérdida progresiva de la vision y
frecuentemente a ceguera. Los sintomas de la RP incluyen disminucién de la vision por la noche o con poca luz,
pérdida de la vision lateral (periférica) y, en casos avanzados, pérdida de visién central. El diagnostico de la RP se
basa en la documentacion de la pérdida progresiva en funcion de las células fotorreceptoras por pruebas del campo
visual y electrorretinografia. Se conoce que al menos 35 lugares genéticos provocan la "retinitis pigmentosa no
sindrémica" (es decir, la RP que no es el resultado de otra enfermedad o parte de un sindrome mas amplio).

En ciertas realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden usar para tratar retinopatia diabética. La
retinopatia diabética se refiere al dafo a la retina causado por las complicaciones de la diabetes. Especificamente, las
paredes vasculares se comprometen por hiperglucemia, cambiando la formacién de la barrera hematorretiniana y
haciendo que los vasos sanguineos retinianos sean mas permeables. Los vasos sanguineos dafados derraman
liquido y lipidos en la macula, lo que hace que se hinche la macula (es decir, edema macular), que nubla la vista. A
medida que progresa la enfermedad, entra en una etapa proliferativa, en la que los vasos sanguineos crecen a lo largo
de laretinay en el humor vitreo que llena el ojo. Estos vasos sanguineos pueden sangrar, nublar la vista y, por ejemplo,
destruir la retina, provocar desprendimiento de retina, o provocar glaucoma neovascular.

En ciertas realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden usar para tratar degeneracién macular senil
(DMS). La DMS se caracteriza por una pérdida progresiva de la visién central que ocurre como resultado del dafio a
las células fotorreceptoras en un area de la retina denominada la macula. La DMS se ha clasificado ampliamente en
dos estados clinicos: una forma himeda y una forma seca, representando la forma seca hasta el 80-90 % de los casos
totales. La DMS seca se caracteriza por la formacion de drusas maculares, acumulaciones amarillas o blancas
minusculas de material extracelular que se forma entre la membrana de Bruch y el epitelio pigmentario de la retina del
ojo. La DMS humeda, que representa aproximadamente el 90 % de la pérdidas de vision graves, esta asociada con
neovascularizacién, en donde los vasos sanguineos crecen desde la coroides debajo de la retina, y con la fuga de
estos nuevos vasos. La acumulacién de sangre y liquido puede causar el desprendimiento de retina, seguido de la

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2933558 T3

rapida degeneracion de los fotorreceptores y la pérdida de visién en cualquier forma de DMS. En general, se acepta
que la forma humeda de la DMS va precedida de y surge a partir de la forma seca.

En el presente documento se desvelan métodos de administracién de una cantidad eficaz de una proteina de fusion a
un sujeto. La proteina de fusién se puede administrar a un sujeto en una composicion. La proteina de fusion también
se puede administrar a un sujeto por un rAAV que comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusién. En
el presente documento se contemplan composiciones que comprenden la proteina de fusion o el rAAV que comprende
un acido nucleico que codifica la proteina de fusion.

Las composiciones descritas en el presente documento se pueden administrar a un individuo por cualquier via, que
incluye, pero no se limita a, intravenosa (por ejemplo, por bombas de infusién), intraperitoneal, intraocular, intrarterial,
intrapulmonar, oral, inhalacién, intravesicular, intramuscular, intratraqueal, subcutanea, intraocular, intratecal,
transdérmica, transpleural, intrarterial, tdpica, inhalacional (por ejemplo, como nieblas de esprays), mucosa (tal como
por la mucosa nasal), subcutanea, transdérmica, gastrointestinal, intrarticular, intracisternal, intraventricular,
intracraneal, intrauretral, intrahepatica e intratumoral. En algunas realizaciones, las composiciones se administran por
via intravascular, tal como por via intravenosa (IV) o por via intrarterial. En algunas realizaciones, las composiciones
se administran directamente en las arterias. En algunas realizaciones, las composiciones se administran por via
sistémica (por ejemplo, por inyeccion intravenosa). En algunas realizaciones, las composiciones se administran por
via local (por ejemplo, por inyeccion intrarterial o intraocular).

En algunas realizaciones, las composiciones se administran directamente al ojo o al tejido del ojo. En algunas
realizaciones, las composiciones se administran por via topica al ojo, por ejemplo, en colirios. En algunas realizaciones,
las composiciones se administran por inyeccion al ojo (inyeccion intraocular) o a los tejidos asociados al ojo. Las
composiciones se pueden administrar, por ejemplo, por inyeccién intraocular, inyecciéon periocular, inyeccion
subrretiniana, inyeccioén intravitrea, inyeccion transeptal, inyecciéon subescleral, inyeccion intracoroidea, inyeccion
intracameral, inyeccién subconjuntiva, inyeccién subtenoniana, inyeccion retrobulbar, inyeccién peribulbar, o
administracion yuxtaescleral posterior. Estos métodos se conocen en la técnica. Por ejemplo, para una descripcién de
vias perioculares a modo de ejemplo para la administracion de farmaco retiniano, véase Raghava et al., Expert Opin.
Drug Deliv., 2004, 1(1):99-114. Las composiciones se pueden administrar, por ejemplo, al humor vitreo, acuoso,
esclerética, conjuntiva, el area entre la esclerdtica y la conjuntiva, los tejidos coroideos de la retina, la macula, u otra
area en o préxima al ojo de un individuo. Las composiciones también se pueden administrar al individuo como un
implante. Los implantes preferidos son formulaciones biocompatibles y/o biodegradables de liberacién sostenida que
liberan gradualmente los compuestos durante un periodo de tiempo. Los implantes oculares para la administracion de
farmaco se conocen bien en la técnica. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. N.2 5.501.856, 5.476.511 y
6.331.313. Las composiciones también se pueden administrar al individuo usando iontoforesis, que incluye, pero no
se limita a, los métodos iontoforéticos descritos en la patentes de EE. UU. N.? 4.454.151 y las publicaciones de solicitud
de patente de EE. UU. N.? 2003/0181531 y 2004/ 0058313.

La cantidad eficaz 6ptima de las composiciones se puede determinar empiricamente y dependera del tipo y la gravedad
de la enfermedad, la via de administracién, la progresion de la enfermedad y la salud, la masa y el area corporal del
individuo. Dichas determinaciones estan dentro de la experiencia de un experto en la técnica. Por ejemplo, cuando se
administra por via intraocular, la cantidad de un rAAV que comprende un &cido nucleico que codifica una proteina de
fusién descrita en el presente documento se puede administrar a un individuo como un titulo resistente a particulas de
DNasa (drps) de aproximadamente 10* a aproximadamente 104 drps por dosis. En algunas realizaciones, la cantidad
de un rAAV que comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusidn se puede administrar a un individuo a
aproximadamente 10°% a aproximadamente 10'3, aproximadamente 108 a aproximadamente 102, aproximadamente
107 a aproximadamente 10'", aproximadamente 108 a aproximadamente 10'°, aproximadamente 10° a
aproximadamente 10'°, aproximadamente 10'° a aproximadamente 10'!, o aproximadamente 10'! a aproximadamente
102 drps por dosis.

Las composiciones que comprenden una proteina de fusién se pueden administrar en una dosis Unica diaria, o la dosis
diaria total se puede administrar en dosis divididas de dos, tres o cuatro veces al dia. Las composiciones que
comprenden una proteina de fusiéon también se pueden administrar seis veces a la semana, cinco veces a la semana,
cuatro veces a la semana, tres veces a la semana, dos veces a la semana, una vez a la semana, una vez cada dos
semanas, una vez cada tres semanas, una vez al mes, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses, una vez
cada seis meses, una vez cada nueve meses, 0 una vez al afio. Las composiciones que comprenden un rAAV que
comprende un acido nucleico que codifica una proteina de fusion se pueden administrar menos frecuentemente, por
ejemplo, una vez cada tres meses, cada cuatro meses, una vez cada cinco meses, una vez cada seis meses, una vez
cada siete meses, una vez cada ocho meses, una vez cada nueve meses, una vez cada diez meses, una vez cada
once meses, o una vez al afo. En algunas realizaciones, una dosis Unica de una composicién que comprende un rAAV
que comprende un acido nucleico que codifica una proteina de fusién descrita en el presente documento se administra
una vez al afo. Las composiciones también se pueden administrar en una formulacién de liberaciéon sostenida, tal
como en un implante que libera gradualmente la composicién para su uso durante un periodo de tiempo, y que permite
que la composicién se administre menos frecuentemente, tal como una vez al mes, una vez cada 2-6 meses, una vez
al ano, o incluso una administracion Unica. Los dispositivos de liberacién sostenida (tales como pellas, nanoparticulas,
microparticulas, nanoesferas, microesferas y similares) se pueden administrar por inyeccion o implantados
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quirargicamente en diversas localizaciones en el ojo o tejido asociado al ojo, tal como intraocular, intravitrea,
subrretiniana, periocular, subconjuntiva o subtenoniana.

Las composiciones de la invencién (por ejemplo, una proteina de fusién o un rAAV que comprende un acido nucleico
que codifica una proteina de fusiéon) se pueden usar tanto solas como en combinacién con uno o mas agentes
terapéuticos adicionales. Por ejemplo, las composiciones de la invencion se pueden administrar solas o en
combinacion con otros agentes terapéuticos conocidos por tener un efecto beneficioso sobre la degeneracién macular
senil (DMS), fijacion de retina o tejido retiniano dafiado. Los agentes terapéuticos a modo de ejemplo incluyen
inhibidores del complemento, antiangiogénicos, agentes anti-VEGF (que incluyen, pero no se limitan a, Macugen
(pegaptanib sodio), Eylea (VEGF Trap-Eye) y anticuerpo anti-VEGF, tal como Lucentis® o Avastin®), y agentes anti-
PDGF (tal como Fostiva™). Las composiciones de la invencion se pueden administrar en combinacidn con suplementos
nutricionales que se ha mostrado que son beneficiosos en la reduccion del riesgo de degeneracion macular que
progresa hacia estados avanzados, por ejemplo, vitamina C, vitamina E, beta-caroteno, éxido de cinc y cobre. Otros
cofactores utiles incluyen cofactores que alivian sintomas, que incluye antisépticos, antibidticos, antiviricos y
antifungicos, y analgésicos y anestésicos. En algunas realizaciones, se proporciona una combinacién como una
administracion simultanea, en donde una proteina de fusion o un rAAV que comprende un acido nucleico que codifica
una proteina de fusién y al menos un agente terapéutico se administran juntos en la misma composiciéon o se
administran simultaneamente en diferentes composiciones. En algunas realizaciones, se proporciona una combinacion
como una administracion separada, en donde la administracion de una proteina de fusién o un rAAV que comprende
un &cido nucleico que codifica una proteina de fusién puede ocurrir antes de, simultaneamente y/o tras la
administracion de al menos un agente terapéutico. El intervalo entre la administracion secuencial puede ser en
términos de al menos (o, alternativamente, menos de) minutos, horas o dias.

Las composiciones descritas en el presente documento también se pueden usar junto con otras terapias para la DMS,
tales como terapia fotodinamica. La terapia fotodindmica implica la administracién intravenosa de Visudyne
(verteporfin), después de que luz de una longitud de onda especifica se aplique a los vasos sanguineos anormales.
La luz activa el Visudyne y destruye los vasos. Alternativamente, las composiciones descritas en el presente
documento se pueden usar junto con terapia con laser, que implica el uso de un haz de laser de alta energia para
destruir vasos sanguineos anormales debajo de la méacula.

VIII. Articulos de fabricacion y kits

También se desvelan kits o articulos de fabricacién que comprenden las composiciones descritas en el presente
documento (por ejemplo, proteinas de fusion o particulas de rAAV) en envase adecuado. El envase adecuado para
las composiciones (tales como composiciones oftalmicas) descritas en el presente documento se conoce en la técnica,
e incluye, por ejemplo, viales (tales como viales precintados), recipientes, ampollas, botellas, frascos, envase flexible
(por ejemplo, bolsas precintadas de Mylar o de plastico), y similares. Estos articulos de fabricacién se pueden
esterilizar ademas y/o cerrar herméticamente.

La presente divulgacién también proporciona kits que comprenden las composiciones descritas en el presente
documento y pueden comprender ademas instrucciones sobre los métodos de uso de la composicion, tal como usos
descritos en el presente documento. Los kits descritos en el presente documento pueden incluir ademas otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, que incluyen otros tampones, diluyentes, filtros,
agujas, jeringas y prospectos con instrucciones para realizar cualquier método descrito en el presente documento. Por
ejemplo, en algunos casos, el kit comprende una proteina de fusién descrita en el presente documento y/o un rAAV
que codifica una proteina de fusién descrita en el presente documento, un vehiculo farmacéuticamente aceptable
adecuado para inyeccién intraocular, y uno o mas de: un tampén, un diluyente, un filtro, una aguja, una jeringa y un
prospecto con instrucciones para realizar la inyeccioén intraocular.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Produccidn de proteinas de fusion sPDGFR-P/Fc.

El ectodominio del receptor de PDGF-beta (PDGFR-B) contiene 5 dominios extracelulares (ECD) numerados 1 a 5 del
extremo N al extremo C de la proteina. Se us6 el ectodominio de PDGFR- de longitud completa para generar varias
proteinas monoméricas y diméricas truncadas PDGFR- solubles (PDGFR-B) (Fig. 1A).

Se prepararon dos construcciones monoméricas PDGFR-$ que contenian un péptido senalizador (SP) PDGFR- en
el extremo N del ectodominio de PDGFR- de longitud completa, PDGFR(D1-D5) (SEQ ID NO: 7), o en el extremo N
de un ectodominio de PDGFR-B que contenia los cuatro primeros ECD, PDGFR(D1-D4) (SEQ ID NO: 8). Se
produjeron tres construcciones dimericas de PDGFR-B fusionando los cinco, tres primeros, o tres primeros dominios
del ectodominio (ECD) de PDGFR-B con el extremo N del fragmento de la cadena pesada de la inmunoglobulina G1
humana (Fc de IgG1) por un conector peptidico que consistia en nueve restos de glicina (9Gly) y se denominaron
PDGFR(D1-D5)9G-Fc  (SEQID NO:9), PDGFR(D1-D3)9G-Fc (SEQIDNO:10) y PDGFR(D1-D2)9G-Fc
(SEQ ID NO: 11), respectivamente. Similar a las construcciones monoméricas, todas las construcciones diméricas
contuvieron un SP en el extremo N de los ectodominios de PDGFR-f de longitud completa o truncados fusionados.
Para la construccion de PDGFR(D1-D2)9G-Fc, el plasmido pCMV6-XL5-PDGFRB (Cat. N.2 SC309979; Origene,
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Rockville, MD) se usé como molde junto con cebadores que introdujeron los sitios de restriccion Spel
(PDGFRBPR6Spel F: 5- GACTAGTATGCGGCTTCCGGGTG (SEQ ID NO: 25) y Agel (PDGFRBPR7Agel R: 5'-
ACCGGTGGATGACACCTGGAGTCTG (SEQ ID NO: 26) en el molde. La amplificacién de los productos de PCR se
logré con los siguientes parametros de ciclado: 1 ciclo a 50 °C durante 2 min, 1 ciclo a 95 °C durante 10 min; 40 ciclos
de 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 60 s. El producto de PCR se insert6 en el plasmido pCR-Blunt II-TOPO usando
el kit de clonacion TOPO (Invitrogen) y la secuencia del inserto del producto de PCR se verificé por secuenciacion
antes de la subclonacién en los sitios Spel y Agel del plasmido pCMV/K-D2-9Gly-Fc (véase Pechan P., et al. Gene
Ther. (2009), 16:10-16, para una descripcion de pCMV/K-D2-9Gly-Fc) para generar el plasmido pCMV-PDGFR-S-(D1-
D2)-9Gly-Fc con el marco de lectura abierto de PDGFR(D1-D2)9G-Fc (SEQ ID NO: 20) bajo el control del promotor
del CMV y la secuencia de poliadenilacién de SV40. Para la construccion de PDGFR(D1-D5)9G-Fc, el plasmido
pCMV6-XL5-PDGFRB (Cat. N.2 SC309979; Origene, Rockville, MD) se usé como molde junto con cebadores que
introdujeron los sitios de restriccion Accl (PDGFRB-PR1-Acc F: 5-CTATGTCTACAGACTCCAGGTGTC
(SEQ ID NO: 27) y Agel (D5-PR9-Agel-Rev R: 5-ACCGGTAAAGGGCAAGGAGTGTGGC (SEQ ID NO: 28) en el
molde. La amplificacién de los productos de PCR se logré con los siguientes parametros de ciclado: 1 ciclo a 50 °C
durante 2 min, 1 ciclo a 95 °C durante 10 min; 40 ciclos de 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 60 s. El producto de
PCR se insertdé entonces en el plasmido pCR-Blunt II-TOPO usando el kit de clonacion TOPO (Invitrogen) y la
secuencia del inserto del producto de PCR en el pTOPO-PDGFRB (D3-D5) se verificd por secuenciacion. El fragmento
Spel-Accl de 622 pares de bases (pb) del plasmido pCMV-PDGFR-S-(D1-D2)-9Gly-Fc se insert6 en sitios Spel y Accl
del plasmido pTOPO-PDGFRB (D3-5) para generar el plasmido pTOPO-PDGFR(D1-D5). El fragmento Spel-Agel de
1.596 pb del plasmido pTOPO-PDGFR(D1-D5) se insert6 entonces en los sitios Spel y Agel del plasmido pCMV-
PDGFR-S-(D1-D2)-9Gly-Fc para generar el plasmido pCMV-PDGFR-(D1-D5)-9Gly-Fc con el marco de lectura abierto
de PDGFR(D1-D5)9G-Fc (SEQ ID NO: 18) bajo el control del promotor del CMV y la secuencia de poliadenilacién del
SV40. Para la construccion de PDGFR(D1-D3)9G-Fc, el plasmido pCMV-PDGFR (D1-5)9G-Fc se us6 como molde
junto  con cebadores que introdujeron los sitios de  restriccion  Spel (PDGF02 F: 5'-
CCTCCACCGGTGTAGCCGCTCTCAACCACGGT (SEQ ID NO: 29) y Agel (PDGF03 R: 5'-
CCCGGGACTAGTATGCGGCTTCCGGGTG (SEQ ID NO: 30) en la plantilla. La amplificacién del producto de PCR
se logro con los siguientes parametros de ciclado: 1 ciclo a 95 °C durante 1 min; 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 60
°C durante 30 s y 72 °C durante 1 min. El producto de PCR se insert6 en los sitios Spe | y Agel del plasmido pCMV-
PDGFR (D1-5)9G-Fc para completar el marco de lectura abierto de PDGFR (D1-3)9G-Fc (SEQ ID NO: 19). Para la
construccion de PDGFR(D1-D5), el fragmento Agel-Eagl de 5307 pb del plasmido pCMV-sPDGFR(D1-D5)-9G-Fc se
unié con un fragmento de oligonucleétido hibridado que consistia en los oligonucleétidos D5-SV40 F: CCGGTTAGGGA
(SEQ ID NO: 31) y D5-SV40 B-2: GGCCTCCCTAA (SEQ ID NO: 32) para generar el plasmido pPCMVPDGFRB (D1-
D5) con el marco de lectura abierto de PDGFR(D1-D5) (SEQ ID NO: 16) bajo el control del promotor del CMV y la
secuencia de poliadenilaciéon del SV40. Para la construccion PDGFR(D1-D4), se unié un fragmento BbvCl-Eagl de
4924 pb del plasmido pCMV-sPDGFR(D1-D5)-9G-Fc con un fragmento de oligonucle6tido hibridado que consistia en
los oligonucleétidos D4-SV40 F
TGAGGTCCAGCTCTCCTTCCAGCTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGTGCTGGAG TAGC (SEQ ID NO: 33) y D4-
SV40 B: GGCCGCTACTCCAGCACTCGGACAGGGACATTGATCTGTAGCTGGAAGGAGAGC TGGACC
(SEQ ID NO: 34) para generar el plasmido pCMV-PDGFRB (D1-D4) con el marco de lectura abierto de PDGFR(D1-
D4) (SEQ ID NO: 17) bajo el control del promotor del CMV y la secuencia de poliadenilacién del SV40.

Los pesos moleculares predichos para las proteinas maduras, excluyendo la regién del SP, fueron 56,2 kDa para
PDGFR(D1-D5) y 43,6 kDa para PDGFR(D1-D4). Los pesos moleculares predichos para las proteinas maduras como
monomeros, que excluyen la region de SP, fueron 82,7 kDa para PDGFR(D1-D5)9G-Fc, 46,7 kDa para PDGFR(D1-
D2)9G-Fc y 58,2 kDa para PDGFR(D1-D3)9G-Fc. Los plasmidos que codifican estas construcciones de proteina se
usaron para la transfeccion de células 293. El medio del que se recogieron las células 72 horas después de la
transfeccion y el medio acondicionado (CM) en bruto se uso para el analisis de las proteinas secretadas PDGFR(D1-
D5), PDGFR(D1-D4), PDGFR(D1-D5)9G-Fc, PDGFR(D1-D2)9G-Fc y PDGFR(D1-D3)9G-Fc. La produccion de los
homodimeros de proteina PDGFR(D1-D5)9G-Fc, PDGFR(D1-D2)9G-Fc y PDGFR(D1-D3)9G-Fc por células
transfectadas con sus construcciones respectivas se confirmé por analisis de transferencia Western. Brevemente, las
proteinas secretadas purificadas de medio de cultivo celular se cargaron en geles reductores o no reductores de
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). También se carg6 la proteina verde fluorescente potenciada (EGFP)
purificada de medio de cultivo celular de células transfectadas con una construccion de EGFP sobre los geles y se
us6 como control. Después de separar las proteinas sobre los geles de SDS-PAGE (NuPAGE Novex 4-12 % de Bis-
Tris, Invitrogen), las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se sondaron con un
anticuerpo biotinilado anti-PDGFR-B humano de cabra (R&D Systems), seguido de marcado con estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano picante (R&D Systems) y se reveld con reactivo de quimioluminiscencia
(ThermoScientific Pierce) antes de la obtencién de imagenes. La movilidad de las proteinas PDGFR(D1-D5)9G-Fc,
PDGFR(D1-D2)9G-Fc y PDGFR(D1-D3)9G-Fc cambi6 en condiciones reductoras y no reductoras, mientras que la
movilidad de las proteinas monoméricas PDGFR(D1-D5) y PDGFR(D1-D4) sigui6 invariable, que indica que las
proteinas de fusion PDGFR-B/Fc formaron homodimeros (Fig. 1B).

La afinidad de unién relativa entre el ligando PDGF BB y las proteinas monoméricas y dimericas PDGFR- se
determiné usando un sistema de ensayo de uniéon a PDGF volumétrico sin células (Fig. 2). Para la produccién de
proteinas monomeéricas y dimericas PDGFR-f, se transfectaron células 293 con plasmidos que codificaban proteinas
PDGFR(D1-D5), PDGFR(D1-D4), PDGFR(D1-D5)9G-Fc, PDGFR(D1-D2)9G-Fc o PDGFR(D1-D3)9G-Fc y el medio

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2933558 T3

de cultivo celular se recogi6 72 horas después de la transfeccion. La presencia de proteinas monoméricas y dimericas
PDGFR-B secretadas se confirm6 por ELISA y analisis de transferencia Western antes del andlisis de afinidad de
unién. Las proteinas secretadas se diluyeron sucesivamente, se mezclaron con ligando PDGF BB humano
(concentracién final 20 pM) y se incubaron durante la noche a temperatura ambiente en una plataforma de agitador
orbital. La cantidad de PDGF BB no unido se midi6 entonces por un ELISA especifico de PDGF humano (Human
PDGF-BB DuoSet, producto N.2 DY220, R&D Systems). La significacién estadistica en afinidades de unién se analiz
usando Prism 5.0d (GraphPad Software, Inc) y se calculdé usando la prueba de ANOVA bifactorial, seguido de la
correccion de Bonferroni. El analisis de afinidad de uniéon mostr6 que la proteina monomérica PDGFR(D1-D4) se unié
a PDGF con afinidad significativamente mayor (*+*p<0,001) que la proteina monomérica PDGFR(D1-D5) que contuvo
los 5 ECD (Fig. 2A). Sin embargo, la proteina PDGFR(D1-D5)9G-Fc dimérica de longitud completa, que sirvié de
control positivo para la unién de PDGF, fue un ligante de PDGF significativamente mejor (=+*p<0,001) que tanto
PDGFR(D1-D4) como PDGFR(D1-D5) monomérico (Fig. 2A). De tres construcciones dimericas de PDGFR-3
acopladas a Fc de IgG1, la construccion con los tres primeros ECD, PDGFR(D1-D3)9G-Fc, fue un ligante de PDGF
significativamente mejor (**p<0,001) que la proteina PDGFR(D1-D5)9G-Fc de tamafio completo, mientras que la
construccion con los dos primeros ECD, PDGFR(D1-D2)9G-Fc, no mostré afinidad de union a PDGF (Fig. 2B).

Ejemplo 2: Generacidn de proteinas hibridas VEGFR1/ PDGFR- y PDGFR-B/VEGFR-1.

El ectodominio del receptor de Flt-1 (VEGFR-1) contiene 7 dominios extracelulares (ECD) numerados 1 a 7 del extremo
N al extremo C de la proteina. Para bloguear tanto los ligandos PDGF BB como VEGF, se generaron proteinas de
fusién que comprendian ECD de PDGFR-B y VEGFR1 y se denominaron proteinas hibridas (Fig. 3).

Se usé una proteina de unién a VEGF previamente generada, sFLT01, que consiste en ECD 2 de VEGFR1 humano
unido a un fragmento de la cadena pesada de la inmunoglobulina G1 humana (Fc de IgG1) para generar
construcciones de ADN que codificaban las proteinas hibridas VEGFR1/ PDGFR-B o PDGFR-B/VEGFR1. Véase
Pechan P., et al. Gene Ther. (2009), 16:10-16, para una descripcion de la proteina sFLT01. Se construyo6 el hibrido 1
de VEGFR1/ PDGFR-B (SEQ ID NO: 12) uniendo un fragmento de sFLT01 que contenia el péptido sefalizador (SP)
de VEGFR1 y el ECD 2 de VEGFR1 con el extremo N de PDGFR-B ECD 1-5 por un conector peptidico que consistia
en nueve restos de serina (9Ser) que se unié ademas a Fc de IgG1 por un conector peptidico que consistia en nueve
restos de glicina (9Gly). El hibrido 2 de PDGFR-B/VEGFR1 (SEQ ID NO: 13) se construyé uniendo PDGFR-B ECD 1-
5y el SP de PDGFR- con el extremo N de ECD 2 de VEGFR1 por un conector peptidico de 9Ser que se unié ademas
a Fc de IgG1 por un conector peptidico de 9Gly. El hibrido 3 de VEGFR1/ PDGFR-B (SEQ ID NO: 14) y el hibrido 4
de PDGFR-B/VEGFR1 (SEQ ID NO: 15) tuvieron composiciones similares a los hibridos 1y 2, respectivamente, con
la excepcion que se us6 PDGFR-B ECD 1-3 en lugar de PDGFR-B ECD 1-5. Para la construccion del hibrido 1 de
VEGFR1/PDGFR-B, se insert6 un fragmento Spel-Xhol de 372 pb Kozak-SP-D2-9Ser que codificaba un péptido
sefalizador VEGFR1 fusionado con un dominio D2 de VEGFR1 que comprendia un conector de 9-Serina (9Ser)
(SEQ ID NO: 35) en sitios Spel y Xhol del plasmido pTOPO-PDGFR(D1-D5) para generar el plasmido pTOPO-(D2-
9Ser)-PDGFR(D1-D5). El fragmento Spel-Agel del plasmido pTOPO-(D2-9Ser)-PDGFR(D1-D5) se insert6 en sitios
Spel-Agel del plasmido pCMV-PDGFR-(D1-D5)-9Gly-Fc para crear pCMV-F(D2-9S)-P(D1-D5)-9G-Fc o pCMV-Hibrido
1 con el marco de lectura abierto del hibrido 1 de VEGFR1/PDGFR-B (SEQ ID NO: 21) bajo el control de promotor del
CMV y secuencia de poliadenilaciéon del SV40. Para la construccion del hibrido 2 de PDGFR-B/VEGFR1, un fragmento
BstBI-BmgXI de 678 pb que contenia ADN sintético (GenScript) (SEQ ID NO: 36) se uni6 con el fragmento BstBI-
BmgXl de 5626 pb del plasmido pCMV-sPDGFR(D1-D5)-9G-Fc para crear pPCMV-P(D1-D5)-9S-F(D2)-9G-Fc o pCMV-
Hibrido 2 con un marco de lectura abierto del hibrido 2 de PDGFR-B/VEGFR-1 (SEQ ID NO: 22) bajo el control de
promotor del CMV y secuencia de poliadenilacion del SV40. Para la construccion del hibrido 3 de VEGFR1/PDGFR-
B, un fragmento de BmgBI-PshAl de 452 pb que contenia el ADN sintético (GenScript) (SEQ ID NO: 37) se uni6 con
el fragmento BmgBI-PshAl de 5334 pb del plasmido pCMV- P(D1-D5)-9S-F(D2)-9G-Fc o pCMV-Hibrido 2 para crear
pCMV-F(D2-9S)-P(D1-D3)-9G-Fc o pCMV-Hibrido 3 con el marco de lectura abierto del hibrido 3 de VEGFR1/PDGFR-
B (SEQ ID NO: 23) bajo el control del promotor del CMV y la secuencia de poliadenilacion del SV40. Para la
construccion del hibrido 4 de PDGFR-B/VEGFR1, un fragmento de BmgBI-PshAl de 758 pb que contenia ADN sintético
(GenScript) (SEQ ID NO: 38) se uni6 con el fragmento BmgBI-PshAl de 5021 pb del plasmido pCMV-P(D1-D5)-9S-
F(D2)-9G-Fc o pCMV-Hibrido 2 para crear pPCMV-P(D1-D3)-9S-F(D2)-9G-Fc o pCMV-Hibrido 4 con el marco de lectura
abierto del hibrido 4 de PDGFR-B/VEGFR1 (SEQ ID NO: 24) bajo el control de promotor del CMV y secuencia de
poliadenilacién del SV40.

La produccion de los homodimeros de proteina el hibrido 1, el hibrido 2, el hibrido 3 y el hibrido 4 por células
transfectadas con sus construcciones respectivas se confirmé por analisis de transferencia Western. Brevemente, las
proteinas secretadas del medio de cultivo celular se cargaron en geles reductores o no reductores de electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE). La proteina PDGFR(D1-D5)9G-Fc también se cargé sobre los geles y se us6 como
control. Después de separar las proteinas sobre los geles de SDS-PAGE (NuPAGE Novex 4-12 % de Bis-Tris,
Invitrogen), las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se sondaron con un
anticuerpo biotinilado anti-PDGFR-B humano de cabra (R&D Systems), seguido de marcado con estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano picante (R&D Systems) y se revelaron con reactivo de quimioluminiscencia
(ThermoScientific Pierce) antes de la obtencion de imagenes. La movilidad de proteina de los hibridos 1, 2, 3y 4 en
condiciones no reductoras en comparacién con condiciones reductoras confirm6 que las proteinas hibridas
dimerizaron (Fig. 4). PDGFR(D1-D5)9G-Fc y los hibridos 1 y 2, que contienen todos cinco ECD de PDGFR-f,
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mostraron dos bandas positivas para PDGFR en condiciones reductoras, lo que indica una posible escision proteolitica
de estas proteinas en el area del quinto ECD de PDGFR-B (Fig. 4, panel izquierdo). Los hibridos 3 y 4, que solo
contienen los tres primeros ECD de PDGFR-B, no parecen escindirse, lo que indica que no contienen el sitio de
escision proteolitica observado en los hibridos 1y 2 (Fig. 4, panel izquierdo).

Ejemplo 3: Inhibicion de la proliferacion de HUVEC por proteinas hibridas PDGFR-B/VEGFR1.

Se probaron las proteinas hibridas PDGFR-B/ VEGFR1 para su capacidad para inhibir la proliferacion inducida por
VEGF y/o PDGFR-B de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC). Para la produccién de proteinas
hibridas, se transfectaron células 293 con construcciones que codificaban el hibrido 1, hibrido 2, hibrido 3 o hibrido 4
y el medio de cultivo celular que contenia las proteinas hibridas secretadas se recogidé 72 horas después de la
transfeccion. El cultivo celular recogido se aplicd a HUVEC en presencia de ligando de VEGF. Se sembraron HUVEC
(HUVEC- Cambrex Bio Science Walkersville, Inc) en una placa de 96 pocillos a una densidad de 2.000 células/pocillo
en medio 199 (Invitrogen) complementado con 5 % de suero bovino fetal (Invitrogen) y sedimentaron durante la noche.
Después de la incubacion, el medio se sustituyé con medio 199 (Invitrogen) complementado con 5 % de suero bovino
fetal (Invitrogen) que contenia un volumen igual (5 ul) de cultivo celular recogido generado de tres transfecciones
independientes de receptor o control junto con ligando de hVEGF-165 recombinante solo a una concentracion final de
10 ng/ml (R&D Systems, Cat. N.? 293-VE), o en combinacion con ligando de PDGF-BB a una concentracién final de
20 ng/ml (R&D Systems, Cat. N.2 220-BB) en un volumen final de 100 pl por pocillo. Los controles negativos
consistieron en un volumen igual (5 pl) de cultivo celular recogido de células transfectadas con una construccion de
EGFP en un volumen final de 100 pl por pocillo. Los controles positivos incluyeron cultivo celular recogido de un
volumen igual (5 pl) de células transfectadas con una construccién de EGFP en presencia de ligando de VEGF o
ligando de VEGF y PDGF BB en 100 pl de volumen final por pocillo. Las células se incubaron a 37 °C en 5 % de CO2
durante tres a cuatro dias. Se afadi6 Cell Titer 96 AQueous One Solution Reagent (Promega, Cat. N.2 G3580) a 20
pl/pocillo y se tomd la absorbancia a 490 nm cuatro horas después. En el ensayo de proliferacion de HUVEC
dependiente de VEGF, el hibrido 2, el hibrido 3 y el hibrido 4 bloquearon significativamente la proliferacion de HUVEC
con los hibridos 2 y 4 que tenian una potencia similar a sFLT01 (Fig. 5A). En comparacién con los hibridos 2, 3y 4, el
hibrido 1 no bloqueé la proliferacion de HUVEC inducida por VEGF y tuvo niveles similares de actividad antiproliferativa
a la proteina la PDGFR(D1-D5)9G-Fc que carece de ECD de VEGFR1 (Fig. 5A). La escision proteolitica de la
secuencia de Fc de IgG1 dimerizante en el hibrido 1 eliminé probablemente su capacidad de unién a VEGF, debido a
que la dimerizacioén es un factor limitante para la union de VEGF mediada por VEGFR1 D2 cuando otros ECD no estan
presentes (Pechan P., et al. Gene Ther. (2009), 16:10-16). En el hibrido 2, sin embargo, la escision proteolitica separd
la molécula en unidades que contenian ECD de PDGFR-B y sFLT01 que todavia fueron capaces de unirse a VEGF
(Fig. 5A). Las proteinas hibridas PDGFR-B/VEGFR1 recogidas también se probaron en un ensayo de proliferacion
competitiva de HUVEC. En este ensayo, el cultivo celular recogido se aplicé a HUVEC en presencia de tanto el ligando
de VEGF como el ligando de PDGF BB como se ha descrito anteriormente. Los resultados de este ensayo fueron
similares al ensayo previo en el que el hibrido 2 y el hibrido 4 bloquearon significativamente la proliferacion de HUVEC
con los hibridos 2 y 4 que tienen una potencia similar a sFLTO1 (Fig. 5B). El hibrido 1 tampoco bloqueé la proliferaciéon
de HUVEC en presencia de ambos ligandos. A diferencia del Ultimo ensayo, el hibrido 3 tuvo menor potencia
antiproliferativa en presencia de ambos ligandos y fue comparable a la actividad de la proteina PDGFR(D1-D5)9G-Fc
que carece de ECD de VEGFR1 (Fig. 5B). La significacién estadistica para ambos ensayos de proliferacion de HUVEC
se analizé usando Prism 5.0d (GraphPad Software Inc) y se calcul6 usando la prueba de ANOVA unifactorial, seguida
de la prueba de Tukey.

Ejemplo 4: Afinidades de union para proteinas hibridas PDGFR-B/VEGFR1.

Se determinaron las afinidades de union relativas entre tanto los ligandos VEGF y PDGF BB como las proteinas
hibridas PDGFR-B/VEGFR1 usando un sistema de ensayo de unién de PDGF o VEGF volumétrico sin células (Fig. 6).
Para la produccion de proteinas hibridas PDGFR-B/VEGFR1, se transfectaron células 293 con plasmidos que
codificaban el hibrido 1, hibrido 2, hibrido 3 o hibrido 4. Las células también se transfectaron con plasmidos que
codificaban proteinas PDGFR(D1-D5)9G-Fc o0 sFLT01 para su uso como controles de unién. El medio de cultivo celular
se recogiod 72 horas después de la transfeccion y la presencia de proteinas secretadas se confirmé por ELISA y andlisis
de transferencia Western antes del andlisis de afinidad de unién. Las proteinas secretadas se diluyeron
sucesivamente, se mezclaron con el ligando VEGFR1 humano (concentracion final 20 pM) o el ligando PDGF BB
humano (concentracion final 80 pm) y se incubaron durante la noche a temperatura ambiente en una plataforma de
agitador orbital. La cantidad de PDGF BB no unido se midi6é entonces por un ELISA especifico de VEGF humano (kit
de ELISA Quantikine para VEGF humano, Cat. N.2 DVE0O, R&D Systems) o un ELISA especifico de PDGF humano
(Human PDGF-BB DuoSet, R&D Systems). La comparacion de los cuatro hibridos en el ensayo de union de VEGF
mostré que el hibrido 1 era el ligante de VEGF mas débil (Fig. 6A). La comparacioén de unién a VEGF del hibrido 3,
hibrido 4 y sFLT01 en medio acondicionado recogido de tres transfecciones individuales en un ensayo mostr6 que el
hibrido 4 se uni6 a VEGF similarmente a sFLTO1 y fue un ligante de VEGF mas fuerte que el hibrido 3 (Fig. 6A). La
comparacion de los cuatro hibridos en el ensayo de unién a PDGF demostré que el hibrido 1 también era el ligante de
PDGF mas débil, mientras que el hibrido 4 demostré la mejor unién de los cuatro hibridos (Fig. 6B).

Se realizaron ensayos de union competitiva sin células de VEGF y PDGF usando medio acondicionado recogido de
células 293 transfectadas con construcciones que codificaban el hibrido 3, el hibrido 4, proteinas PDGFR(D1-D3)9G-
Fc o sFLTO1. El medio de cultivo celular se recogi6 72 horas después de la transfeccion y la presencia de proteinas
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secretadas se confirm6 por ELISA y andlisis de transferencia Western antes del andlisis de afinidad de unién. Las
proteinas secretadas se diluyeron sucesivamente, se mezclaron con tanto ligando PDGF BB humano (concentracién
final 20 pM) como ligando VEGFR1 humano (concentracion final 20 pM) y se incubaron durante la noche a temperatura
ambiente en una plataforma de agitador orbital. La cantidad de ligandos PDGF-BB y VEGF no unidos se midié
posteriormente por un ELISA especifico de VEGF humano (kit de ELISA Quantikine para VEGF humano, Cat. N.°
DVEO0O, R&D Systems) o un ELISA especifico de PDGF humano (Human PDGF-BB DuoSet, R&D Systems). La
comparacioén del hibrido 3 y el hibrido 4 con el control de unién de PDGF BB (PDGFR(D1-D3)9G-Fc) y el control de
unién de VEGF (sFLTO1) mostré que el hibrido 3 y el hibrido 4 se unieron ambos a los ligandos PDGF BB (Fig. 7A) y
VEGF (Fig. 7B), demostrando el hibrido 4 una mayor afinidad de unién por ambos ligandos. La comparacion de la
unién de PDGF usando medio de cultivo celular de células que expresan el hibrido 3, el hibrido 4, PDGFR(D1-D5)9G-
Fc o PDGFR(D1-D3)9G-Fc demostré que el hibrido 4 tenia una afinidad similar por el mejor ligante de PDGF,
PDGFR(D1-D3)9G-Fc (Fig. 7A), mientras que PDGFR(D1-D5)9G-Fc fue un ligante de PDGF significativamente mas
débil que todos los hibridos 1 a 4 (Fig. 6B) o PDGFR(D1-D3)9G-Fc (Fig. 2B).

Ejemplo 5: Inhibicion de la CNV inducida por laser en ratones por proteinas hibridas PDGFR-3/VEGFR1.

Los vectores de virus adenoasociado (AAV) son herramientas atractivas para la administracion génica intraocular
debido a su naturaleza no patégena, toxicidad minima e inmunogenicidad, su capacidad para transducir células no
divisoras y sus posibilidades de una expresion de por vida de una proteina terapéutica (Ali et al. 1996; Ali et al. 1997;
Ali et al., 1998; Lai et al. 2005).

Para la administracion medida por virus adenoasociado del hibrido 4, el promotor del CMV se sustituyd por un
intron/potenciador de CMV del promotor de beta-actina de pollo y se insertd el casete de expresion que comprendia
el promotor y el fragmento que codificaba el hibrido 4 en los sitios Rsrll y Miul de un vector plasmidico previrico
pAAVSP70. Véase Ziegler et al. Mol Ther., 2004; 9: 231-240. El tamafio total del genoma del AAV resultante en el
plasmido sp70.BR/hibrido 4 fue 4,6 kb. El vector recombinante AAV2.Hibrido 4 se produjo por transfeccion triple de
células 293 usando plasmidos auxiliares p5rep-D-CMVcap y pHelper (Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU.), y se purificd
segun el protocolo de fabricacion usando un gradiente de etapa de iodixanol y la columna HiTrap Heparin (GE
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EE. UU.) en un sistema AKTA FPLC (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ). Véase Vincent at al., J Virol., 1997; 71: 1897-1905. La preparacion virica AAV2.Hibrido 4 tuvo un
titulo de 2,2E12 drps (particulas resistentes a DNasa) por ml. Los titulos viricos se determinaron usando un ensayo
de PCR en tiempo real TagMan (ABI Prism 7700; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). AAV2.sFLT02 se
construyd como se describe previamente en la patente de EE. UU. nimero 7.928.072 usando un acido nucleico
(SEQ ID NO: 40) que codifica la proteina VEGFR1 D2-9Gly-CH3 (SEQ ID NO: 39). AAV2.Hibrido 4, AAV2.sFLT02, o
AAV2.PDGFR (PDGFR = PDGFR(D1-D3)9G-Fc) se administr6 por administracion intravitrea en un modelo de
neovascularizacién coroidea (CNV) de ratdn por laser para evaluar la eficacia in vivo del hibrido 4 en la inhibicion de
CNV. Brevemente, los ojos de ratones C57BL/6 adultos normales se trataron con una inyeccién intravitrea Unica de 1
E9 drps de AAV2.Hibrido 4, AAV2.sFLT02 o AAV2.PDGFR en el ojo izquierdo (OS) en el dia de estudio 0 mientras
que el ojo derecho (OD) se dejo intacto al tratamiento. La CNV se indujo en ambos ojos usando un laser (3 quemaduras
dispuestas por ojo. Potencia 200 mW, lugar de 50 um, 100 ms) en el dia de estudio 28. Los ratones se perfundieron
con 5 mg/ml de 2,0 x 108 de peso molecular de FITC-dextrano y se sacrificaron en el dia de estudio 42. Los ojos se
recogieron, se fijaron en 10 % de formol tamponado neutro y posteriormente se prepararon en montajes planos
coroideos preparados para examinar el grado de neovascularizacién. El nimero de quemaduras sin CNV en el ojo
tratado (OS) se compar6 con el ojo contralateral (OD). El andlisis de la eficacia in vivo demostré que una Unica
inyeccion intravitrea de AAV2.Hibrido 4 fue mas eficaz que AAV2.sFLT02 en la inhibicion de la neovascularizacion
retiniana (Fig. 8). Ademas, AAV2.PDGFR no inhibi6 la neovascularizacion retiniana en el modelo de CNV murina
inducida por laser (Fig. 8).

SECUENCIAS

Secuencia de aminoacidos de la regién extracelular D1-D3 de PDGFR
LVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTN
LTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPC
RVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYV
YRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTD
FLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITVVESGY (SEQ ID
NO:1)

Secuencia de aminoacidos de la regién extracelular D1-D4 de PDGFR
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LVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTN
LTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPC
RVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYV
YRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTD
FLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITVVESGYVRLLGEV
GTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTVLWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSE
LTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAEVQLSFQLQINVPVRVLE (SEQ ID NO:2)

Secuencia de aminoacidos de la regién extracelular D1-D5 de PDGFR
LVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTN
LTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPC
RVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYV
YRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTD
FLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITVVESGY VRLLGEV
GTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTVLWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSE
LTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAEVQLSFQLQINVPVRVLELSESHPDSGEQTVRCR
GRGMPQPNIIWSACRDLKRCPRELPPTLLGNSSEEESQLETNVTYWEEEQEFEVVSTL
RLQHVDRPLSVRCTLRNAVGQDTQEVIVVPHSLPFK (SEQ ID NO:3)

Secuencia de aminoacidos de la regién extracelular D2 de VEGFR1
RPFVEMYSEIPEIIHMTEGRELVIPCRVTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIIWDSRKGFII

5 SNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQT (SEQ ID NO:4)

Secuencia de aminoacidos de la regién extracelular D1-D3 de VEGFR1
PELSLKGTQHIMQAGQTLHLQCRGEAAHKWSLPEMVSKESERLSITKSACGRNGKQF
CSTLTLNTAQANHTGFYSCKYLAVPTSKKKETESAIYIFISDTGRPFVEMY SEIPEITHM
TEGRELVIPCRVTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIIWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEA
TVNGHLYKTNYLTHRQTNTIIDVQISTPRPVKLLRGHTLVLNCTATTPLNTRVQMTW
SYPDEKNKRASVRRRIDQSNSHANIFYSVLTIDKMQNKDKGLYTCRVRSGPSFKSVN
TSVHIYDK (SEQ ID NO:5)

Secuencia de aminoacidos de la regiéon Fc de 1gG1
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK (SEQ ID NO:6)

10 Secuencia de aminoacidos de PDGFR(D1-D5) con péptido secretor (subrayado)
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MRLPGAMPALALKGELLLLSLLLLLEPOQISQGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSA

PVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERK
RLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYD
HQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENIT
LMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTC
NVTESVNDHQDEKAINITVVESGYVRLLGEVGTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTV

LWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSELTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAE

VQLSFQLQINVPVRVLELSESHPDSGEQTVRCRGRGMPQPNIIWSACRDLKRCPRELP
PTLLGNSSEEESQLETNVTYWEEEQEFEVVSTLRLQHVDRPLSVRCTLRNAVGQDTQ
EVIVVPHSLPFK (SEQ ID NO:7)

Secuencia de aminoacidos de PDGFR(D1-D4) con péptido secretor (subrayado)
MRLPGAMPAILALKGELLLLSLLLLLEPQISQGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSA
PVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERK
RLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYD
HQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENIT
LMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTC
NVTESVNDHQDEKAINITVVESGYVRLLGEVGTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTV

LWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSELTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAE
VQLSFQLQINVPVRVLE (SEQ ID NO:8)

5 Secuencia de aminoacidos de PDGFR(D1-D5)9G-Fc con péptido secretor (subrayado)
MRILPGAMPAILALKGELLLLSLLLLLEPQISOGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSA
PVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERK
RLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYD
HQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENIT
LMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTC
NVTESVNDHQDEKAINITVVESGYVRLLGEVGTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTV
LWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSELTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAE
VQLSFQLQINVPVRVLELSESHPDSGEQTVRCRGRGMPQPNIIWSACRDLKRCPRELP
PTLLGNSSEEESQLETNVTYWEEEQEFEVVSTLRLQHVDRPLSVRCTLRNAVGQDTQ
EVIVVPHSLPFKGGGGGGGGGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:9)

Secuencia de aminoacidos de PDGFR(D1-D3)9G-Fc con péptido secretor (subrayado)
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MRLPGAMPALALKGELLLLSLLLLLEPOQISQGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSA
PVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERK
RLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYD
HQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENIT
LMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTC
NVTESVNDHQDEKAINITVVESGYGGGGGGGGGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:10)

Secuencia de aminoacidos de PDGFR(D1-D2)9G-Fc con péptido secretor (subrayado)
MRLPGAMPALALKGELLLLSLLLLLEPOQISOGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSA
PVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERK
RLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYD
HQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSGGGGGGGGGPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ
ID NO:11)

5 Secuencia de amino&cidos del hibrido 1
MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSGRPFVEMY SEIPEIHMTEGRELVIPCRVTSPNITV
TLKKFPLDTLIPDGKRIWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQT
SSSSSSSSSQISQGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKA
QDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEE
LFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIG
DREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPR
KESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITV
VESGYVRLLGEVGTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTVLWFKDNRTLGDSSAGEIAL
STRNVSETRYVSELTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAEVQLSFQLQINVPVRVLELSE
SHPDSGEQTVRCRGRGMPQPNIIWSACRDLKRCPRELPPTLLGNSSEEESQLETNVTY
WEEEQEFEVVSTLRLQHVDRPLSVRCTLRNAVGQDTQEVIVVPHSLPFTGGGGGGG
GGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK (SEQ ID NO:12)

Secuencia de aminoécidos del hibrido 2
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MRLPGAMPALALKGELLLLSLLLLLEPQISQGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSA
PVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERK
RLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYD
HQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENIT
LMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTC
NVTESVNDHQDEKAINITVVESGY VRLLGEVGTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTV
LWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSELTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAE
VOQLSFQLQINVPVRVLELSESHPDSGEQTVRCRGRGMPQPNIWSACRDLKRCPRELP
PTLLGNSSEEESQLETNVTYWEEEQEFEVVSTLRLQHVDRPLSVRCTLRNAVGQDTQ
EVIVVPHSLPFESSSSSSSSSRPFVEMY SEIPEITHMTEGRELVIPCRVTSPNITVTLKKFPL
DTLIPDGKRIOWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQTGGGGGG
GGGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK (SEQ ID NO:13)

Secuencia de aminoacidos del hibrido 3

MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSGRPFVEMY SEIPEIHMTEGRELVIPCRVTSPNITV
TLKKFPLDTLIPDGKRIWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQT
SSSSSSSSSQISQGLVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKA
QDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEE
LFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIG
DREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPR
KESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITV
VESGYTGGGGGGGGGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:14)

Secuencia de aminoacidos del hibrido 4
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MRLPGAMPALALKGELLLLSLLLLLEPQISQGLV VTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSA
PVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERK
RLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYD
HQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENIT
LMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTC
NVTESVNDHQDEKAINITVVESGYSSSSSSSSSRPFVEMY SEIPEITHMTEGRELVIPCR
VTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIIWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTN
YLTHRQTGGGGGGGGGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:15)

Marco de lectura abierto de PDGFR(D1-D5)
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ATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAGCTCTGGCCCTCAAAGGCGAGCTGCTGTTGC
TGTCTCTCCTGTTACTTCTGGAACCACAGATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCC
CCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTCTCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGG
GTTCAGCTCCGGTGGTGTGGGAACGGATGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGG
CCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCAGCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGG
GCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCACCCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGAC
CGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTTGTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTC
CCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCTTTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCA
TTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCTGGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAG
GGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGATCACCAACGTGGCTTTTTTGGTATCTTT
GAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACCACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCT
GATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGGTGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACG
CAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGAT
CGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCG
GCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCC
ATCCTGCACATCCCCAGTGCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAAT
GTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTG
GTTGAGAGCGGCTACGTGCGGCTCCTGGGAGAGGTGGGCACACTACAATTTGCT
GAGCTGCATCGGAGCCGGACACTGCAGGTAGTGTTCGAGGCCTACCCACCGCCC
ACTGTCCTGTGGTTCAAAGACAACCGCACCCTGGGCGACTCCAGCGCTGGCGAA
ATCGCCCTGTCCACGCGCAACGTGTCGGAGACCCGGTATGTGTCAGAGCTGACA
CTGGTTCGCGTGAAGGTGGCAGAGGCTGGCCACTACACCATGCGGGCCTTCCATG
AGGATGCTGAGGTCCAGCTCTCCTTCCAGCTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGT
GCTGGAGCTAAGTGAGAGCCACCCTGACAGTGGGGAACAGACAGTCCGCTGTCG
TGGCCGGGGCATGCCCCAGCCGAACATCATCTGGTCTGCCTGCAGAGACCTCAA
AAGGTGTCCACGTGAGCTGCCGCCCACGCTGCTGGGGAACAGTTCCGAAGAGGA
GAGCCAGCTGGAGACTAACGTGACGTACTGGGAGGAGGAGCAGGAGTTTGAGGT
GGTGAGCACACTGCGTCTGCAGCACGTGGATCGGCCACTGTCGGTGCGCTGCAC
GCTGCGCAACGCTGTGGGCCAGGACACGCAGGAGGTCATCGTGGTGCCACACTC
CTTGCCCTTTTAA (SEQ ID NO:16)

Marco de lectura abierto de PDGFR(D1-D4)
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ATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAGCTCTGGCCCTCAAAGGCGAGCTGCTGTTGC
TGTCTCTCCTGTTACTTCTGGAACCACAGATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCC
CCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTCTCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGG
GTTCAGCTCCGGTGGTGTGGGAACGGATGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGG
CCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCAGCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGG
GCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCACCCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGAC
CGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTTGTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTC
CCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCTTTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCA
TTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCTGGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAG
GGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGATCACCAACGTGGCTTTTTTGGTATCTTT
GAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACCACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCT
GATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGGTGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACG
CAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGAT
CGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCG
GCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCC
ATCCTGCACATCCCCAGTGCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAAT
GTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTG
GTTGAGAGCGGCTACGTGCGGCTCCTGGGAGAGGTGGGCACACTACAATTTGCT
GAGCTGCATCGGAGCCGGACACTGCAGGTAGTGTTCGAGGCCTACCCACCGCCC
ACTGTCCTGTGGTTCAAAGACAACCGCACCCTGGGCGACTCCAGCGCTGGCGAA
ATCGCCCTGTCCACGCGCAACGTGTCGGAGACCCGGTATGTGTCAGAGCTGACA
CTGGTTCGCGTGAAGGTGGCAGAGGCTGGCCACTACACCATGCGGGCCTTCCATG
AGGATGCTGAGGTCCAGCTCTCCTTCCAGCTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGT
GCTGGAGTAG (SEQ ID NO:17)

Marco de lectura abierto de PDGFR(D1-D5)9G-Fc
ATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAGCTCTGGCCCTCAAAGGCGAGCTGCTGTTGC
TGTCTCTCCTGTTACTTCTGGAACCACAGATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCC
CCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTCTCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGG
GTTCAGCTCCGGTGGTGTGGGAACGGATGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGG
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CCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCAGCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGG
GCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCACCCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGAC
CGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTTGTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTC
CCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCTTTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCA
TTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCTGGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAG
GGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGATCACCAACGTGGCTTTTTTGGTATCTTT
GAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACCACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCT
GATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGGTGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACG
CAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGAT
CGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCG
GCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCC
ATCCTGCACATCCCCAGTGCCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAAT
GTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTG
GTTGAGAGCGGCTACGTGCGGCTCCTGGGAGAGGTGGGCACACTACAATTTGCT
GAGCTGCATCGGAGCCGGACACTGCAGGTAGTGTTCGAGGCCTACCCACCGCCC
ACTGTCCTGTGGTTCAAAGACAACCGCACCCTGGGCGACTCCAGCGCTGGCGAA
ATCGCCCTGTCCACGCGCAACGTGTCGGAGACCCGGTATGTGTCAGAGCTGACA
CTGGTTCGCGTGAAGGTGGCAGAGGCTGGCCACTACACCATGCGGGCCTTCCATG
AGGATGCTGAGGTCCAGCTCTCCTTCCAGCTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGT
GCTGGAGCTAAGTGAGAGCCACCCTGACAGTGGGGAACAGACAGTCCGCTGTCG
TGGCCGGGGCATGCCCCAGCCGAACATCATCTGGTCTGCCTGCAGAGACCTCAA
AAGGTGTCCACGTGAGCTGCCGCCCACGCTGCTGGGGAACAGTTCCGAAGAGGA
GAGCCAGCTGGAGACTAACGTGACGTACTGGGAGGAGGAGCAGGAGTTTGAGGT
GGTGAGCACACTGCGTCTGCAGCACGTGGATCGGCCACTGTCGGTGCGCTGCAC
GCTGCGCAACGCTGTGGGCCAGGACACGCAGGAGGTCATCGTGGTGCCACACTC
CTTGCCCTTTACCGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGAC
AAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCA
GTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTG
AGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCA
ACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGG
ACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGG
TGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGG
GGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCA
GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAG (SEQ ID NO:18)

Marco de lectura abierto de PDGFR(D1-D3)9G-Fc
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ATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAGCTCTGGCCCTCAAAGGCGAGCTGCTGTTGC
TGTCTCTCCTGTTACTTCTGGAACCACAGATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCC
CCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTCTCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGG
GTTCAGCTCCGGTGGTGTGGGAACGGATGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGG
CCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCAGCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGG
GCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCACCCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGAC
CGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTTGTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTC
CCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCTTTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCA
TTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCTGGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAG
GGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGATCACCAACGTGGCTTTTTTGGTATCTTT
GAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACCACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCT
GATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGGTGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACG
CAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGAT
CGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCG
GCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCC
ATCCTGCACATCCCCAGTGCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAAT
GTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTG
GTTGAGAGCGGCTACACCGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTCCTAAATCT
TGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGA
CCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCC
TCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTC
CGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC
ACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAG (SEQ ID NO:19)
Marco de lectura abierto de PDGFR(D1-D2)9G-Fc
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ATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAGCTCTGGCCCTCAAAGGCGAGCTGCTGTTGC
TGTCTCTCCTGTTACTTCTGGAACCACAGATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCC
CCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTCTCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGG
GTTCAGCTCCGGTGGTGCGTGGGAACGGATGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGG
CCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCAGCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGG
GCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCACCCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGAC
CGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTTGTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTC
CCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCTTTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCA
TTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCTGGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAG
GGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGATCACCAACGTGGCTTTTTTGGTATCTTT
GAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACCACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCT
GATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGGTGTCATCCACCGGTGGAGGTGGAGGTG
GAGGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAG
CTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCG
ACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACC
ACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCG
TGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATG
AGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATA
G (SEQ ID NO:20)

Marco de lectura abierto del hibrido 1
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ATGGTCAGCTACTGGGACACCGGGGTCCTGCTGTGCGCGCTGCTCAGCTGTCTGC
TTCTCACAGGATCTGGTAGACCTTTCGTAGAGATGTACAGTGAAATCCCCGAAAT
TATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCCCTGCCGGGTTACGTCACCT
AACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTGACACTTTGATCCCTGATGGAA
AACGCATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGCTTCATCATATCAAATGCAACGTACA
AAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAATGGGCATTTGTATAAGA
CAAACTATCTCACACATCGACAAACCTCGAGTTCCAGCTCCTCTTCCTCAAGCCA
GATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCCCCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTC
TCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGGGTTCAGCTCCGGTGGTGTGGGAACGGA
TGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGGCCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCA
GCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGGGCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCAC
CCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGACCGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTT
GTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTCCCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCT
TTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCATTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCT
GGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAGGGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGA
TCACCAACGTGGCTTTITTTGGTATCTTTGAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACC
ACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCTGATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGG
TGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACGCAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGA
GAACATCACCCTCATGTGCATTGTGATCGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGG
ACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCGGCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTC
TTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCCATCCTGCACATCCCCAGTGCCGAGTTAG
AAGACTCGGGGACCTACACCTGCAATGTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGG
ATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTGGTTGAGAGCGGCTACGTGCGGCTCCTGG
GAGAGGTGGGCACACTACAATTTGCTGAGCTGCATCGGAGCCGGACACTGCAGG
TAGTGTTCGAGGCCTACCCACCGCCCACTGTCCTGTGGTTCAAAGACAACCGCAC
CCTGGGCGACTCCAGCGCTGGCGAAATCGCCCTGTCCACGCGCAACGTGTCGGA
GACCCGGTATGTGTCAGAGCTGACACTGGTTCGCGTGAAGGTGGCAGAGGCTGG
CCACTACACCATGCGGGCCTTCCATGAGGATGCTGAGGTCCAGCTCTCCTTCCAG
CTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGTGCTGGAGCTAAGTGAGAGCCACCCTGACA
GTGGGGAACAGACAGTCCGCTGTCGTGGCCGGGGCATGCCCCAGCCGAACATCA
TCTGGTCTGCCTGCAGAGACCTCAAAAGGTGTCCACGTGAGCTGCCGCCCACGCT
GCTGGGGAACAGTTCCGAAGAGGAGAGCCAGCTGGAGACTAACGTGACGTACTG
GGAGGAGGAGCAGGAGTTTGAGGTGGTGAGCACACTGCGTCTGCAGCACGTGGA
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TCGGCCACTGTCGGTGCGCTGCACGCTGCGCAACGCTGTGGGCCAGGACACGCA
GGAGGTCATCGTGGTGCCACACTCCTTGCCCTTTACCGGTGGAGGTGGAGGTGGA
GGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA
CCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACA
CCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCA
CGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGA
GGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAG
(SEQ ID NO:21)

Marco de lectura abierto del hibrido 2
ATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAGCTCTGGCCCTCAAAGGCGAGCTGCTGTTGC
TGTCTCTCCTGTTACTTCTGGAACCACAGATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCC
CCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTCTCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGG
GTTCAGCTCCGGTGGTGTGGGAACGGATGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGG
CCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCAGCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGG
GCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCACCCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGAC
CGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTTGTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTC
CCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCTTTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCA
TTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCTGGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAG
GGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGATCACCAACGTGGCTTTTTTGGTATCTTT
GAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACCACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCT
GATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGGTGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACG
CAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGAT
CGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCG
GCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCC
ATCCTGCACATCCCCAGTGCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAAT
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GTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTG
GTTGAGAGCGGCTACGTGCGGCTCCTGGGAGAGGTGGGCACACTACAATTTGCT
GAGCTGCATCGGAGCCGGACACTGCAGGTAGTGTTCGAGGCCTACCCACCGCCC
ACTGTCCTGTGGTTCAAAGACAACCGCACCCTGGGCGACTCCAGCGCTGGCGAA
ATCGCCCTGTCCACGCGCAACGTGTCGGAGACCCGGTATGTGTCAGAGCTGACA
CTGGTTCGCGTGAAGGTGGCAGAGGCTGGCCACTACACCATGCGGGCCTTCCATG
AGGATGCTGAGGTCCAGCTCTCCTTCCAGCTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGT
GCTGGAGCTAAGTGAGAGCCACCCTGACAGTGGGGAACAGACAGTCCGCTGTCG
TGGCCGGGGCATGCCCCAGCCGAACATCATCTGGTCTGCCTGCAGAGACCTCAA
AAGGTGTCCACGTGAGCTGCCGCCCACGCTGCTGGGGAACAGTTCCGAAGAGGA
GAGCCAGCTGGAGACTAACGTGACGTACTGGGAGGAGGAGCAGGAGTTTGAGGT
GGTGAGCACACTGCGTCTGCAGCACGTGGATCGGCCACTGTCGGTGCGCTGCAC
GCTGCGCAACGCTGTGGGCCAGGACACGCAGGAGGTCATCGTGGTGCCACACTC
CTTGCCCTTTAGTTCCAGCTCCTCTTCCTCAAGCTCGCCTTTCGTAGAGATGTACA
GTGAAATCCCCGAAATTATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCCCT
GCCGGGTTACGTCACCTAACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTGACAC
TTTGATCCCTGATGGAAAACGCATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGCTTCATCATA
TCAAATGCAACGTACAAAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAAT
GGGCATTTGTATAAGACAAACTATCTCACACATCGACAAACCGGTGGAGGTGGA
GGTGGAGGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGC
CCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCA
AGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGT
GAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGT
GGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAA
GTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGA
TGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAA
GACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTC
ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
AATAG (SEQ ID NO:22)

Marco de lectura abierto del hibrido 3
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ATGGTCAGCTACTGGGACACCGGGGTCCTGCTGTGCGCGCTGCTCAGCTGTCTGC
TTCTCACAGGATCTGGTAGACCTTTCGTAGAGATGTACAGTGAAATCCCCGAAAT
TATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCCCTGCCGGGTTACGTCACCT
AACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTGACACTTTGATCCCTGATGGAA

AACGCATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGCTTCATCATATCAAATGCAACGTACA

AAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAATGGGCATTTGTATAAGA

CAAACTATCTCACACATCGACAAACCTCGAGTTCCAGCTCCTCTTCCTCAAGCCA

GATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCCCCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTC

TCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGGGTTCAGCTCCGGTGGTGTGGGAACGGA

TGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGGCCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCA

GCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGGGCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCAC
CCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGACCGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTT
GTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTCCCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCT

TTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCATTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCT
GGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAGGGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGA

TCACCAACGTGGCTTTITTTGGTATCTTTGAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACC

ACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCTGATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGG
TGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACGCAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGA
GAACATCACCCTCATGTGCATTGTGATCGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGG
ACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCGGCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTC

TTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCCATCCTGCACATCCCCAGTGCCGAGTTAG

AAGACTCGGGGACCTACACCTGCAATGTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGG

ATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTGGTTGAGAGCGGCTACACCGGTGGAGGTG

GAGGTGGAGGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGT

GCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACC

CAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA

CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGA

GGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACC

GTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT

ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCT

CCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCC

GGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCT

ATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT
ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCG
GGTAAATAG (SEQ ID NO:23)

Marco de lectura abierto del hibrido 4

46



ES2933558 T3

ATGCGGCTTCCGGGTGCGATGCCAGCTCTGGCCCTCAAAGGCGAGCTGCTGTTGC
TGTCTCTCCTGTTACTTCTGGAACCACAGATCTCTCAGGGCCTGGTCGTCACACCC
CCGGGGCCAGAGCTTGTCCTCAATGTCTCCAGCACCTTCGTTCTGACCTGCTCGG
GTTCAGCTCCGGTGGTGCGTGGGAACGGATGTCCCAGGAGCCCCCACAGGAAATGG
CCAAGGCCCAGGATGGCACCTTCTCCAGCGTGCTCACACTGACCAACCTCACTGG
GCTAGACACGGGAGAATACTTTTGCACCCACAATGACTCCCGTGGACTGGAGAC
CGATGAGCGGAAACGGCTCTACATCTTTGTGCCAGATCCCACCGTGGGCTTCCTC
CCTAATGATGCCGAGGAACTATTCATCTTTCTCACGGAAATAACTGAGATCACCA
TTCCATGCCGAGTAACAGACCCACAGCTGGTGGTGACACTGCACGAGAAGAAAG
GGGACGTTGCACTGCCTGTCCCCTATGATCACCAACGTGGCTTTTTTGGTATCTTT
GAGGACAGAAGCTACATCTGCAAAACCACCATTGGGGACAGGGAGGTGGATTCT
GATGCCTACTATGTCTACAGACTCCAGGTGTCATCCATCAACGTCTCTGTGAACG
CAGTGCAGACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGAT
CGGGAATGAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCG
GCTGGTGGAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCC
ATCCTGCACATCCCCAGTGCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAAT
GTGACGGAGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTG
GTTGAGAGCGGCTACAGTTCCAGCTCCTCTTCCTCAAGCTCGAGACCTTTCGTAG
AGATGTACAGTGAAATCCCCGAAATTATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCG
TCATTCCCTGCCGGGTTACGTCACCTAACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCA
CTTGACACTTTGATCCCTGATGGAAAACGCATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGC
TTCATCATATCAAATGCAACGTACAAAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCA
ACAGTCAATGGGCATTTGTATAAGACAAACTATCTCACACATCGACAAACCGGT
GGAGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGC
CCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCC
CAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGG
TGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACG
GCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGC
ACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCA
AGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAA
CCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCC
CATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAG
GCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGA
ACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTA
CAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTG
TCTCCGGGTAAATAG (SEQ ID NO:24)

Cebador del &cido nucleico PDGFRBPR6Spel F
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GACTAGTATGCGGCTTCCGGGTG (SEQ ID NO: 25)

Cebador del &cido nucleico PDGFRBPR7Agel R

ACCGGTGGATGACACCTGGAGTCTG (SEQ ID NO: 26)

Cebador del acido nucleico PDGFRB-PR1-Acc F

CTATGTCTACAGACTCCAGGTGTC (SEQ ID NO: 27)

Cebador del &cido nucleico D5-PR9-Agel-Rev R

ACCGGTAAAGGGCAAGGAGTGTGGC (SEQ ID NO: 28)

Cebador del 4cido nucleico PDGF02 F

CCTCCACCGGTGTAGCCGCTCTCAACCACGGT (SEQ ID NO: 29)

Cebador del 4cido nucleico PDGF03 R

CCCGGGACTAGTATGCGGCTTCCGGGTG (SEQ ID NO: 30)

Cebador del acido nucleico D5-SV40 F

CCGGTTAGGGA (SEQ ID NO: 31)

Cebador del acido nucleico D5-SV40 B-2

GGCCTCCCTAA (SEQ ID NO: 32)

Cebador del acido nucleico D4-SV40 F

TGAGGTCCAGCTCTCCTTCCAGCTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGTGCTGGAG

TAGC (SEQ ID NO:33)

Cebador del acido nucleico D4-SV40 B

GGCCGCTACTCCAGCACTCGGACAGGGACATTGATCTGTAGCTGGAAGGAGAGC

TGGACC (SEQ ID NO:34)

Fragmento de acido nucleico sintético de Kozak-SP-D2-9Ser
ACTAGTGGCGGCCGCCACCATGGTCAGCTACTGGGACACCGGGGTCCTGCTGTG
CGCGCTGCTCAGCTGTCTGCTTCTCACAGGATCTGGTAGACCTTTCGTAGAGATG
TACAGTGAAATCCCCGAAATTATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATT
CCCTGCCGGGTTACGTCACCTAACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTG
ACACTTTGATCCCTGATGGAAAACGCATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGCTTCA
TCATATCAAATGCAACGTACAAAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAG
TCAATGGGCATTTGTATAAGACAAACTATCTCACACATCGACAAACCTCGAGTTC
CAGCTCCTCTTCCTCAAGCCAGATCT (SEQ ID NO:35)

Fragmento de acido nucleico sintético de D2-2220-2908
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CCACGCTGCTGGGGAACAGTTCCGAAGAGGAGAGCCAGCTGGAGACTAACGTGA
CGTACTGGGAGGAGGAGCAGGAGTTTGAGGTGGTGAGCACACTGCGTCTGCAGC
ACGTGGATCGGCCACTGTCGGTGCGCTGCACGCTGCGCAACGCTGTGGGCCAGG
ACACGCAGGAGGTCATCGTGGTGCCACACTCCTTGCCCTTTAGTTCCAGCTCCTC
TTCCTCAAGCTCGAGACCTTTCGTAGAGATGTACAGTGAAATCCCCGAAATTATA
CACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCCCTGCCGGGTTACGTCACCTAACA
TCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTGACACTTTGATCCCTGATGGAAAACG
CATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGCTTCATCATATCAAATGCAACGTACAAAGA
AATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAATGGGCATTTGTATAAGACAAA
CTATCTCACACATCGACAAACCGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTCCTAA
ATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG (SEQ ID NO:36)

Fragmento de acido nucleico sintético de D3-Fc
GACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGATCGGGAAT
GAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCGGCTGGTG
GAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCCATCCTGC
ACATCCCCAGTGCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAATGTGACGG
AGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTGGTTGAGA
GCGGCTACACCGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGACA
AAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAG
TCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA
GGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG (SEQ ID NO:37)

Fragmento de acido nucleico sintético de D3-F(D2)
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GACTGTGGTCCGCCAGGGTGAGAACATCACCCTCATGTGCATTGTGATCGGGAAT
GAGGTGGTCAACTTCGAGTGGACATACCCCCGCAAAGAAAGTGGGCGGCTGGTG
GAGCCGGTGACTGACTTCCTCTTGGATATGCCTTACCACATCCGCTCCATCCTGC
ACATCCCCAGTGCCGAGTTAGAAGACTCGGGGACCTACACCTGCAATGTGACGG
AGAGTGTGAATGACCATCAGGATGAAAAGGCCATCAACATCACCGTGGTTGAGA
GCGGCTACAGTTCCAGCTCCTCTTCCTCAAGCTCGAGACCTTTCGTAGAGATGTA
CAGTGAAATCCCCGAAATTATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCC
CTGCCGGGTTACGTCACCTAACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTGAC
ACTTTGATCCCTGATGGAAAACGCATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGCTTCATC
ATATCAAATGCAACGTACAAAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTC
AATGGGCATTTGTATAAGACAAACTATCTCACACATCGACAAACCGGTGGAGGT
GGAGGTGGAGGTGGAGGTCCTAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCG
TGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAC
CCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGG
ACGTG (SEQ ID NO:38)

Secuencia de aminoacidos de sFLT02 (D2-9Gly-CH3)
MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSGRPFVEMYSEIPEIHMTEGRELVIPCRVTSPNITV
TLKKFPLDTLIPDGKRIWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQT
GGGGGGGGGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK (SEQ ID NO:39)

Marco de lectura abierto de sFLT02 (D2-9Gly-CH3)
ATGGTCAGCTACTGGGACACCGGGGTCCTGCTGTGCGCGCTGCTCAGCTGTCTGC
TTCTCACAGGATCTGGTAGACCTTTCGTAGAGATGTACAGTGAAATCCCCGAAAT
TATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCCCTGCCGGGTTACGTCACCT
AACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTGACACTTTGATCCCTGATGGAA
AACGCATAATCTGGGACAGTAGAAAGGGCTTCATCATATCAAATGCAACGTACA
AAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAATGGGCATTTGTATAAGA
CAAACTATCTCACACATCGACAAACCGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTGGAGGTC
AGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCA
AGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGC
CGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTC
CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAG (SEQ ID
NO:40)

Secuencia del acido nucleico de ITR mutada
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CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCC
CACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCG (SEQ ID NO:41)

Secuencia de amino&cidos del hibrido 1 sin péptido secretor
RPFVEMYSEIPEIIHMTEGRELVIPCRVTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIIWDSRKGFII
SNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQTSSSSSSSSSQISQGLVVTPPGPELVLN
VSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTH
NDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHE
KKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVN
AVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILH
IPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITVVESGY VRLLGEVGTLQFAELHRSRT
LQVVFEAYPPPTVLWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSELTLVRVKVAEAG
HYTMRAFHEDAEVQLSFQLQINVPVRVLELSESHPDSGEQTVRCRGRGMPQPNIIWS
ACRDLKRCPRELPPTLLGNSSEEESQLETNVTYWEEEQEFEVVSTLRLQHVDRPLSVR
CTLRNAVGQDTQEVIVVPHSLPFTGGGGGGGGGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP

SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:42)

5 Secuencia de aminoacidos del hibrido 2 sin péptido secretor
LVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTN
LTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPC
RVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYV
YRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTD
FLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITVVESGYVRLLGEV
GTLQFAELHRSRTLQVVFEAYPPPTVLWFKDNRTLGDSSAGEIALSTRNVSETRYVSE
LTLVRVKVAEAGHYTMRAFHEDAEVQLSFQLQINVPVRVLELSESHPDSGEQTVRCR
GRGMPQPNIIWSACRDLKRCPRELPPTLLGNSSEEESQLETNVTYWEEEQEFEVVSTL
RLQHVDRPLSVRCTLRNAVGQDTQEVIVVPHSLPFSSSSSSSSSRPFVEMY SEIPEIIHM
TEGRELVIPCRVTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIIWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEA
TVNGHLYKTNYLTHRQTGGGGGGGGGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:43)

Secuencia de aminoacidos del hibrido 3 sin péptido secretor
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RPFVEMYSEIPEITHMTEGRELVIPCRVTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIIWDSRKGFII
SNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQTSSSSSSSSSQISQGLVVTPPGPELVLN
VSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTNLTGLDTGEYFCTH
NDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPCRVTDPQLVVTLHE
KKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYVYRLQVSSINVSVN
AVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTDFLLDMPYHIRSILH
IPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITVVESGYTGGGGGGGGGPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ
1D NO:44)

Secuencia de amino&cidos del hibrido 4 sin péptido secretor
LVVTPPGPELVLNVSSTFVLTCSGSAPVVWERMSQEPPQEMAKAQDGTFSSVLTLTN
LTGLDTGEYFCTHNDSRGLETDERKRLYIFVPDPTVGFLPNDAEELFIFLTEITEITIPC
RVTDPQLVVTLHEKKGDVALPVPYDHQRGFFGIFEDRSYICKTTIGDREVDSDAYYV
YRLQVSSINVSVNAVQTVVRQGENITLMCIVIGNEVVNFEWTYPRKESGRLVEPVTD
FLLDMPYHIRSILHIPSAELEDSGTYTCNVTESVNDHQDEKAINITVVESGYSSSSSSSS
SRPFVEMYSEIPEIITHMTEGRELVIPCRVTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIWDSRKGF
OSNATYKEIGLLTCEATVNGHLYKTNYLTHRQTGGGGGGGGGPKSCDKTHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID
NO:45)

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> > PECHAN, PETER ARDINGER, JEFFERY RUBIN, HILLARD WADSWORTH, SAMUEL SCARIA,
ABRAHAM

<120> PROTEINAS DE FUSION QUE COMPRENDEN PORCIONES DE UNION A PDGF Y VEGF Y METODOS
DE USO DE LAS MISMAS

<130> 159792009540

<140> Aln no asignada

<141> Simultdneamente con la presente

<150> US 61/780.914
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<151>13-03-2013

<160> 55
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<170> FastSEQ for Windows Versién 4.0

<210> 1
<211> 283
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Leu Val Vval
Thr Phe Val

Met Ser Gln

35

Phe Ser Ser
50

Glu Tyr Phe

Arg Lys Arg
Pro Asn Asp

Ile Thr Ile
115
His Glu Lys
130
Arg Gly Phe
145
Thr Ile Gly

Leu Gln Val

Val Arg Gln
195
Glu Vval Vval
210
Leu Val Glu
225
Arg Ser Ile

Tyr Thr Cys

Ala Ile Asn
275

<210>2
<211> 389

Thr
Leu
20

Glu
val
Cys
Leu
Ala
100
Pro
Lys
Phe
Asp
Ser
180
Gly
Asn
Pro
Leu
Asn

260
Ile

Pro
Thr
Pro
Leu
Thr
Tyr
85

Glu
Cys
Gly
Gly
Arg
165
Ser
Glu
Phe
Val
His

245
Val

Thr

Pro
Cys
Pro
Thr
His
70

Ile
Glu
Arg
Asp
Ile
150
Glu
Ile
Asn
Glu
Thr

230
Ile

Thr

Val

Gly
Ser
Gln
Leu
55

Asn
Phe
Leu
val
Val
135
Phe
Val
Asn
Ile
Trp
215
Asp

Pro

Glu

Val

Pro
Gly
Glu
40

Thr
Asp
Val
Phe
Thr
120
Ala
Glu
Asp
val
Thr
200
Thr

Phe

Ser

Ser

Glu
280

Glu
Ser
25

Met
Asn
Ser
Pro
Ile
105
Asp
Leu
Asp
Ser
Ser
185
Leu
Tyr
Leu
Ala
Val

265
Ser

53

Leu
Ala
Ala
Leu
Arg
Asp
90

Phe
Pro
Pro
Arg
Asp
170
Val
Met
Pro
Leu
Glu

250
Asn

Gly

Val
Pro
Lys
Thr
Gly
75

Pro
Leu
Gln
Vval
Ser
155
Ala
Asn
Cys
Arg
Asp
235
Leu

Asp

Tyr

Leu
Val
Ala
Gly
60

Leu
Thr
Thr
Leu
Pro
140
Tyr
Tyr
Ala
Ile
Lys
220
Met

Glu

His

Asn
Val
Gln
45

Leu
Glu
Val
Glu
val
125
Tyr
Ile
Tyr
val
val
205
Glu

Pro

Asp

Gln

Val
Trp
30

Asp
Asp
Thr
Gly
Ile
110
val
Asp
Cys
vVal
Gln
190
Ile
Ser
Tyr
Ser

Asp
270

Ser
15

Glu
Gly
Thr
Asp
Phe
95

Thr
Thr
His
Lys
Tyr
175
Thr
Gly
Gly
His
Gly

255
Glu

Ser
Arg
Thr
Gly
Glu
80

Leu
Glu
Leu
Gln
Thr
160
Arg
Val
Asn
Arg
Ile

240
Thr

Lys
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Leu
Thr
Met
Phe
Glu
65

Arg
Pro
Ile
His
Arg
145
Thr
Leu
val
Glu
Leu
225
Arg
Tyr
Ala
Glu
Gln
305
Asp
Thr
Arg
Glu

Val
385

<210> 3
<211> 499
<212> PRT

Val
Phe
Ser
Ser
Tyr
Lys
Asn
Thr
Glu
130
Gly
Ile
Gln
Arg
Val
210
Val
Ser
Thr
Ile
Val
290
Val
Asn
Arg
Val
Asp

370
Arg

<213> Homo sapiens

Val
Val
Gln
35

Ser
Phe
Arg
Asp
Ile
115
Lys
Phe
Gly
val
Gln
195
Val
Glu
Ile
Cys
Asn
275
Gly
vVal
Arg
Asn
Lys
355
Ala

Val

Thr
Leu
20

Glu
val
Cys
Leu
Ala
100
Pro
Lys
Phe
Asp
Ser
180
Gly
Asn
Pro
Leu
Asn
260
Ile
Thr
Phe
Thr
val
340
Val
Glu

Leu

Pro
Thr
Pro
Leu
Thr
Tyr
85

Glu
Cys
Gly
Gly
Arg
165
Ser
Glu
Phe
Val
His
245
Val
Thr
Leu
Glu
Leu
325
Ser
Ala

Val

Glu

ES2933558 T3

Pro
Cys
Pro
Thr
His
70

Ile
Glu
Arg
Asp
Ile
150
Glu
Ile
Asn
Glu
Thr
230
Ile
Thr
val
Gln
Ala
310
Gly
Glu
Glu

Gln

Gly
Ser
Gln
Leu
Asn
Phe
Leu
Val
Val
135
Phe
Vval
Asn
Ile
Trp
215
Asp
Pro
Glu
Val
Phe
295
Tyr
Asp
Thr

Ala

Leu
375

Pro
Gly
Glu
40

Thr
Asp
Val
Phe
Thr
120
Ala
Glu
Asp
val
Thr
200
Thr
Phe
Ser
Ser
Glu
280
Ala
Pro
Ser
Arg
Gly

360
Ser

Glu
Ser
25

Met
Asn
Ser
Pro
Ile
105
Asp
Leu
Asp
Ser
Ser
185
Leu
Tyr
Leu
Ala
val
265
Ser
Glu
Pro
Ser
Tyr
345
His

Phe

54

Leu
10

Ala
Ala
Leu
Arg
Asp
90

Phe

Pro

Pro

Asp
170
val
Met
Pro
Leu
Glu
250
Asn
Gly
Leu
Pro
Ala
330
val
Tyr

Gln

Val
Pro
Lys
Thr
Gly
75

Pro
Leu
Gln
Vval
Ser
155
Ala
Asn
Cys
Arg
Asp
235
Leu
Asp
Tyr
His
Thr
315
Gly
Ser

Thr

Leu

Leu
Val
Ala
Gly
Leu
Thr
Thr
Leu
Pro
140
Tyr
Tyr
Ala
Ile
Lys
220
Met
Glu
His
Val
Arg
300
Val
Glu
Glu

Met

Gln
380

Asn
Val
Gln
45

Leu
Glu
Val
Glu
val
125
Tyr
Ile
Tyr
Vval
val
205
Glu
Pro
Asp
Gln
Arg
285
Ser
Leu
Ile
Leu
Arg

365
Ile

Val
Trp
30

Asp
Asp
Thr
Gly
Ile
110
val
Asp
Cys
Val
Gln
190
Ile
Ser
Tyr
Ser
Asp
270
Leu
Arg
Trp
Ala
Thr
350
Ala

Asn

Ser
15

Glu
Gly
Thr
Asp
Phe
95

Thr
Thr
His
Lys
Tyr
175
Thr
Gly
Gly
His
Gly
255
Glu
Leu
Thr
Phe
Leu
335
Leu

Phe

val

Ser
Arg
Thr
Gly
Glu
80

Leu
Glu
Leu
Gln
Thr
160
Arg
val
Asn
Arg
Ile
240
Thr
Lys
Gly
Leu
Lys
320
Ser
val
His

Pro
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<400> 3

Leu Val Val Thr Pro Pro Gly Pro Glu Leu Val Leu Asn Val Ser Ser

Thr Phe Val Leu Thr Cys Ser Gly Ser Ala Pro Val Val Trp Glu Arg
20 25 30
Met Ser Gln Glu Pro Pro Gln Glu Met Ala Lys Ala Gln Asp Gly Thr
35 40 45
Phe Ser Ser Val Leu Thr Leu Thr Asn Leu Thr Gly Leu Asp Thr Gly
50 55 60
Glu Tyr Phe Cys Thr His Asn Asp Ser Arg Gly Leu Glu Thr Asp Glu
65 70 75 80
Arg Lys Arg Leu Tyr Ile Phe Val Pro Asp Pro Thr Val Gly Phe Leu
85 90 95
Pro Asn Asp Ala Glu Glu Leu Phe Ile Phe Leu Thr Glu Ile Thr Glu
100 105 110
Ile Thr Ile Pro Cys Arg Val Thr Asp Pro Gln Leu Val Val Thr Leu
115 120 125
His Glu Lys Lys Gly Asp Val Ala Leu Pro Val Pro Tyr Asp His Gln
130 135 140
Arg Gly Phe Phe Gly Ile Phe Glu Asp Arg Ser Tyr Ile Cys Lys Thr
145 150 155 160
Thr Ile Gly Asp Arg Glu Val Asp Ser Asp Ala Tyr Tyr Val Tyr Arg
165 170 175
Leu Gln Val Ser Ser Ile Asn Val Ser Val Asn Ala Val Gln Thr Val
180 185 190
Val Arg Gln Gly Glu Asn Ile Thr Leu Met Cys Ile Val Ile Gly Asn
195 200 205
Glu Val Val Asn Phe Glu Trp Thr Tyr Pro Arg Lys Glu Ser Gly Arg
210 215 220
Leu Val Glu Pro Val Thr Asp Phe Leu Leu Asp Met Pro Tyr His Ile
225 230 235 240
Arg Ser Ile Leu His Ile Pro Ser Ala Glu Leu Glu Asp Ser Gly Thr
245 250 255
Tyr Thr Cys Asn Val Thr Glu Ser Val Asn Asp His Gln Asp Glu Lys
260 265 270
Ala Ile Asn Ile Thr Val Val Glu Ser Gly Tyr Val Arg Leu Leu Gly
275 280 285
Glu Val Gly Thr Leu Gln Phe Ala Glu Leu His Arg Ser Arg Thr Leu
290 295 300
Gln Val Val Phe Glu Ala Tyr Pro Pro Pro Thr Val Leu Trp Phe Lys
305 310 315 320
Asp Asn Arg Thr Leu Gly Asp Ser Ser Ala Gly Glu Ile Ala Leu Ser
325 330 335
Thr Arg Asn Val Ser Glu Thr Arg Tyr Val Ser Glu Leu Thr Leu Val
340 345 350
Arg Val Lys Val Ala Glu Ala Gly His Tyr Thr Met Arg Ala Phe His
355 360 365
Glu Asp Ala Glu Val Gln Leu Ser Phe Gln Leu Gln Ile Asn Val Pro
370 375 380
Val Arg Val Leu Glu Leu Ser Glu Ser His Pro Asp Ser Gly Glu Gln
385 390 395 400
Thr Val Arg Cys Arg Gly Arg Gly Met Pro Gln Pro Asn Ile Ile Trp
405 410 415
Ser Ala Cys Arg Asp Leu Lys Arg Cys Pro Arg Glu Leu Pro Pro Thr
420 425 430
Leu Leu Gly Asn Ser Ser Glu Glu Glu Ser Gln Leu Glu Thr Asn Val
435 440 445
Thr Tyr Trp Glu Glu Glu Gln Glu Phe Glu Val Val Ser Thr Leu Arg

450 455 460
Leu Gln His Val Asp Arg Pro Leu Ser Val Arg Cys Thr Leu Arg Asn
465 470 475 480
Ala Val Gly Gln Asp Thr Gln Glu Val Ile Val Val Pro His Ser Leu
485 490 495
Pro Phe Lys

55



10

15

<210> 4
<211> 94
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Arg Pro
1
Thr Glu
Ile Thr
Gly Lys
50

Ala Thr
65
Gly His

<210>5

<211> 300

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Phe
Gly
Val
35

Arg
Tyr

Leu

Val
Arg
20

Thr
Ile
Lys

Tyr

Glu
Glu
Leu
Ile
Glu

Lys
85

ES2933558 T3

Met
Leu
Lys
Trp
Ile

70
Thr

Tyr
Val
Lys
Asp
55

Gly

Asn

Ser
Ile
Phe
40

Ser

Leu

Tyr

Glu
Pro
25

Pro
Arg

Leu

Leu

56

Ile
10

Cys
Leu
Lys
Thr

Thr
90

Pro
Arg
Asp
Gly
Cys

75
His

Glu
Val
Thr
Phe
60

Glu

Arg

Ile
Thr
Leu
45

Ile
Ala

Gln

Ile
Ser
30

Ile
Ile
Thr

Thr

His
15

Pro
Pro

Ser

val

Met
Asn
Asp
Asn

Asn
80
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Pro Glu
Thr Leu
Pro Glu
Ala Cys
50
Thr Ala
65
Val Pro
Ile Ser
Glu Ile
Val Thr
130
Thr Leu
145
Phe Ile
Glu Ala
Arg Gln
Val Lys
210

Thr Pro
225

Lys Asn
His Ala
Lys Asp

Lys Ser
290

<210>6
<211> 231
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Leu
His
Met
Gly
Gln
Thr
Asp
Ile
115
Ser
Ile
Ile
Thr
Thr
195

Leu

Leu

Lys
Asn
Lys

275
val

Ser
Leu
20

Vval
Arg
Ala
Ser
Thr
100
His
Pro
Pro
Ser
Val
180
Asn

Leu

Asn

Arg
Ile
260
Gly

Asn

Leu
Gln
Ser
Asn
Asn
Lys
85

Gly
Met
Asn
Asp
Asn
165
Asn
Thr

Arg

Thr

Ala
245
Phe
Leu

Thr

ES2933558 T3

Lys
Cys
Lys
Gly
His
70

Lys
Arg
Thr
Ile
Gly
150
Ala
Gly
Ile

Gly

Arg
230

Ser
Tyr
Tyr

Ser

Gly
Arg
Glu
Lys
55

Thr
Lys
Pro
Glu
Thr
135
Lys
Thr
His
Ile
His

215
Val

Val
Ser
Thr

Val
295

Thr
Gly
Ser
40

Gln
Gly
Glu
Phe
Gly
120
val
Arg
Tyr
Leu
Asp
200

Thr

Gln

Arg
Val
Cys

280
His

Gln
Glu
25

Glu
Phe
Phe
Thr
Val
105
Arg
Thr
Ile
Lys
Tyr
185
vVal

Leu

Met

Arg
Leu
265
Arg

Ile

57

His
10

Ala
Arg
Cys
Tyr
Glu
Glu
Glu
Leu
Ile
Glu
170
Lys
Gln

Val

Thr

Arg
250
Thr
Val

Tyr

Ile
Ala
Leu
Ser
Ser
75

Ser
Met
Leu
Lys
Trp
155
Ile
Thr
Ile

Leu

Trp
235

Ile
Ile
Arg

Asp

Met
His
Ser
Thr
60

Cys
Ala
Tyr
Vval
Lys
140
Asp
Gly
Asn
Ser
Asn

220
Ser

Asp
Asp
Ser

Lys
300

Gln
Lys
Ile
45

Leu
Lys
Ile
Ser
Ile
125
Phe
Ser
Leu
Tyr
Thr
205
Cys

Tyr

Gln
Lys

Gly
285

Ala
Trp
30

Thr
Thr
Tyr
Tyr
Glu
110
Pro
Pro
Arg
Leu
Leu
190
Pro

Thr

Pro

Ser

Met
270
Pro

Gly
15

Ser
Lys
Leu
Leu
Ile
95

Ile
Cys
Leu
Lys
Thr
175
Thr
Arg

Ala

Asp

Asn
255
Gln

Ser

Gln
Leu
Ser
Asn
Ala
80

Phe
Pro
Arg
Asp
Gly
160
Cys
His
Pro

Thr

Glu
240

Ser
Asn

Phe
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<210>7
<211> 531
<212> PRT

Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
65

Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
145
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
225

Lys
Leu
Thr
vVal
50

vVal
Ser
Leu
Ala
Pro
130
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

210
Ser

<213> Homo sapiens

<400>7

Met
Leu
Leu
Thr
Met

65
Phe

Arg
Leu
Val
Phe
50

Ser

Ser

Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
115
Gln
Val
Val
Pro
Thr
195

val

Leu

Leu
Leu
Val
35

Val
Gln

Ser

Cys
Gly
20

Met
His
vVal
Tyr
Gly
100
Ile
val
Ser
Glu
Pro
180
Val

Met

Ser

Pro
Ser
20

Thr
Leu

Glu

Vval

Asp
Gly
Ile
Glu
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
165
Val
Asp
His

Pro

Gly
Leu
Pro
Thr
Pro

Leu

ES2933558 T3

Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
70

Val
Glu
Lys
Thr
Thr
150
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
230

Ala
Leu
Pro
Cys
Pro

70
Thr

Thr
Ser
Arg
Pro
55

Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
135
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

215
Lys

Met
Leu
Gly
Ser
55

Gln

Leu

His
val
Thr
40

Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
120
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

200
Leu

Pro
Leu
Pro
40

Gly
Glu

Thr

Thr
Phe
25

Pro
Val
Thr
Val
Cys
105
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
185
Trp

His

Ala
Leu
25

Glu
Ser

Met

Asn

58

Cys
10

Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
170
Gly

Gln

Asn

Leu
10

Glu
Leu
Ala
Ala

Leu

Pro
Phe
Vval
Phe
Pro
75

Thr
Vval
Ala
Arg
Gly
155
Pro
Ser

Gln

His

Ala
Pro
Val
Pro
Lys

75
Thr

Pro
Pro
Thr
Asn
60

Arg
val
Ser
Lys
Asp
140
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
220

Leu
Gln
Leu
Val
60

Ala

Gly

Cys
Pro
Cys
45

Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
125
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

205
Thr

Lys
Ile
Asn
45

Val
Gln

Leu

Pro
Lys
30

Val
Tyr
Glu
His
Lys
110
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
190
Val

Gln

Gly
Ser
Val
Trp
Asp

Asp

Ala
15

Pro
Val
val
Gln
Gln
95

Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
175
Tyr
Phe

Lys

Glu
15

Gln
Ser
Glu
Gly

Thr

Pro
Lys
Vval
Asp
Tyr
80

Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
160
Lys
Ser

Ser

Ser

Leu
Gly
Ser
Arg
Thr

80
Gly



<210>8
<211> 421
<212> PRT

Glu
Arg
Pro
Ile
145
His
Arg
Thr
Leu
Val
225
Glu
Leu
Arg
Tyr
Ala
305
Glu
Gln
Asp
Thr
Arg
385
Glu
Val
Thr
Ser
Leu
465
Thr
Leu

Ala

Pro

Tyr
Lys
Asn
130
Thr
Glu
Gly
Ile
Gln
210
Arg
Val
Val
Ser
Thr
290
Ile
Val
val
Asn
Arg
370
vVal
Asp
Arg
val
Ala
450
Leu
Tyr
Gln

Val

Phe
530

<213> Homo sapiens

<400> 8

Phe
Arg
115
Asp
Ile
Lys
Phe
Gly
195
Val
Gln
Val
Glu
Ile
275
Cys
Asn
Gly
Vval
Arg
355
Asn
Lys
Ala
Val
Arg
435
Cys
Gly
Trp
His
Gly

515
Lys

Cys
100
Leu
Ala
Pro
Lys
Phe
180
Asp
Ser
Gly
Asn
Pro
260
Leu
Asn
Ile
Thr
Phe
340
Thr
val
Val
Glu
Leu
420
Cys
Arg
Asn
Glu
Val

500
Gln

85
Thr

Tyr
Glu
Cys
Gly
165
Gly
Arg
Ser
Glu
Phe
245
Val
His
Vval
Thr
Leu
325
Glu
Leu
Ser
Ala
Val
405
Glu
Arg
Asp
Ser
Glu
485

Asp

Asp

ES2933558 T3

His
Ile
Glu
Arg
150
Asp
Ile
Glu
Ile
Asn
230
Glu
Thr
Ile
Thr
val
310
Gln
Ala
Gly
Glu
Glu
390
Gln
Leu
Gly
Leu
Ser
470
Glu

Arg

Thr

Asn
Phe
Leu
135
Val
Val
Phe
Val
Asn
215
Ile
Trp
Asp
Pro
Glu
295
val
Phe
Tyr
Asp
Thr
375
Ala
Leu
Ser
Arg
Lys
455
Glu
Gln

Pro

Gln

Asp
Val
120
Phe
Thr
Ala
Glu
Asp
200
Val
Thr
Thr
Phe
Ser
280
Ser
Glu
Ala
Pro
Ser
360
Arg
Gly
Ser
Glu
Gly
440
Arg
Glu
Glu

Leu

Glu
520

Ser
105
Pro
Ile
Asp
Leu
Asp
185
Ser
Ser
Leu
Tyr
Leu
265
Ala
val
Ser
Glu
Pro
345
Ser
Tyr
His
Phe
Ser
425
Met
Cys
Glu
Phe
Ser

505
Val

59

90
Arg

Asp
Phe
Pro
Pro
170
Arg
Asp
Val
Met
Pro
250
Leu
Glu
Asn
Gly
Leu
330
Pro
Ala
val
Tyr
Gln
410
His
Pro
Pro
Ser
Glu
490

Val

Ile

Gly
Pro
Leu
Gln
155
Val
Ser
Ala
Asn
Cys
235
Arg
Asp
Leu
Asp
Tyr
315
His
Thr
Gly
Ser
Thr
395
Leu
Pro
Gln
Arg
Gln
475
Val

Arg

Val

Leu
Thr
Thr
140
Leu
Pro
Tyr
Tyr
Ala
220
Ile
Lys
Met
Glu
His
300
val
Arg
val
Glu
Glu
380
Met
Gln
Asp
Pro
Glu
460
Leu
Val

Cys

Val

Glu
Val
125
Glu
Val
Tyr
Ile
Tyr
205
Val
Val
Glu
Pro
Asp
285
Gln
Arg
Ser
Leu
Ile
365
Leu
Arg
Ile
Ser
Asn
445
Leu
Glu
Ser

Thr

Pro
525

Thr
110
Gly
Ile
Val
Asp
Cys
190
Val
Gln
Ile
Ser
Tyr
270
Ser
Asp
Leu
Arg
Trp
350
Ala
Thr
Ala
Asn
Gly
430
Ile
Pro
Thr
Thr
Leu

510
His

95
Asp

Phe
Thr
Thr
His
175
Lys
Tyr
Thr
Gly
Gly
255
His
Gly
Glu
Leu
Thr
335
Phe
Leu
Leu
Phe
Val
415
Glu
Ile
Pro
Asn
Leu
495

Arg

Ser

Glu
Leu
Glu
Leu
160
Gln
Thr
Arg
vVal
Asn
240
Arg
Ile
Thr
Lys
Gly
320
Leu
Lys
Ser
val
His
400
Pro
Gln
Trp
Thr
Val
480
Arg

Asn

Leu



10

Met
Leu
Leu
Thr
Met
65

Phe
Glu
Arg
Pro
Ile
145
His
Arg
Thr
Leu
Val
225
Glu
Leu
Arg
Tyr
Ala
305
Glu
Gln
Asp
Thr
Arg
385
Glu

val

<210>9
<211> 771
<212> PRT

Arg
Leu
Val
Phe
50

Ser
Ser
Tyr
Lys
Asn
130
Thr
Glu
Gly
Ile
Gln
210
Arg
val
vVal
Ser
Thr
290
Ile
vVal
Val
Asn
Arg
370
Val

Asp

Arg

Leu
Leu
Val
35

Val
Gln
Ser
Phe
Arg
115
Asp
Ile
Lys
Phe
Gly
195
Val
Gln
Vval
Glu
Ile
275
Cys
Asn
Gly
val
Arg
355
Asn
Lys

Ala

val

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro
Ser
20

Thr
Leu
Glu
val
Cys
100
Leu
Ala
Pro
Lys
Phe
180
Asp
Ser
Gly
Asn
Pro
260
Leu
Asn
Ile
Thr
Phe
340
Thr
Val
val

Glu

Leu
420

<223> Construccién sintética

Gly
Leu
Pro
Thr
Pro
Leu
Thr
Tyr
Glu
Cys
Gly

165
Gly

Ser
Glu
Phe
245
Val
His
Val
Thr
Leu
325
Glu
Leu
Ser
Ala
Val

405
Glu

ES2933558 T3

Ala
Leu
Pro
Cys
Pro
70

Thr
His
Ile
Glu
Arg
150
Asp
Ile
Glu
Ile
Asn
230
Glu
Thr
Ile
Thr
Val
310
Gln
Ala
Gly
Glu
Glu

390
Gln

Met
Leu
Gly
Ser
55

Gln
Leu
Asn
Phe
Leu
135
Val
Vval
Phe
Val
Asn
215
Ile
Trp
Asp
Pro
Glu
295
Val
Phe
Tyr
Asp
Thr
375
Ala

Leu

Pro
Leu
Pro
40

Gly
Glu
Thr
Asp
Val
120
Phe
Thr
Ala
Glu
Asp
200
Val
Thr
Thr
Phe
Ser
280
Ser
Glu
Ala
Pro
Ser
360
Arg
Gly

Ser

Ala
Leu
25

Glu
Ser
Met
Asn
Ser
105
Pro
Ile
Asp
Leu
Asp
185
Ser
Ser
Leu
Tyr
Leu
265
Ala
vVal
Ser
Glu
Pro
345
Ser
Tyr
His

Phe

60

Leu
10

Glu
Leu
Ala
Ala
Leu
Arg
Asp
Phe
Pro
Pro
170
Arg
Asp
Val
Met
Pro
250
Leu
Glu
Asn
Gly
Leu
330
Pro
Ala
vVal
Tyr

Gln
410

Ala
Pro
Val
Pro
Lys
75

Thr
Gly
Pro
Leu
Gln
155
Val
Ser
Ala
Asn
Cys
235
Arg
Asp
Leu
Asp
Tyr
315
His
Thr
Gly
Ser
Thr

395
Leu

Leu
Gln
Leu
Val
60

Ala
Gly
Leu
Thr
Thr
140
Leu
Pro
Tyr
Tyr
Ala
220
Ile
Lys
Met
Glu
His
300
Val
Arg
val
Glu
Glu
380
Met

Gln

Lys
Ile
Asn
45

Val
Gln
Leu
Glu
Val
125
Glu
Val
Tyr
Ile
Tyr
205
Val
Val
Glu
Pro
Asp
285
Gln
Arg
Ser
Leu
Ile
365
Leu

Arg

Ile

Gly
Ser
val
Trp
Asp
Asp
Thr
110
Gly
Ile
Val
Asp
Cys
190
Val
Gln
Ile
Ser
Tyr
270
Ser
Asp
Leu
Arg
Trp
350
Ala
Thr

Ala

Asn

Glu
15

Gln
Ser
Glu
Gly
Thr
Asp
Phe
Thr
Thr
His
175
Lys
Tyr
Thr
Gly
Gly
255
His
Gly
Glu
Leu
Thr
335
Phe
Leu
Leu

Phe

val
415

Leu
Gly
Ser
Arg
Thr
80

Gly
Glu
Leu
Glu
Leu
160
Gln
Thr
Arg
Val
Asn
240
Arg
Ile
Thr
Lys
Gly
320
Leu
Lys
Ser
val
His

400
Pro



ES2933558 T3

<400>9

Met Arg Leu Pro Gly Ala Met Pro Ala Leu Ala Leu Lys Gly Glu Leu

Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Leu Glu Pro Gln Ile Ser Gln Gly
20 25 30
Leu Val Val Thr Pro Pro Gly Pro Glu Leu Val Leu Asn Val Ser Ser
35 40 45
Thr Phe Val Leu Thr Cys Ser Gly Ser Ala Pro Val Val Trp Glu Arg
50 55 60
Met Ser Gln Glu Pro Pro Gln Glu Met Ala Lys Ala Gln Asp Gly Thr
65 70 75 80
Phe Ser Ser Val Leu Thr Leu Thr Asn Leu Thr Gly Leu Asp Thr Gly

Glu Tyr Phe Cys Thr His Asn Asp Ser Arg Gly Leu Glu Thr Asp Glu
100 105 110
Arg Lys Arg Leu Tyr Ile Phe Val Pro Asp Pro Thr Val Gly Phe Leu
115 120 125
Pro Asn Asp Ala Glu Glu Leu Phe Ile Phe Leu Thr Glu Ile Thr Glu
130 135 140
Ile Thr Ile Pro Cys Arg Val Thr Asp Pro Gln Leu Val Val Thr Leu
145 150 155 160
His Glu Lys Lys Gly Asp Val Ala Leu Pro Val Pro Tyr Asp His Gln
165 170 175
Arg Gly Phe Phe Gly Ile Phe Glu Asp Arg Ser Tyr Ile Cys Lys Thr
180 185 190
Thr Ile Gly Asp Arg Glu Val Asp Ser Asp Ala Tyr Tyr Val Tyr Arg
195 200 205
Leu Gln Val Ser Ser Ile Asn Val Ser Val Asn Ala Val Gln Thr Val
210 215 220
Val Arg Gln Gly Glu Asn Ile Thr Leu Met Cys Ile Val Ile Gly Asn
225 230 235 240
Glu Val Val Asn Phe Glu Trp Thr Tyr Pro Arg Lys Glu Ser Gly Arg
245 250 255
Leu Val Glu Pro Val Thr Asp Phe Leu Leu Asp Met Pro Tyr His Ile
260 265 270
Arg Ser Ile Leu His Ile Pro Ser Ala Glu Leu Glu Asp Ser Gly Thr
275 280 285
Tyr Thr Cys Asn Val Thr Glu Ser Val Asn Asp His Gln Asp Glu Lys
290 295 300
Ala Ile Asn Ile Thr Val Val Glu Ser Gly Tyr Val Arg Leu Leu Gly
305 310 315 320
Glu Val Gly Thr Leu Gln Phe Ala Glu Leu His Arg Ser Arg Thr Leu
325 330 335
Gln Val Val Phe Glu Ala Tyr Pro Pro Pro Thr Val Leu Trp Phe Lys
340 345 350
Asp Asn Arg Thr Leu Gly Asp Ser Ser Ala Gly Glu Ile Ala Leu Ser
355 360 365
Thr Arg Asn Val Ser Glu Thr Arg Tyr Val Ser Glu Leu Thr Leu Val
370 375 380
Arg Val Lys Val Ala Glu Ala Gly His Tyr Thr Met Arg Ala Phe His
385 390 395 400
Glu Asp Ala Glu Val Gln Leu Ser Phe Gln Leu Gln Ile Asn Val Pro
405 410 415
Val Arg Val Leu Glu Leu Ser Glu Ser His Pro Asp Ser Gly Glu Gln
420 425 430
Thr Val Arg Cys Arg Gly Arg Gly Met Pro Gln Pro Asn Ile Ile Trp
435 440 445
Ser Ala Cys Arg Asp Leu Lys Arg Cys Pro Arg Glu Leu Pro Pro Thr
450 455 460
Leu Leu Gly Asn Ser Ser Glu Glu Glu Ser Gln Leu Glu Thr Asn Val
465 470 475 480
Thr Tyr Trp Glu Glu Glu Gln Glu Phe Glu Val Val Ser Thr Leu Arg

61



10

Leu Gln
Ala Val
Pro Phe
530
Asp Lys
545
Gly Pro
Ile Ser
Glu Asp
His Asn
610
Arg Val
625
Lys Glu
Glu Lys
Tyr Thr
Leu Thr
690
Trp Glu
705
Val Leu
Asp Lys
His Glu

Pro Gly
770

<210> 10
<211> 555
<212> PRT

His
Gly
515
Lys
Thr
Ser
Arg
Pro
595
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
675
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

755
Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
500
Gln
Gly
His
val
Thr
580
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
660
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

740
Leu

<223> Construccién sintética

<400> 10

485
Asp

Asp
Gly
Thr
Phe
565
Pro
Val
Thr
Val
Cys
645
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
725

Trp

His

ES2933558 T3

Arg
Thr
Gly
Cys
550
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
630
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
710
Gly
Gln

Asn

Pro
Gln
Gly
535
Pro
Phe
vVal
Phe
Pro
615
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
695
Pro
Ser

Gln

His

Leu
Glu
520
Gly
Pro
Pro
Thr
Asn
600
Arg
vVal
Ser
Lys
Asp
680
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
760

Ser
505
Val
Gly
Cys
Pro
Cys
585
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
665
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

745
Thr

62

490
Val

Ile
Gly
Pro
Lys
570
Val
Tyr
Glu
His
Lys
650
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
730

Val

Gln

Arg
Val
Gly
Ala
555
Pro
Val
Vval
Gln
Gln
635
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
715
Tyr

Phe

Lys

Cys
Val
Gly
540
Pro
Lys
Val
Asp
Tyr
620
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
700
Lys
Ser

Ser

Ser

Thr
Pro
525
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly
605
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
685
Ile
Thr
Lys

Cys

Leu
765

Leu
510
His
Lys
Leu
Thr
Val
590
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
670
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

750
Ser

495
Arg

Ser
Ser
Leu
Leu
575
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
655
Gln
Val
Val
Pro
Thr
735

val

Leu

Asn
Leu
Cys
Gly
560
Met
His
Val
Tyr
Gly
640
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
720
Val

Met

Ser



Met
Leu
Leu
Thr
Met
65

Phe

Glu

Arg

Pro
Ile
145
His
Arg
Thr
Leu
Val
225
Glu
Leu
Arg
Tyr
Ala
305
Gly
Cys
Pro
Cys
Trp
385
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
465
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
545

Arg
Leu
Val
Phe
50

Ser
Ser
Tyr

Lys

Asn
130
Thr
Glu
Gly
Ile
Gln
210
Arg
val
val
Ser
Thr
290
Ile
Gly
Pro
Lys
val
370
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
450
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

530
Gln

Leu
Leu
Val
35

val
Gln
Ser

Phe

Arg
115

Asp
Ile
Lys
Phe
Gly
195
Val
Gln
val
Glu
Ile
275
Cys
Asn
Gly
Ala
Pro
355
Val
Val
Gln
Gln
Ala
435
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
515

Phe

Lys

Pro
Ser
20

Thr
Leu
Glu
vVal
Cys

100
Leu

Ala
Pro
Lys
Phe
180
Asp
Ser
Gly
Asn
Pro
260
Leu
Asn
Ile
Gly
Pro
340
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp
420
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
500
Ser

Ser

Ser

Gly
Leu
Pro
Thr
Pro
Leu
85

Thr

Tyr

Glu
Cys
Gly
165
Gly
Arg
Ser
Glu
Phe
245
val
His
Val
Thr
Pro
325
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
405
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
485
Thr
Lys

Cys

Leu

ES2933558 T3

Ala
Leu
Pro
Cys
Pro
70

Thr
His

Ile

Glu
Arg
150
Asp
Ile
Glu
Ile
Asn
230
Glu
Thr
Ile
Thr
Val
310
Lys
Leu
Thr
Val
Val
390
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
470
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
550

Met
Leu
Gly
Ser
Gln
Leu
Asn

Phe

Leu
135
Val
Val
Phe
val
Asn
215
Ile
Trp
Asp
Pro
Glu
295
Val
Ser
Leu
Leu
Ser
375
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
455
Val
Val
Pro
Thr
vVal

535
Leu

Pro
Leu
Pro
40

Gly
Glu
Thr

Asp

Val
120

Phe
Thr
Ala
Glu
Asp
200
Val
Thr
Thr
Phe
Ser
280
Ser
Glu
Cys
Gly
Met
360
His
Val
Tyr
Gly
Ile
440
Val
Ser
Glu
Pro
Val
520

Met

Ser

Ala
Leu
25

Glu
Ser
Met
Asn
Ser

105
Pro

Ile
Asp
Leu
Asp
185
Ser
Ser
Leu
Tyr
Leu
265
Ala
Val
Ser
Asp
Gly
345
Ile
Glu
His
Arg
Lys
425
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
505
Asp
His

Pro

63

Leu
10

Glu
Leu
Ala
Ala
Leu
90

Arg

Asp

Phe
Pro
Pro
170
Arg
Asp
Val
Met
Pro
250
Leu
Glu
Asn
Gly
Lys
330
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
410
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
490
Leu
Lys

Glu

Gly

Ala
Pro
Val
Pro
Lys
75

Thr

Gly

Pro

Leu
Gln
155
Val
Ser
Ala
Asn
Cys
235
Arg
Asp
Leu
Asp
Tyr
315
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
395
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
475
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
555

Leu
Gln
Leu
Val
60

Ala
Gly

Leu

Thr

Thr
140
Leu
Pro
Tyr
Tyr
Ala
220
Ile
Lys
Met
Glu
His
300
Gly
His
val
Thr
Glu
380
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
460
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
540

Lys
Ile
Asn
45

val
Gln
Leu

Glu

val
125

Glu
Val
Tyr
Ile
Tyr
205
Val
Val
Glu
Pro
Asp
285
Gln
Gly
Thr
Phe
Pro
365
Val
Thr
Val
Cys
Ser
445
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

525
His

Gly
Ser
30

Val
Trp
Asp
Asp
Thr

110
Gly

Ile
Val
Asp
Cys
190
Vval
Gln
Ile
Ser
Tyr
270
Ser
Asp
Gly
Cys
Leu
350
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
430
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
510
Gln

Asn

Glu
15

Gln
Ser
Glu
Gly
Thr
95

Asp

Phe

Thr
Thr
His
175
Lys
Tyr
Thr
Gly
Gly
255
His
Gly
Glu
Gly
Pro
335
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
415
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
495
Ser

Gln

His

Leu
Gly
Ser
Arg
Thr
Gly
Glu

Leu

Glu
Leu
160
Gln

Thr

Val
Asn
240
Arg
Ile
Thr
Lys
Gly
320
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
400
vVal
Ser
Lys
Asp
Phe
480
Glu
Phe

Gly

Tyr
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<210> 11
<211> 453
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 11

ES2933558 T3

64



Met
Leu
Leu
Thr
Met
Phe
Glu
Arg
Pro
Ile
145
His
Arg
Thr
Leu
Ser
225
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
305
Asn
Pro
Gln
Val
Val
385
Pro
Thr

val

Leu

<210> 12
<211> 871
<212> PRT

Arg
Leu
val
Phe
50

Ser
Ser
Tyr
Lys
Asn
130
Thr
Glu
Gly
Ile
Gln
210
Cys
Gly
Met
His
val
290
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
370
Glu
Pro
Val

Met

Ser
450

Leu
Leu
Val
Val
Gln
Ser
Phe
Arg
115
Asp
Ile
Lys
Phe
Gly
195
Val
Asp
Gly
Ile
Glu
275
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

355
Leu

Trp
Val
Asp
His

435
Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro
Ser
20

Thr
Leu
Glu
Val
Cys
100
Leu
Ala
Pro
Lys
Phe
180
Asp
Ser
Lys
Pro
Ser
260
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
340
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
420
Glu

Gly

Gly
Leu
Pro
Thr
Pro
Leu
Thr
Tyr
Glu
Cys
Gly
165
Gly
Arg
Ser
Thr
Ser
245
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
325
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
405
Ser

Ala

Lys

ES2933558 T3

Ala
Leu
Pro
Cys
Pro
70

Thr
His
Ile
Glu
Arg
150
Asp
Ile
Glu
Gly
His
230
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
310
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
390
Ser

Arg

Leu

Met
Leu
Gly
Ser
55

Gln
Leu
Asn
Phe
Leu
135
Val
Val
Phe
Val
Gly
215
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
295
Val
Cys
Ser
Pro
Val
375
Gly
Asp

Trp

His

Pro
Leu
Pro
40

Gly
Glu
Thr
Asp
Val
120
Phe
Thr
Ala
Glu
Asp
200
Gly
Cys
Leu
Glu
Lys
280
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
360
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
440

Ala
Leu
25

Glu
Ser
Met
Asn
Ser
105
Pro
Ile
Asp
Leu
Asp
185
Ser
Gly
Pro
Phe
Val
265
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
345
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

425
His

65

Leu
10

Glu
Leu
Ala
Ala
Leu
Arg
Asp
Phe
Pro
Pro
170
Arg
Asp
Gly
Pro
Pro
250
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
330
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
410
Gly

Tyr

Ala
Pro
Val
Pro
Lys
75

Thr
Gly
Pro
Leu
Gln
155
Val
Ser
Ala
Gly
Cys
235
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
315
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
395
Phe

Asn

Thr

Leu
Gln
Leu
val
60

Ala
Gly
Leu
Thr
Thr
140
Leu
Pro
Tyr
Tyr
Gly
220
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
300
His
Lys
Gln
Leu
Pro
380
Asn
Leu

val

Gln

Lys
Ile
Asn
45

val
Gln
Leu
Glu
Val
125
Glu
Val
Tyr
Ile
Tyr
205
Gly
Ala
Pro
Val
Val
285
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
365
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
445

Gly
Ser
30

val
Trp
Asp
Asp
Thr
110
Gly
Ile
Val
Asp
Cys
190
Val
Gly
Pro
Lys
Val
270
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
350
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

430
Ser

Glu
15

Gln
Ser
Glu
Gly
Thr
Asp
Phe
Thr
Thr
His
175
Lys
Tyr
Pro
Glu
Asp
255
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
335
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
415
Cys

Leu

Leu
Gly
Ser
Arg
Thr
80

Gly
Glu
Leu
Glu
Leu
160
Gln
Thr
Arg
Lys
Leu
240
Thr
Val
Val
Ser
Leu
320
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
400
Leu

Ser

Ser



<223> Construccién sintética

<400> 12

Met
Cys
Glu
Pro
Pro
65

Arg
Leu
Leu
Ile
Asn
145
Val
Gln
Leu
Glu
val
225
Glu
Vval
Tyr
Ile
Tyr
305
Val
Val
Glu
Pro
Asp
385
Gln
Arg

Ser

Leu

vVal
Leu
Ile
Cys
50

Leu
Lys
Thr
Thr
Ser
130
vVal
Trp
Asp
Asp
Thr
210
Gly
Ile
val
Asp
Cys
290
Val
Gln
Ile
Ser
Tyr
370
Ser
Asp
Leu

Arg

Trp

Ser
Leu
Pro
35

Arg
Asp
Gly
Cys
His
115
Gln
Ser
Glu
Gly
Thr
195
Asp
Phe
Thr
Thr
His
275
Lys
Tyr
Thr
Gly
Gly
355
His
Gly
Glu
Leu
Thr

435
Phe

Tyr
Leu
20

Glu
Val
Thr
Phe
Glu
100
Arg
Gly
Ser
Arg
Thr
180
Gly
Glu
Leu
Glu
Leu
260
Gln
Thr
Arg
Val
Asn
340
Arg
Ile
Thr
Lys
Gly
420

Leu

Lys

Trp
Thr
Ile
Thr
Leu
Ile
85

Ala
Gln
Leu
Thr
Met
165
Phe
Glu
Arg
Pro
Ile
245
His
Arg
Thr
Leu
Val
325
Glu
Leu
Arg
Tyr
Ala
405
Glu
Gln

Asp

ES2933558 T3

Asp
Gly
Ile
Ser
Ile
70

Ile
Thr
Thr
val
Phe
150
Ser
Ser
Tyr
Lys
Asn
230
Thr
Glu
Gly
Ile
Gln
310
Arg
Val
Val
Ser
Thr
390
Ile
val

Val

Asn

Thr
Ser
His
Pro
55

Pro
Ser
val
Ser
val
135
Val
Gln
Ser
Phe
Arg
215
Asp
Ile
Lys
Phe
Gly
295
Val
Gln
Val
Glu
Ile
375
Cys
Asn
Gly

Val

Arg

Gly
Gly
Met
40

Asn
Asp
Asn
Asn
Ser
120
Thr
Leu
Glu
Val
Cys
200
Leu
Ala
Pro
Lys
Phe
280
Asp
Ser
Gly
Asn
Pro
360
Leu
Asn
Ile
Thr
Phe

440
Thr

Val
Arg
25

Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
105
Ser
Pro
Thr
Pro
Leu
185
Thr
Tyr
Glu
Cys
Gly
265
Gly
Arg
Ser
Glu
Phe
345
Val
His
Val
Thr
Leu
425
Glu

Leu

66

Leu
10

Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
90

His
Ser
Pro
Cys
Pro
170
Thr
His
Ile
Glu
Arg
250
Asp
Ile
Glu
Ile
Asn
330
Glu
Thr
Ile
Thr
val
410
Gln
Ala

Gly

Leu
Phe
Gly
Val
Arg
75

Tyr
Leu
Ser
Gly
Ser
155
Gln
Leu
Asn
Phe
Leu
235
Val
Val
Phe
Val
Asn
315
Ile
Trp
Asp
Pro
Glu
395
Val
Phe

Tyr

Asp

Cys
Val
Arg
Thr
60

Ile
Lys
Tyr
Ser
Pro
140
Gly
Glu
Thr
Asp
Val
220
Phe
Thr
Ala
Glu
Asp
300
Val
Thr
Thr
Phe
Ser
380
Ser
Glu
Ala

Pro

Ser

Ala
Glu
Glu
45

Leu
Ile
Glu
Lys
Ser
125
Glu
Ser
Met
Asn
Ser
205
Pro
Ile
Asp
Leu
Asp
285
Ser
Ser
Leu
Tyr
Leu
365
Ala
Val
Ser
Glu
Pro

445
Ser

Leu
Met
30

Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
110
Ser
Leu
Ala
Ala
Leu
190
Arg
Asp
Phe
Pro
Pro
270
Arg
Asp
Val
Met
Pro
350
Leu
Glu
Asn
Gly
Leu
430

Pro

Ala

Leu
15

Tyr
vVal
Lys
Asp
Gly
Asn
Ser
val
Pro
Lys
175
Thr
Gly
Pro
Leu
Gln
255
val
Ser
Ala
Asn
Cys
335
Arg
Asp
Leu
Asp
Tyr
415
His
Thr

Gly

Ser
Ser
Ile
Phe
Ser
80

Leu
Tyr
Gln
Leu
Val
160
Ala
Gly
Leu
Thr
Thr
240
Leu
Pro
Tyr
Tyr
Ala
320
Ile
Lys
Met
Glu
His
400
val
Arg

Val

Glu
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Ile
465
Leu
Arg
Ile
Ser
Asn
545
Leu
Glu
Ser
Thr
Pro
625
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly

705
Asn

Trp
Pro
Glu
Asn
785
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
865

<210> 13
<211> 873
<212> PRT

450
Ala

Thr
Ala
Asn
Gly
530
Ile
Pro
Thr
Thr
Leu
610
His
Lys
Leu
Thr
Val
690
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
770
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

850
Ser

Leu
Leu
Phe
Val
515
Glu
Ile
Pro
Asn
Leu
595
Arg
Ser
Ser
Leu
Leu
675
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
755
Gln
Val
val
Pro
Thr
835

Val

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser
Val
His
500
Pro
Gln
Trp
Thr
Val
580
Arg
Asn
Leu
Cys
Gly
660
Met
His
val
Tyr
Gly
740
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
820
Val

Met

Ser

<223> Construccién sintética

Thr
Arg
485
Glu
Val
Thr
Ser
Leu
565
Thr
Leu
Ala
Pro
Asp
645
Gly
Ile
Glu
His
Arg
725
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
805
Vval
Asp
His

Pro

ES2933558 T3

Arg
470
Val
Asp
Arg
Val
Ala
550
Leu
Tyr
Gln
val
Phe
630
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
710
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
790
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
870

455
Asn

Lys
Ala
Val
Arg
535
Cys
Gly
Trp
His
Gly
615
Thr
Thr
Ser
Arg
Pro
695
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
775
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

855
Lys

Val
Val
Glu
Leu
520
Cys
Arg
Asn
Glu
Vval
600
Gln
Gly
His
Val
Thr
680
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
760
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

840
Leu

Ser
Ala
Val
505
Glu
Arg
Asp
Ser
Glu
585
Asp
Asp
Gly
Thr
Phe
665
Pro
Vval
Thr
Val
Cys
745
Ser
Pro
Val
Gly
Asp

825

His

67

Glu
Glu
490
Gln
Leu
Gly
Leu
Ser

570
Glu

Thr
Gly
Cys
650
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
730
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
810
Gly
Gln

Asn

Thr
475
Ala
Leu
Ser
Arg
Lys
555
Glu
Gln
Pro
Gln
Gly
635
Pro
Phe
val
Phe
Pro
715
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
795
Pro
Ser

Gln

His

460
Arg

Gly
Ser
Glu
Gly
540
Arg
Glu
Glu
Leu
Glu
620
Gly
Pro
Pro
Thr
Asn
700
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
780
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
860

Tyr
His
Phe
Ser
525
Met
Cys
Glu
Phe
Ser
605
val
Gly
Cys
Pro
Cys
685
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
765
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

845
Thr

Val
Tyr
Gln
510
His
Pro
Pro
Ser
Glu
590
val
Ile
Gly
Pro
Lys
670
Vval
Tyr
Glu
His
Lys
750
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
830
Val

Gln

Ser
Thr
495
Leu
Pro
Gln
Arg
Gln
575
Val
Arg
val
Gly
Ala
655
Pro
val
val
Gln
Gln
735
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
815
Tyr
Phe

Lys

Glu
480
Met
Gln
Asp
Pro
Glu
560
Leu
Val
Cys
val
Gly
640
Pro
Lys
Vval
Asp
Tyr
720
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
800
Lys
Ser

Ser

Ser



ES2933558 T3

<400> 13

Met Arg Leu Pro Gly Ala Met Pro Ala Leu Ala Leu Lys Gly Glu Leu

Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Leu Glu Pro Gln Ile Ser Gln Gly
20 25 30
Leu Val Val Thr Pro Pro Gly Pro Glu Leu Val Leu Asn Val Ser Ser
35 40 45
Thr Phe Val Leu Thr Cys Ser Gly Ser Ala Pro Val Val Trp Glu Arg
50 55 60
Met Ser Gln Glu Pro Pro Gln Glu Met Ala Lys Ala Gln Asp Gly Thr
65 70 75 80
Phe Ser Ser Val Leu Thr Leu Thr Asn Leu Thr Gly Leu Asp Thr Gly
85 90 95
Glu Tyr Phe Cys Thr His Asn Asp Ser Arg Gly Leu Glu Thr Asp Glu
100 105 110
Arg Lys Arg Leu Tyr Ile Phe Val Pro Asp Pro Thr Val Gly Phe Leu
115 120 125
Pro Asn Asp Ala Glu Glu Leu Phe Ile Phe Leu Thr Glu Ile Thr Glu
130 135 140
Ile Thr Ile Pro Cys Arg Val Thr Asp Pro Gln Leu Val Val Thr Leu
145 150 155 160
His Glu Lys Lys Gly Asp Val Ala Leu Pro Val Pro Tyr Asp His Gln
165 170 175
Arg Gly Phe Phe Gly Ile Phe Glu Asp Arg Ser Tyr Ile Cys Lys Thr
180 185 190
Thr Ile Gly Asp Arg Glu Val Asp Ser Asp Ala Tyr Tyr Val Tyr Arg
195 200 205
Leu Gln Val Ser Ser Ile Asn Val Ser Val Asn Ala Val Gln Thr Val
210 215 220
Val Arg Gln Gly Glu Asn Ile Thr Leu Met Cys Ile Val Ile Gly Asn
225 230 235 240
Glu Val Val Asn Phe Glu Trp Thr Tyr Pro Arg Lys Glu Ser Gly Arg
245 250 255
Leu Val Glu Pro Val Thr Asp Phe Leu Leu Asp Met Pro Tyr His Ile
260 265 270
Arg Ser Ile Leu His Ile Pro Ser Ala Glu Leu Glu Asp Ser Gly Thr
275 280 285
Tyr Thr Cys Asn Val Thr Glu Ser Val Asn Asp His Gln Asp Glu Lys
290 295 300
Ala Ile Asn Ile Thr Val Val Glu Ser Gly Tyr Val Arg Leu Leu Gly
305 310 315 320
Glu Val Gly Thr Leu Gln Phe Ala Glu Leu His Arg Ser Arg Thr Leu
325 330 335
Gln Val Val Phe Glu Ala Tyr Pro Pro Pro Thr Val Leu Trp Phe Lys
340 345 350
Asp Asn Arg Thr Leu Gly Asp Ser Ser Ala Gly Glu Ile Ala Leu Ser
355 360 365
Thr Arg Asn Val Ser Glu Thr Arg Tyr Val Ser Glu Leu Thr Leu Val
370 375 380
Arg Val Lys Val Ala Glu Ala Gly His Tyr Thr Met Arg Ala Phe His
385 390 395 400
Glu Asp Ala Glu Val Gln Leu Ser Phe Gln Leu Gln Ile Asn Val Pro
405 410 415
Val Arg Val Leu Glu Leu Ser Glu Ser His Pro Asp Ser Gly Glu Gln
420 425 430
Thr Val Arg Cys Arg Gly Arg Gly Met Pro Gln Pro Asn Ile Ile Trp
435 440 445
Ser Ala Cys Arg Asp Leu Lys Arg Cys Pro Arg Glu Leu Pro Pro Thr
450 455 460
Leu Leu Gly Asn Ser Ser Glu Glu Glu Ser Gln Leu Glu Thr Asn Val
465 470 475 480
Thr Tyr Trp Glu Glu Glu Gln Glu Phe Glu Val Val Ser Thr Leu Arg
485 490 495
Leu Gln His Val Asp Arg Pro Leu Ser Val Arg Cys Thr Leu Arg Asn

68
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Ala
Pro
Met
545
Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
625
Gly
Ala
Pro
Val
Val
705
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
785
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
865

<210> 14
<211> 656
<212> PRT

Vval
Phe
530
Tyr
val
Lys
Asp
Gly
610
Asn
Gly
Pro
Lys
Val
690
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
770
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

850
Ser

Gly
515
Ser
Ser
Ile
Phe
Ser
595
Leu
Tyr
Pro
Glu
Asp
675
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
755
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
835
Cys

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

500
Gln

Ser
Glu
Pro
Pro
580
Arg
Leu
Leu
Lys
Leu
660
Thr
Val
Val
Ser
Leu
740
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
820
Leu

Ser

Ser

<223> Construccién sintética

<400> 14

Asp
Ser
Ile
Cys
565
Leu
Lys
Thr
Thr
Ser
645
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
725
Asn
Pro
Gln
Vval
Val
805
Pro
Thr

Val

Leu

ES2933558 T3

Thr
Ser
Pro
550
Arg
Asp
Gly
Cys
His
630
Cys
Gly
Met
His
Val
710
Tyr
Gly
Ile
Val
Ser
790
Glu
Pro
Vval

Met

Ser
870

Gln
Ser
535
Glu
Val
Thr
Phe
Glu
615
Arg
Asp
Gly
Ile
Glu
695
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
775
Leu
Trp
val
Asp
His

855
Pro

Glu
520
Ser
Ile
Thr
Leu
Ile
600
Ala
Gln
Lys
Pro
Ser
680
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
760
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
840
Glu

Gly

505
Val

Ser
Ile
Ser
Ile
585
Ile
Thr
Thr
Thr
Ser
665
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
745
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
825
Ser

Ala

Lys

69

Ile
Ser
His
Pro
570
Pro
Ser
Val
Gly
His
650
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
730
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
810
Ser

Arg

Leu

Vval
Ser
Met
555
Asn
Asp
Asn
Asn
Gly
635
Thr
Phe
Pro
vVal
Thr
715
vVal
Cys
Ser
Pro
val
795
Gly
Asp

Trp

His

Val
Arg
540
Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
620
Gly
Cys
Leu
Glu
Lys
700
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
780
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
860

Pro
525
Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
605
His
Gly
Pro
Phe
val
685
Phe
Pro
Thr
vVal
Ala
765
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

845
His

510
His

Phe
Gly
Vval
Arg
590
Tyr
Leu
Gly
Pro
Pro
670
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
750
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
830
Gly

Tyr

Ser
Vval
Arg
Thr
575
Ile
Lys
Tyr
Gly
Cys
655
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
735
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
815
Phe

Asn

Thr

Leu
Glu
Glu
560
Leu
Ile
Glu
Lys
Gly
640
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
720
His
Lys
Gln
Leu
Pro
800
Asn
Leu

Vval

Gln



ES2933558 T3

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser
1 5 10 15
Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser
20 25 30
Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile
35 40 45

Pro Cys Arg Val Thr Ser Pro Asn Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys Phe
50 55 60
Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile Trp Asp Ser
65 70 75 80
Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu Ile Gly Leu
85 90 95
Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr
100 105 110
Leu Thr His Arg Gln Thr Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Gln
115 120 125
Ile Ser Gln Gly Leu Val Val Thr Pro Pro Gly Pro Glu Leu Val Leu
130 135 140
Asn Val Ser Ser Thr Phe Val Leu Thr Cys Ser Gly Ser Ala Pro Val
145 150 155 160
Val Trp Glu Arg Met Ser Gln Glu Pro Pro Gln Glu Met Ala Lys Ala
165 170 175
Gln Asp Gly Thr Phe Ser Ser Val Leu Thr Leu Thr Asn Leu Thr Gly
180 185 190
Leu Asp Thr Gly Glu Tyr Phe Cys Thr His Asn Asp Ser Arg Gly Leu
195 200 205
Glu Thr Asp Glu Arg Lys Arg Leu Tyr Ile Phe Val Pro Asp Pro Thr
210 215 220
Val Gly Phe Leu Pro Asn Asp Ala Glu Glu Leu Phe Ile Phe Leu Thr
225 230 235 240
Glu Ile Thr Glu Ile Thr Ile Pro Cys Arg Val Thr Asp Pro Gln Leu
245 250 255
Val Val Thr Leu His Glu Lys Lys Gly Asp Val Ala Leu Pro Val Pro
260 265 270
Tyr Asp His Gln Arg Gly Phe Phe Gly Ile Phe Glu Asp Arg Ser Tyr
275 280 285
Ile Cys Lys Thr Thr Ile Gly Asp Arg Glu Val Asp Ser Asp Ala Tyr
230 295 300
Tyr Val Tyr Arg Leu Gln Val Ser Ser Ile Asn Val Ser Val Asn Ala
305 310 315 320
Val Gln Thr Val Val Arg Gln Gly Glu Asn Ile Thr Leu Met Cys Ile
325 330 335
Val Ile Gly Asn Glu Val Val Asn Phe Glu Trp Thr Tyr Pro Arg Lys
340 345 350
Glu Ser Gly Arg Leu Val Glu Pro Val Thr Asp Phe Leu Leu Asp Met
355 360 365
Pro Tyr His Ile Arg Ser Ile Leu His Ile Pro Ser Ala Glu Leu Glu
370 375 380
Asp Ser Gly Thr Tyr Thr Cys Asn Val Thr Glu Ser Val Asn Asp His
385 390 395 400
Gln Asp Glu Lys Ala Ile Asn Ile Thr Val Val Glu Ser Gly Tyr Thr
405 410 415
Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
420 425 430
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
435 440 445
Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
450 455 460
Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
465 470 475 480
Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
485 490 495
Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
500 505 510
Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
515 520 525
Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
530 535 540
Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu

70
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545

Pro Pro Ser Arg

Leu Val Lys Gly
580

Asn Gly Gln Pro

595
Ser Asp Gly Ser
610

Arg Trp Gln Gln

625

Leu His Asn His

<210> 15
<211> 658
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccidn sintética

<400> 15

Asp
565
Phe
Glu
Phe
Gly

Tyr
645

ES2933558 T3

550
Glu Leu

Tyr Pro
Asn Asn

Phe Leu
615

Asn Val

630

Thr Gln

Thr
Ser
Tyr
600
Tyr
Phe

Lys

Lys
Asp
585
Lys
Ser

Ser

Ser

71

Asn
570
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
650

555
Gln

Ala
Thr
Leu
Ser

635
Ser

Val
Vval
Pro
Thr
620
vVal

Leu

Ser
Glu
Pro
605
Val
Met

Ser

Leu

Trp
590
Val
Asp
His

Pro

Thr
575
Glu
Leu
Lys
Glu

Gly
655

560
Cys

Ser
Asp
Ser
Ala

640
Lys



Met
Leu
Leu
Thr
Met
65

Phe
Glu
Arg
Pro
Ile
145
His
Arg
Thr
Leu
Val
225
Glu
Leu
Arg
Tyr

Ala
305

Arg
Leu
Val
Phe
50

Ser
Ser
Tyr
Lys
Asn
130
Thr
Glu
Gly
Ile
Gln
210
Arg
Val
Val
Ser
Thr

290
Ile

Leu
Leu
Val
35

Val
Gln
Ser
Phe
Arg
115
Asp
Ile
Lys
Phe
Gly
195
val
Gln
vVal
Glu
Ile
275
Cys

Asn

Pro
Ser
20

Thr
Leu
Glu
val
Cys
100
Leu
Ala
Pro
Lys
Phe
180
Asp
Ser
Gly
Asn
Pro
260
Leu

Asn

Ile

Gly
Leu
Pro
Thr
Pro
Leu
85

Thr
Tyr
Glu
Cys
Gly
165
Gly
Arg
Ser
Glu
Phe
245
Val
His
Val

Thr

ES2933558 T3

Ala
Leu
Pro
Cys
Pro
70

Thr
His
Ile
Glu
Arg
150
Asp
Ile
Glu
Ile
Asn
230
Glu
Thr
Ile

Thr

Val
310

Met
Leu
Gly
Ser
55

Gln
Leu
Asn
Phe
Leu
135
Val
Val
Phe
Val
Asn
215
Ile
Trp
Asp
Pro
Glu

295
Val

Pro
Leu
Pro
40

Gly
Glu
Thr
Asp
Val
120
Phe
Thr
Ala
Glu
Asp
200
Val
Thr
Thr
Phe
Ser
280

Ser

Glu

Ala
Leu
25

Glu
Ser
Met
Asn
Ser
105
Pro
Ile
Asp
Leu
Asp
185
Ser
Ser
Leu
Tyr
Leu
265
Ala

Val

Ser

72

Leu
10

Glu
Leu
Ala
Ala
Leu
90

Arg
Asp
Phe
Pro
Pro
170
Arg
Asp
Val
Met
Pro
250
Leu
Glu

Asn

Gly

Ala
Pro
Vval
Pro
Lys
75

Thr
Gly
Pro
Leu
Gln
155
Val
Ser
Ala
Asn
Cys
235
Arg
Asp
Leu

Asp

Tyr
315

Leu
Gln
Leu
Vval
60

Ala
Gly
Leu
Thr
Thr
140
Leu
Pro
Tyr
Tyr
Ala
220
Ile
Lys
Met
Glu
His

300
Ser

Lys
Ile
Asn
45

Val
Gln
Leu
Glu
Val
125
Glu
Val
Tyr
Ile
Tyr
205
Val
Val
Glu
Pro
Asp
285
Gln

Ser

Gly
Ser
30

Val
Trp
Asp
Asp
Thr
110
Gly
Ile
Val
Asp
Cys
190
Val
Gln
Ile
Ser
Tyr
270
Ser

Asp

Ser

Glu
15

Gln
Ser
Glu
Gly
Thr
95

Asp
Phe
Thr
Thr
His
175
Lys
Tyr
Thr
Gly
Gly
255
His
Gly
Glu

Ser

Leu
Gly
Ser
Arg
Thr
80

Gly
Glu
Leu
Glu
Leu
160
Gln
Thr
Arg
Val
Asn
240
Arg
Ile
Thr
Lys

Ser
320
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Ser

Ile

Thr

Leu

Ser

Ile

Ser

Ile

Ser
His
Pro

355
Pro

370

Ile
385
Ala
Gln
Lys

Pro

Ile

Thr

Thr

Thr

Ser

Ser
Val
Gly
His

435
Val

450

Ser
465
Asp
Asn

val

Glu

Arg
Pro
Ala
vVal

Tyr

Thr
Glu
Lys
Ser

515
Lys

530

Lys
545
Thr
Thr
Glu

Leu

Thr
Leu
Cys
Ser

Asp

Ile
Pro
Leu
Asn

595
Ser

610

Lys
625
Glu

Gly

Ser

Ala

Arg

Leu

Lys

Ser
Met
340
Asn
Asp
Asn
Asn
Gly
420
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
500
Val
Cys
Ser
Pro
Val
580
Gly
Asp
Trp

His

Arg
325
Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
405
Gly
Cys
Leu
Glu
Lys
485
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
565
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
645

ES2933558 T3

Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
390
His
Gly
Pro
Phe
Val
470
Phe
Pro
Thr
Vval
Ala
550
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

630
His

Phe
Gly
Val
Arg
375
Tyr
Leu
Gly
Pro
Pro
455
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
535
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
615
Gly

Tyr

val
Arg
Thr
360
Ile
Lys
Tyr
Gly
Cys
440
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
520
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
600
Phe

Asn

Thr

Glu
Glu
345
Leu
Ile
Glu
Lys
Gly
425
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
505
His
Lys
Gln
Leu
Pro
585
Asn
Leu

Val

Gln

Met
330
Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
410
Gly
Ala
Pro
Val
Val
490
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
570
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
650

Tyr
val
Lys
Asp
Gly
395
Asn
Gly
Pro
Lys
Val
475
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
555
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

635
Ser

Ser
Ile
Phe
Ser
380
Leu
Tyr
Pro
Glu
Asp
460
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
540
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
620
Cys

Leu

Glu
Pro
Pro
365
Arg
Leu
Leu
Lys
Leu
445
Thr
Val
Val
Ser
Leu
525
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
605
Leu

Ser

Ser

Ile
Cys
350
Leu
Lys
Thr
Thr
Ser
430
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
510
Asn
Pro
Gln
Val
Val
590
Pro
Thr
Val

Leu

Pro
335
Arg
Asp
Gly
Cys
His
415
Cys
Gly
Met
His
Val
495
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
575
Glu
Pro
val
Met

Ser
655

Glu
val
Thr
Phe
Glu
400
Arg
Asp
Gly
Ile
Glu
480
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
560
Leu
Trp
val
Asp
His

640
Pro

<210> 16
<211> 1593
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

atgecggette
ctcetgttac
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttctccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg
tctgatgcct
gtgcagactg

cgggtgcgat
ttctggaacc
tcaatgtctce
ggatgtccca
tgctcacact
actccecgtgg
ccgtgggcett
agatcaccat
aaggggacgt
aggacagaag
actatgtcta
tggtccgceca

gccagcetcetg
acagatctct
cagcaccttce
ggagccccca
gaccaacctc
actggagacc
cctcectaat
tccatgecga
tgcactgect
ctacatctge
cagactccag

gggtgagaac

gccctcaaag
cagggccetgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtcccectatg
aaaaccacca
gtgtcatcca
atcaccctca

73

gcgagcetgcet
tcgtcacacc
gctegggtte
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg
ttggggacag
tcaacgtctc
tgtgcattgt

gttgctgtct
cccggggeca
agctccggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttgtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggctttttt
ggaggtggat
tgtgaacgca
gatcgggaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



10

15

gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
gaggtgggca
gaggcctace
agcgctggeg
ctgacactgg
gaggatgctg
gagctaagtg
atgccccage
ctgcegecca
acgtactggg
gatcggccac
gtcatcgtgg

<210> 17
<211> 1266
<212> ADN

<400> 17

atgcggcette
ctcctgttac
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttcteccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg
tctgatgect
gtgcagactg
gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
gaggtgggca
gaggcctacce
agcgctggeg
ctgacactgg
gaggatgctg
gagtag

<210> 18
<211> 2316
<212> ADN

<220>

acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
cactacaatt
caccgceccac
aaatcgeccct
ttcgegtgaa
aggtccagct
agagccaccc
cgaacatcat
cgctgcectggg
aggaggagca
tgtcggtgceg
tgccacactc

<213> Homo sapiens

cgggtgcgat
ttctggaacc
tcaatgtctc
ggatgtccca
tgctcacact
actccegtgg
ccgtgggett
agatcaccat
aaggggacgt
aggacagaag
actatgtcta
tggtccgeca
acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
cactacaatt
caccgcccac
aaatcgecect
ttcgcgtgaa
aggtccagct

<213> Secuencia artificial

<223> Construccién sintética

ES2933558 T3

gacatacccc
tatgccttac
gacctacacc
catcaccgtg
tgctgagetg
tgtecctgtgg
gtccacgecge
ggtggcagag
ctccttccag
tgacagtggg
ctggtctgece
gaacagttcc
ggagtttgag
ctgcacgctg
cttgcecettt

gccagctctg
acagatctct
cagcaccttce
ggagccccca
gaccaacctce
actggagacc
cctecectaat
tccatgecga
tgcactgect
ctacatctge
cagactccag
gggtgagaac
gacatacccce
tatgccttac
gacctacacc
catcaccgtg
tgctgagetg
tgtcctgtgg
gtccacgege
ggtggcagag
ctccttccag

cgcaaagaaa
cacatccget
tgcaatgtga
gttgagagcg
catcggagcc
ttcaaagaca
aacgtgtcgg
gctggceccact
ctacagatca
gaacagacag
tgcagagacc
gaagaggaga
gtggtgagca
cgcaacgctg
taa

gccctcaaag
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtccectatg
aaaaccacca
gtgtcatcca
atcaccctca
cgcaaagaaa
cacatccgcet
tgcaatgtga
gttgagageg
catcggagcc
ttcaaagaca
aacgtgtcgg
gctggccact
ctacagatca

74

gtgggcggcet
ccatecectgea
cggagagtgt
gctacgtgeg
ggacactgca
accgcaccct
agacccggta
acaccatgcg
atgtccctgt
tcegetgteg
tcaaaaggtg
gccagctgga
cactgcgtcet
tgggccagga

gcgagctget
tcgtcacacce
gctcgggtte
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg
ttggggacag
tcaacgtctc
tgtgcattgt
gtgggcggcet
ccatcctgeca
cggagagtgt
gctacgtgeg
ggacactgca
accgcaccct
agacccggta
acaccatgcg
atgtccctgt

ggtggagccg
catccccagt
gaatgaccat
gctcctggga
ggtagtgttc
gggcgactce
tgtgtcagag
ggcctteccat
ccgagtgcetg
tggcegggge
tccacgtgag
gactaacgtg
gcagcacgtg
cacgcaggag

gttgctgtct
cccggggceca
agctccggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttgtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggetttttt
ggaggtggat
tgtgaacgca
gatcgggaat
ggtggagccg
catccccagt
gaatgaccat
gctceetggga
ggtagtgttc
gggcgactcce
tgtgtcagag
ggccttccat
ccgagtgcetg

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1593

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1266



10

15

<400> 18

atgcggette
ctcectgttac
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttcteccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga

ggtatctttg
tctgatgect
gtgcagactg
gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
gaggtgggca
gaggcctacc
agcgcectggeg
ctgacactgg
gaggatgctg
gagctaagtg
atgcceccage
ctgcecgecca
acgtactggg
gatcggccac
gtcatcgtgg
cctaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgcegtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga

cgggtgecgat
ttctggaacce
tcaatgtctce
ggatgtccca
tgctcacact
actcecegtgg
ccgtgggett
agatcaccat

aaggggacgt

aggacagaag
actatgtcta
tggtccgeca
acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
cactacaatt
caccgcccac
aaatcgecect
ttcgegtgaa
aggtccagct
agagccaccc
cgaacatcat
cgctgctggg
aggaggagca
tgtcggtgeg
tgccacactc
gtgacaaaac
tcttcctett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcete
ggaacgtctt
gcctcteect

<210> 19
<211> 1671
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 19

ES2933558 T3

gccagctctg
acagatctct
cagcaccttce
ggagccccca
gaccaacctce
actggagacc
cctcectaat
tccatgecega
tgcactgcect

ctacatctgce
cagactccag
gggtgagaac
gacatacccce
tatgccttac
gacctacacc
catcaccgtg
tgctgagctg
tgtcctgtgg
gtccacgege
ggtggcagag
ctccttccag
tgacagtggg
ctggtctgee
gaacagttcc
ggagtttgag
ctgcacgcectg
cttgcecttt
tcacacatgc
ccccecccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcectce
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacce
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctce
gtctecegggt

gccctcaaag
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtcccctatg

aaaaccacca
gtgtcatcca
atcaccctca
cgcaaagaaa
cacatccgcet
tgcaatgtga
gttgagagcg
catcggagcce
ttcaaagaca
aacgtgtcgg
gctggceccact
ctacagatca
gaacagacag
tgcagagacc
gaagaggaga
gtggtgagca
cgcaacgctg
accggtggag
ccaccgtgece
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtccetge
gcecteccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaatag

75

gcgagcetget
tcgtcacacc
gctegggttce
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg

ttggggacag
tcaacgtctce

tgtgcattgt
gtgggeggcet
ccatcctgea
cggagagtgt
gctacgtgeg
ggacactgca
accgcaccct
agacccggta
acaccatgcg
atgtccctgt
tcecgetgteg
tcaaaaggtg
gccagctgga
cactgcgtct
tgggccagga
gtggaggtgg
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgceggga
accaggactg
cccecatega
ccctgeccecee
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca

gttgctgtct
ccecggggeca
agctceggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttgtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggctttttt

ggaggtggat
tgtgaacgca
gatcgggaat
ggtggagccg
catccccagt
gaatgaccat
gctcctggga
ggtagtgttc
gggcgactcce
tgtgtcagag
ggcctteccat
ccgagtgctg
tggcecgggge
tccacgtgag
gactaacgtg
gcagcacgtg
cacgcaggag
aggtggaggt
actcctgggg
ctcceggacce
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagegac
cacgcctccce
caagagcagg
caaccactac

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2316



10

atgecggette
ctcctgttac
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttctccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg
tctgatgect
gtgcagactg
gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
ggtggaggtyg
cctgaactce
atgatctccc
gaggtcaagt
cgggaggagce
gactggctga
atcgagaaaa

ccececatece
ttctatccca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacce

cgggtgcgat
ttctggaacc
tcaatgtctce
ggatgtccca
tgctcacact
actcccgtgg
ccgtgggett
agatcaccat
aaggggacgt
aggacagaag
actatgtcta
tggtccgeca
acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
gaggtcctaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa

gggatgagct
gcgacatcge
ctceegtget
gcaggtggca
actacacgca

<210> 20
<211> 1365
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 20

ES2933558 T3

gccagcetcetg
acagatctct
cagcacctte
ggagcceccca
gaccaacctc
actggagacc
cctcectaat
tccatgeccga
tgcactgect
ctacatctge
cagactccag
gggtgagaac
gacatacccc
tatgccttac
gacctacacc
catcaccgtg
atcttgtgac
gtcagtcttce
ggtcacatgc
cgtggacggce
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg

gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac
gaagagccte

gcecctcaaag
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtcccectatg
aaaaccacca
gtgtcatcca
atcaccctca
cgcaaagaaa
cacatccgcet
tgcaatgtga
gttgagagcg
aaaactcaca
ctetteecccee
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag

caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttcet
gtcttctcat
tcecctgtete

76

gcgagcetgcet
tcgtcacacc
gctegggtte
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg
ttggggacag
tcaacgtcte
tgtgcattgt
gtgggegget
ccatcctgea
cggagagtgt
gctacacecgg
catgcccacce
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tecctcecacegt
acaaagccct
aaccacaggt

tgacctgcecct
ggcagccgga
tcctctacag
gctccgtgat
cgggtaaata

gttgctgtct
cccggggeca
agctceggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttgtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggetttttt
ggaggtggat
tgtgaacgca
gatcgggaat
ggtggagccg
catcceccagt
gaatgaccat
tggaggtgga
gtgcccagea
ggacacccte
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
cccagecceece
gtacaccctg

ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct
g

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500
1560
1620
1671



10

atgecggette
ctcctgttac
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttctccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg
tctgatgect
ggtggaggtc
ctcctggggg
tcceggaccee
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tcccgggatg
cccagcgaca
acgcctceeg
aagagcaggt
aaccactaca

<210> 21
<211> 2616
<212> ADN

cgggtgcgat
ttctggaacc
tcaatgtctc
ggatgtccca
tgctcacact
actcccgtgg
ccgtgggett
agatcaccat
aaggggacgt
aggacagaag
actatgtcta
ctaaatcttg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgeegtgga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 21

atggtcagct
acaggatctg
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
tccagcetect
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttctccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg

actgggacac
gtagaccttt
gggagctegt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
cttcctcaag
tcaatgtctce
ggatgtccca
tgctcacact
actcecegtgg
ccgtgggett
agatcaccat

aaggggacgt
aggacagaag

ES2933558 T3

gccagctetg
acagatctct
cagcacctte
ggagccccca
gaccaacctc
actggagacc
cctecectaat
tccatgecga
tgcactgecet
ctacatctgc
cagactccag
tgacaaaact
cttecctctte
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagccce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctce
gaacgtcttc
cctecteectg

cggggtcctg
cgtagagatg
cattcectge
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
ccagatctct
cagcaccttce
ggagccccca
gaccaacctc
actggagacc
cctcectaat
tccatgeccga
tgcactgcecct
ctacatctgce

gccctcaaag
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtccectatg
aaaaccacca
gtgtcatcca
cacacatgcc
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttecectet
tcatgctceg
tctececgggta

ctgtgegege
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcegga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtccectatg
aaaaccacca

77

gcgagcetget
tcgtcacacc
gctegggtte
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg
ttggggacag
cecggtggagg
caccgtgcecec
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
cccteccecage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatag

tgctcagetg
tcceccgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttct
cacatcgaca
tcgtcacacc
gctegggtte
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg

ttggggacag

gttgctgtcet
cccggggceca
agctceggtg
ggatggcacc
atacttttgce
catctttgtg
ctttctceacg
ggtgacactg
tggetttttt
ggaggtggat
tggaggtgga
agcacctgaa
cctcatgatc
ccctgaggtce
gccgcegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgeccecca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

tctgettete
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aacctcgagt
ccecggggeca
agctccggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttagtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggctttttt

ggaggtggat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1365

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



10

tctgatgect
gtgcagactg
gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
gaggtgggca
gaggcctacc
agcgctggeg
ctgacactgg
gaggatgctg
gagctaagtg
atgcececcage
ctgececgecca
acgtactggg
gatcggccac
gtcatcgtgg
cctaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagceca
gagctgacca
atcgecegtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga

actatgtcta
tggtccgeca
acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
cactacaatt
caccgcccac
aaatcgeccct
ttcgegtgaa
aggtccagct
agagccaccc
cgaacatcat
cgctgetggg
aggaggagca
tgtcggtgeg
tgccacactc
gtgacaaaac
tcttectett
catgegtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetce
ggaacgtctt
gccteteect

<210> 22
<211> 2619
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 22

ES2933558 T3

cagactccag
gggtgagaac
gacatacccce
tatgccttac
gacctacacc
catcaccgtg
tgctgagetg
tgtcctgtgg
gtccacgcge
ggtggcagag
ctccttccag
tgacagtggg
ctggtctgee
gaacagttcc
ggagtttgag
ctgcacgctg
cttgceettt
tcacacatgce
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctce
gtctcegggt

gtgtcatcca
atcaccctca
cgcaaagaaa
cacatccgcet
tgcaatgtga
gttgagagcg
catcggagcce
ttcaaagaca
aacgtgtcgg
gctggccact
ctacagatca
gaacagacag
tgcagagacc
gaagaggaga
gtggtgagca
cgcaacgctg
accggtggag
ccaccgtgece
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtecetge
gccctcccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaatag

78

tcaacgtctce
tgtgcattgt
gtgggcggcet
ccatcctgeca
cggagagtgt
gctacgtgeg
ggacactgca
accgcaccct
agacccggta
acaccatgceg
atgtccctgt
tcegetgteg
tcaaaaggtg
gccagctgga
cactgcgtct
tgggccagga
gtggaggtgg
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccccatcga
ccctgeccecee
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgeca

tgtgaacgca
gatcgggaat
ggtggagccg
catccccagt
gaatgaccat
gctcctggga
ggtagtgttc
gggcgactcce
tgtgtcagag
ggccttcecat
ccgagtgetg
tggccgggge
tccacgtgag
gactaacgtg
gcagcacgtg
cacgcaggag
aggtggaggt
actcctgggg
ctceceggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
atccecgggat
tcccagecgac
cacgcctecece
caagagcagg
caaccactac

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2616



10

atgecggette
ctcectgttac
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttctccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg
tctgatgecet
gtgcagactg
gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
gaggtgggca
gaggcctacce
agcgctggeg
ctgacactgg
gaggatgctg
gagctaagtg
atgcceccage
ctgececgecca

acgtactggg
gatcggccac
gtcatcgtgg
ttcgtagaga
gtcattccect
gacactttga
tcaaatgcaa
ttgtataaga
ggtcctaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgeceg
ccegtgetgg
aggtggcagc
tacacgcaga

cgggtgcgat
ttctggaacce
tcaatgtctce
ggatgtccca
tgctcacact
actcccgtgg
ccgtgggett
agatcaccat
aaggggacgt
aggacagaag
actatgtcta
tggtccgceca
acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
cactacaatt
caccgcccac
aaatcgccct
ttcgegtgaa
aggtccagcet
agagccaccce
cgaacatcat
cgctgetggg

aggaggagca
tgtcggtgeg
tgccacactc
tgtacagtga
gcegggttac
tcecctgatgg
cgtacaaaga
caaactatct
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt
agagcctctc

<210> 23
<211> 1971
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 23

ES2933558 T3

gccagcetcetg
acagatctct
cagcaccttce
ggagccccca
gaccaacctc
actggagacc
cctcecctaat
tccatgecga
tgcactgect
ctacatctge
cagactccag
gggtgagaac
gacatacccce
tatgccttac
gacctacacce
catcaccgtg
tgctgagcetg
tgtecectgtgg
gtccacgcege
ggtggcagag
ctcecttecag
tgacagtggg
ctggtetgee
gaacagttcc

ggagtttgag
ctgcacgctg
cttgeceettt
aatcceccgaa
gtcacctaac
aaaacgcata
aatagggctt
cacacatcga
aactcacaca
cttcececcca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgte
ggtctcecaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttette
cttctecatge
cctgtcteceg

gccctcaaag
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtcccectatg
aaaaccacca
gtgtcatcca
atcaccctca
cgcaaagaaa
cacatccgcet
tgcaatgtga
gttgagagcg
catcggagcce
ttcaaagaca
aacgtgtcgg
gctggeccact
ctacagatca
gaacagacag
tgcagagacc
gaagaggaga

gtggtgagca
cgcaacgctg
agttccagcet
attatacaca
atcactgtta
atctgggaca
ctgacctgtg
caaaccggtg
tgcccacegt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccectece
ccacaggtgt
acctgcectgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge
ggtaaatag

79

gcgagcetgcet
tcgtcacacc
gctecgggtte
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg
ttggggacag
tcaacgtctc
tgtgcattgt
gtgggcgget
ccatcctgcea
cggagagtgt
gctacgtgeg
ggacactgca
accgcaccct
agacccggta
acaccatgceg
atgtccetgt
tcegetgteg
tcaaaaggtg
gccagctgga

cactgcgtct
tgggccagga
cctcttecte
tgactgaagg
ctttaaaaaa
gtagaaaggg
aagcaacagt
gaggtggagg
gcccagcace
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgceg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgcece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

gttgctgtct
ccecggggeca
agctccggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttgtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggctttttt
ggaggtggat
tgtgaacgca
gatcgggaat
ggtggagccg
catccccagt
gaatgaccat
gctecctggga
ggtagtgttc
gggcgactce
tgtgtcagag
ggcctteccat
ccgagtgcetg
tggcecgggge
tccacgtgag
gactaacgtg

gcagcacgtg
cacgcaggag
aagctcgect
aagggagctce
gtttccactt
cttcatcata
caatgggcat
tggaggtgga
tgaactcctg
gatctccegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatceegg
ctatcccage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2619



10

atggtcagct
acaggatctg
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
tccagctect
gagcttgtce
gtgtgggaac
ttcteccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg
tctgatgeet
gtgcagactg
gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
ggtggaggtg
cctgaactcce
atgatctccce
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccecccatece
ttctatccca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc

actgggacac
gtagaccttt
gggagctegt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
cttcctcaag
tcaatgtcte
ggatgtccca
tgctcacact
actccecgtgg
ccgtgggett
agatcaccat
aaggggacgt
aggacagaag
actatgtcta
tggtccgeca
acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
gaggtcctaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatcge
ctcecegtget
gcaggtggca
actacacgca

<210> 24
<211> 1977
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 24

ES2933558 T3

cggggtcctg
cgtagagatg
cattcecctge
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
ccagatctct
cagcaccttce
ggagccccca
gaccaacctce
actggagacc
cctcectaat
tccatgecega
tgcactgect
ctacatctge
cagactccag
gggtgagaac
gacataccce
tatgccttac
gacctacacc
catcaccgtg
atcttgtgac
gtcagtcttc
ggtcacatgce
cgtggacggce
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac
gaagagcctce

ctgtgegege
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtcccctatg
aaaaccacca
gtgtcatcca
atcaccctca
cgcaaagaaa
cacatccgcet
tgcaatgtga
gttgagagcg
aaaactcaca
ctcttcecece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtcageg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttcet
gtcttctcat
tcecctgtete

80

tgctcagetg
tceccecgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttcet
cacatcgaca
tcgtcacacce
gctegggtte
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg
ttggggacag
tcaacgtcecte
tgtgcattgt
gtgggcgget
ccatcctgea
cggagagtgt
gctacaccgg
catgcccacce
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcacegt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgcect
ggcagccgga
tcctctacag
gctcegtgat
cgggtaaata

tctgettete
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aacctcgagt
ccecggggceca
agctceggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttgtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggctttttt
ggaggtggat
tgtgaacgca
gatcgggaat
ggtggagccg
catcceccagt
gaatgaccat
tggaggtgga
gtgcccageca
ggacaccctce
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
ccecagececcecece
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct
g

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1971



10

15

20

atgcggcette
ctcectgttac
gagcttgtcc
gtgtgggaac
ttctccageg
acccacaatg
ccagatccca
gaaataactg
cacgagaaga
ggtatctttg
tctgatgect
gtgcagactg
gaggtggtca
gtgactgact
gccgagttag
caggatgaaa
tcctcaaget
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
ggtggaggtg
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgceggg
caccaggact
gcccccateg
accctgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

cgggtgcgat
ttctggaacce
tcaatgtctce
ggatgtccca
tgctcacact
actccecgtgg
ccgtgggett
agatcaccat
aaggggacgt
aggacagaag
actatgtcta
tggtccgeca
acttcgagtg
tcctettgga
aagactcggg
aggccatcaa
cgagaccttt
gggagctcgt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
gaggtggagg
aactcctggg
tctecececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catceceggga
atcccagcga
ccacgcectee
acaagagcag
acaaccacta

<210> 25
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 25

gactagtatg cggcttccgg gtg 23

<210> 26
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

ES2933558 T3

gccagctcetg
acagatctct
cagcaccttce
ggagccccca
gaccaacctc
actggagacc
cctecectaat
tccatgecga
tgcactgect
ctacatctge
cagactccag
gggtgagaac
gacataccce
tatgccttac
gacctacacc
catcaccgtg
cgtagagatg
cattcectge
cactttgatc
aaatgcaacg
gtataagaca
tcctaaatct
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacce
catcgcegtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

gccctcaaag
cagggcctgg
gttctgacct
caggaaatgg
actgggctag
gatgagcgga
gatgccgagg
gtaacagacc
gtccectatg
aaaaccacca
gtgtcatcca
atcaccctca
cgcaaagaaa
cacatccgcet
tgcaatgtga
gttgagagcg
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
tgtgacaaaa
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tcegacgget
gggaacgtct
agcctctcece

81

gcgagcetget
tecgtcacacce
gctegggttce
ccaaggccca
acacgggaga
aacggctcta
aactattcat
cacagctggt
atcaccaacg
ttggggacag
tcaacgtctc
tgtgcattgt
gtgggcgget
ccatcctgcea
cggagagtgt
gctacagttce
tcceccgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcttct
cacatcgaca
ctcacacatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tcteccaacaa
cccgagaacce
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttettect
tctcatgetce
tgtctceggg

gttgctgtct
cceggggeca
agctceggtg
ggatggcacc
atacttttge
catctttgtg
ctttctcacg
ggtgacactg
tggetttttt
ggaggtggat
tgtgaacgca
gatcgggaat
ggtggagccg
catccccagt
gaatgaccat
cagctecctcet
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccggtgga
cccacecgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctececa
acaggtgtac
ctgectggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1977
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15

20

25

30

35

ES2933558 T3

<400> 26

accggtggat gacacctgga gtctg 25

<210> 27
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 27

ctatgtctac agactccagg tgtc 24

<210> 28
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 28

accggtaaag ggcaaggagt gtggc 25

<210> 29
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 29

cctccacegg tgtagecgct ctcaaccacg gt 32

82



10

15

20

25

30

35

ES2933558 T3

<210> 30
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 30

cccgggacta gtatgeggct tececgggtg 28

<210> 31
<211> 11
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 31

ccggttaggg a 11

<210> 32
<211> 11
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 32

ggccteecta a 11

<210> 33
<211>59
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
83



10

15

20

25

30

ES2933558 T3

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 33

tgaggtccag ctctecttce agcetacagat caatgtecct gtccgagtge tggagtage 59

<210> 34
<211> 60
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 34

ggccgctact ccageactcg gacagggaca ttgatctgta gctggaagga gagcetggacce 60

<210> 35
<211> 407
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccidn sintética

<400> 35

actagtggcg
gctcagctgt
ccccgaaatt
acctaacatc
acgcataatc
agggcttcetg
acatcgacaa

gccgecacca
ctgcttctca
atacacatga
actgttactt
tgggacagta
acctgtgaag
acctcgagtt

tggtcagcta
caggatctgg
ctgaaggaag
taaaaaagtt
gaaagggctt
caacagtcaa
ccagctcecte

ctgggacacc
tagacctttce
ggagctegte
tccacttgac
catcatatca
tgggcatttg
ttcctcaage

ggggtcctge
gtagagatgt
attcecectgece
actttgatcce
aatgcaacgt
tataagacaa
cagatct

<210> 36
<211> 689
<212> ADN

84

tgtgcgeget
acagtgaaat
gggttacgtce
ctgatggaaa
acaaagaaat
actatctcac

60
120
180
240
300
360
407



10

15

20

25

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 36

ccacgctgcet
gggaggagga
cactgtcggt
tggtgccaca
tagagatgta
ttcecetgeeg
ctttgatcece
atgcaacgta
ataagacaaa

ctaaatcttg
gaccgtcagt
ctgaggtcac

<210> 37
<211> 460
<212> ADN

ggggaacagt
gcaggagttt
gcgctgecacg
cteccttgece
cagtgaaatc
ggttacgtca
tgatggaaaa
caaagaaata
ctatctcaca

tgacaaaact
cttecctette

atgcgtggtg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 37

gactgtggtc
ggtcaacttc
tgacttcctce
gttagaagac
tgaaaaggcc
aggtggaggt
actcetgggg
ctececeggace

<210> 38
<211> 766
<212> ADN

cgccagggtg
gagtggacat
ttggatatgce
tecggggacct
atcaacatca
cctaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca

<213> Secuencia artificial

<220>

ES2933558 T3

tccgaagagg
gaggtggtga
ctgcgcaacg
tttagttcca
cccgaaatta
cctaacatca
cgcataatct
gggcttctga
catcgacaaa

cacacatgcc
cccccaaaac

gtggacgtg

agaacatcac
acccccgcaa
cttaccacat
acacctgcaa
ccgtggttga
gtgacaaaac
tcttectett
catgecgtggt

agagccagct
gcacactgcg
ctgtgggcca
gctcctette
tacacatgac
ctgttacttt
gggacagtag
cctgtgaagce
ccggtggagg

caccgtgecce
ccaaggacac

cctcatgtge
agaaagtggg
ccgcectcecatce
tgtgacggag
gagcggctac
tcacacatge
cceccccaaaa

ggtggacgtg

85

ggagactaac
tctgcagcecac
ggacacgcag
ctcaagctceg
tgaaggaagg
aaaaaagttt
aaagggcttc
aacagtcaat
tggaggtgga

agcacctgaa
cctcatgatc

attgtgatcg
cggctggtgg
ctgcacatcc
agtgtgaatg
accggtggag
ccaccegtgee
cccaaggaca

gtgacgtact
gtggatcgge
gaggtcatcg
agaccttteg
gagctcgtca
ccacttgaca
atcatatcaa
gggcatttgt
ggtggaggte

ctcectggggg
tceceggacce

ggaatgaggt
agccggtgac
ccagtgccga
accatcagga
gtggaggtgg
cagcacctga
ccctcatgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
689

60
120
180
240
300
360
420
460



10

15

<223> Construccién sintética

<400> 38

gactgtggtc
ggtcaacttc
tgacttccte
gttagaagac
tgaaaaggcc
aagctcgaga
aggaagggag
aaagtttcca
gggcttcatc
agtcaatggg
aggtggaggt
acctgaactce
catgatctcc

<210> 39
<211> 233
<212> PRT

cgccagggtyg
gagtggacat
ttggatatgce
tcggggacct
atcaacatca
cctttegtag
ctcgtcattc
cttgacactt
atatcaaatg
catttgtata
ggaggtccta
ctggggggac
cggacccctg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 39

Met
Cys
Glu
Pro

50
Pro

Val
Leu
Ile
Cys

Leu

Ser Tyr
Leu
20

Glu

Leu

Pro
35
Arg Val

Asp Thr

Trp Asp
Thr Gly
Ile Ile
Thr Ser

Leu Ile

ES2933558 T3

agaacatcac
accecccgcaa
cttaccacat
acacctgcaa
ccgtggttga
agatgtacag
cctgeecgggt
tgatccctga
caacgtacaa
agacaaacta
aatcttgtga
cgtcagtett
aggtcacatg

Thr
5
Ser

His
Pro

55
Pro

cctcatgtge
agaaagtggg
ccgctcecatce
tgtgacggag
gagcggctac
tgaaatcccce
tacgtcacct
tggaaaacgc
agaaataggg
tctcacacat
caaaactcac
cctettecee

cgtggtggtg

Gly val
10
Gly Arg
25
Met Thr
40
Asn Ile

Asp Gly

86

Leu Leu
Pro Phe
Glu Gly Arg
Thr Val

Lys Arg

attgtgatcg
cggctggtgg
ctgcacatcc
agtgtgaatg
agttccagct
gaaattatac
aacatcactg
ataatctggg
cttctgacct
cgacaaaccgqg
acatgcccac
ccaaaaccca

gacgtg

Cys

Val

Thr
60
Ile

Ala
Glu
Glu
45

Leu

Ile

ggaatgaggt
agccggtgac
ccagtgccga
accatcagga
cctecttecte
acatgactga
ttactttaaa
acagtagaaa
gtgaagcaac
gtggaggtgg
cgtgecccage
aggacaccct

Leu
15
Tyr

Leu
Met
30

Leu Val
Lys Lys

Trp Asp

Ser

Ser

Ile

Phe

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
766



10

15

20

65

Arg Lys

Leu

Leu

Pro Arg Glu Pro

Thr Cys

Gly Phe

100

Thr His Arg Gln

115

130

Thr
145

Ser Asp

Tyr
Tyr

Phe

Lys
Ser Lys

Ser Cys

Lys Asn Gln Val

Thr
180
Leu

Thr

195

210

Lys
225

Ser Leu

<210> 40
<211> 702
<212> ADN

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 40

atggtcagct
acaggatctg
actgaaggaa
ttaaaaaagt
agaaagggct
gcaacagtca
ggtggaggtg
cgggatgagce
agcgacatcg
cctecegtge
agcaggtggc
cactacacgce

<210> 41
<211>78
<212> ADN

actgggacac
gtagaccttt
gggagctcgt
ttccacttga
tcatcatatc
atgggcattt
gaggtggagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccidn sintética

Glu Ala

Ile Ala Val

Pro

Leu

ES2933558 T3

70
Ile Ile
85

Thr

Thr

Gln Val

Ser
150
Glu
165

Pro

Thr Vval

Ser Val Met

Ser
230

Ser
Val
Gly
Tyr
135
Leu
Trp
Val
Asp
His

215
Pro

cggggtcctg
cgtagagatg
cattcecctge
cactttgatce
aaatgcaacg
gtataagaca
tcagccccga
ccaggtcage
ggagagcaat
cggctectte
cgtcttctca
ctcecectgtet

Thr
90
Gly His
105

Gly Gly

Asn Ala
Asn

Gly
120
Thr Leu Pro

Thr Cys Leu

Glu Ser Asn
170

Leu Asp Ser
185

Lys Ser Arg

200

Glu Ala Leu

Gly Lys

ctgtgcgege
tacagtgaaa
cgggttacgt
cctgatggaa
tacaaagaaa
aactatctca
gaaccacagg
ctgacctgee
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctcecgtga
ccgggtaaat

87

75
Tyr

Leu
Gly
Pro
Val
155
Gly
Asp

Trp

His

Lys
Tyr
Gly
Ser
140
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
220

Glu
Lys
Gly
125
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

205
His

Ile
Thr
110
Gly
Asp
Phe
Glu
Phe
190
Gly

Tyr

Gly
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
175
Phe

Asn

Thr

80
Leu

Tyr
Gln
Leu
Pro
160
Asn
Leu

Val

Gln

tgctcagetg
tcceccgaaat
cacctaacat
aacgcataat
tagggcecttct
cacatcgaca
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggce
ag

tctgettete
tatacacatg
cactgttact
ctgggacagt
gacctgtgaa
aaccggtgga
gcccccatcee
cttctatcce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702
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15

ES2933558 T3

<400> 41

cactcecctet ctgegegete getcgetcac tgaggecggg cgaccaaagg tcgeccacge
ccgggetttg cececgggeg

<210> 42
<211> 847
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 42

88

78



Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
65

Gly
Ser
Pro
Thr
Pro
145
Leu
Thr
Tyr
Glu
Cys
225
Gly
Gly
Arg
Ser
Glu
305
Phe
Val
His
Val
Thr
385
Leu
Glu
Leu
Ser
Ala

465
Val

Pro
Glu
Thr
Lys
50

Thr
His
Ser
Pro
Cys
130
Pro
Thr
His
Ile
Glu
210
Arg
Asp
Ile
Glu
Ile
290
Asn
Glu
Thr
Ile
Thr
370
Val
Gln
Ala
Gly
Glu
450
Glu

Gln

Phe
Gly
Val
35

Arg
Tyr
Leu
Ser
Gly
115
Ser
Gln
Leu
Asn
Phe
195
Leu
val
Val
Phe
val
275
Asn
Ile
Trp
Asp
Pro
355
Glu
Val
Phe
Tyr
Asp
435
Thr

Ala

Leu

Val
Arg
20

Thr
Ile
Lys
Tyr
Ser
100
Pro
Gly
Glu
Thr
Asp
180
Val
Phe
Thr
Ala
Glu
260
Asp
Val
Thr
Thr
Phe
340
Ser
Ser
Glu
Ala
Pro
420
Ser
Arg

Gly

Ser

Glu
Glu
Leu
Ile
Glu
Lys
85

Ser
Glu
Ser
Met
Asn
165
Ser
Pro
Ile
Asp
Leu
245
Asp
Ser
Ser
Leu
Tyr
325
Leu
Ala
Val
Ser
Glu
405
Pro
Ser
Tyr
His

Phe

ES2933558 T3

Met
Leu
Lys
Trp
Ile
70

Thr
Ser
Leu
Ala
Ala
150
Leu
Arg
Asp
Phe
Pro
230
Pro
Arg
Asp
val
Met
310
Pro
Leu
Glu
Asn
Gly
390
Leu
Pro
Ala
Val
Tyr

470
Gln

Tyr
Val
Lys
Asp
55

Gly
Asn
Ser
Val
Pro
135
Lys
Thr
Gly
Pro
Leu
215
Gln
Val
Ser
Ala
Asn
295
Cys
Arg
Asp
Leu
Asp
375
Tyr
His
Thr
Gly
Ser
455
Thr

Leu

Ser
Ile
Phe
40

Ser
Leu
Tyr
Gln
Leu
120
Val
Ala
Gly
Leu
Thr
200
Thr
Leu
Pro
Tyr
Tyr
280
Ala
Ile
Lys
Met
Glu
360
His
Val
Arg
Val
Glu
440
Glu

Met

Gln

Glu
Pro
25

Pro
Arg
Leu
Leu
Ile
105
Asn
val
Gln
Leu
Glu
185
Val
Glu
val
Tyr
Ile
265
Tyr
Val
vVal
Glu
Pro
345
Asp
Gln
Arg
Ser
Leu
425
Ile
Leu

Arg

Ile

89

Ile
10

Cys
Leu
Lys
Thr
Thr
90

Ser
Val
Trp
Asp
Asp
170
Thr
Gly
Ile
val
Asp
250
Cys
Val
Gln
Ile
Ser
330
Tyr
Ser
Asp
Leu
Arg
410
Trp
Ala
Thr

Ala

Asn

Pro

Asp
Gly
Cys
75

His
Gln
Ser
Glu
Gly
155
Thr
Asp
Phe
Thr
Thr
235
His
Lys
Tyr
Thr
Gly
315
Gly
His
Gly
Glu
Leu
395
Thr
Phe
Leu
Leu
Phe

475
Val

Glu
Val
Thr
Phe
60

Glu
Arg
Gly
Ser
Arg
140
Thr
Gly
Glu
Leu
Glu
220
Leu
Gln
Thr
Arg
val
300
Asn
Arg
Ile
Thr
Lys
380
Gly
Leu
Lys
Ser
Val
460
His

Pro

Ile
Thr
Leu
45

Ile
Ala
Gln
Leu
Thr
125
Met
Phe
Glu
Arg
Pro
205
Ile
His
Arg
Thr
Leu
285
Vval
Glu
Leu
Arg
Tyr
365
Ala
Glu
Gln
Asp
Thr
445
Arg

Glu

Val

Ile
Ser
Ile
Ile
Thr
Thr
Val
110
Phe
Ser
Ser
Tyr
Lys
190
Asn
Thr
Glu
Gly
Ile
270
Gln
Arg
Val
Val
Ser
350
Thr
Ile
Val
val
Asn
430
Arg
Vval

Asp

Arg

His
15

Pro
Pro
Ser
val
Ser
95

Val
Val
Gln
Ser
Phe
175
Arg
Asp
Ile
Lys
Phe
255
Gly
vVal
Gln
val
Glu
335
Ile
Cys
Asn
Gly
Val
415
Arg
Asn
Lys

Ala

val

Met
Asn
Asp
Asn
Asn
80

Ser
Thr
Leu
Glu
Val
160
Cys
Leu
Ala
Pro
Lys
240
Phe
Asp
Ser
Gly
Asn
320
Pro
Leu
Asn
Ile
Thr
400
Phe
Thr
Val
Val
Glu

480
Leu



10

Glu Leu Ser

Arg Gly Arg
515
Asp Leu Lys
530
Ser Ser Glu
545
Glu Glu Gln

Asp Arg Pro

Asp Thr Gln
595
Gly Gly Gly
610
Thr Cys Pro
625
Phe Leu Phe

Pro Glu Val

Val Lys Phe
675
Thr Lys Pro
690
Val Leu Thr
705
Cys Lys Val

Ser Lys Ala

Pro Ser Arg
755

Val Lys Gly

770

Gly Gln Pro

785

Asp Gly Ser

Trp Gln Gln

His Asn His
835

<210> 43
<211> 841
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu
500
Gly
Arg
Glu
Glu
Leu
580
Glu
Gly
Pro
Pro
Thr
660
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
740
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

820
Tyr

<223> Construccién sintética

<400> 43

485
Ser

Met
Cys
Glu
Phe
565
Ser
Vval
Gly
Cys
Pro
645
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
725
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
805

Asn

Thr

ES2933558 T3

His
Pro
Pro
Ser
550
Glu
Val
Ile
Gly
Pro
630
Lys
Val
Tyr
Glu
His
710
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
790
Leu

Vval

Gln

Pro
Gln
Arg
535
Gln
Val
Arg
Val
Gly
615
Ala
Pro
Val
Val
Gln
695
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
775
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Asp
Pro
520
Glu
Leu
val
Cys
val
600
Gly
Pro
Lys
val
Asp
680
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
760
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
840

Ser
505
Asn
Leu
Glu
Ser
Thr
585
Pro
Pro
Glu
Asp
Asp
665
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
745
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

825
Leu

90

490
Gly

Ile
Pro
Thr
Thr
570
Leu
His
Lys
Leu
Thr
650
val
Val
Ser
Leu
Ala
730
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
810

Ser

Ser

Glu
Ile
Pro
Asn
555
Leu
Arg
Ser
Ser
Leu
635
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
715
Pro
Gln
Val
Vval
Pro
795
Thr

Val

Leu

Gln
Trp
Thr
540
Vval
Arg
Asn
Leu
Cys
620
Gly
Met
His
Vval
Tyr
700
Gly
Ile
Vval
Ser
Glu
780
Pro
Val

Met

Ser

Thr
Ser
525
Leu
Thr
Leu
Ala
Pro
605
Asp
Gly
Ile
Glu
His
685
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
765
Trp
Val
Asp
His

Pro
845

Val
510
Ala
Leu
Tyr
Gln
Val
590
Phe
Lys
Pro
Ser
Asp
670
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
750
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

830
Gly

495
Arg

Cys
Gly
Trp
His
575
Gly
Thr
Thr
Ser
Arg
655
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
735
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
815

Ala

Lys

Cys
Arg
Asn
Glu
560
val
Gln
Gly
His
Val
640
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
720
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
800
Arg

Leu



Leu Val vVal Thr

1

Thr Phe Val Leu

20

Met Ser Gln Glu
35
Phe Ser Ser Val

50

Glu
65

Arg
Pro
Ile
His
Arg
145
Thr
Leu
Val
Glu
Leu
225
Arg
Tyr
Ala
Glu
Gln
305
Asp
Thr
Arg
Glu
val
385
Thr
Ser
Leu
Thr
Leu
465
Ala
Pro
Met
Leu
Lys

545
Trp

Tyr
Lys
Asn
Thr
Glu
130
Gly
Ile
Gln
Arg
Val
210
Val
Ser
Thr
Ile
val
230
val
Asn
Arg
Val
Asp
370
Arg
Val
Ala
Leu
Tyr
450
Gln
val
Phe
Tyr
val
530

Lys

Asp

Phe
Arg
Asp
Ile
115
Lys
Phe
Gly
Vval
Gln
195
Val
Glu
Ile
Cys
Asn
275
Gly
Val
Arg
Asn
Lys
355
Ala
vVal
Arg
Cys
Gly
435
Trp
His
Gly
Ser
Ser
515
Ile

Phe

Ser

Cys
Leu
Ala
100
Pro
Lys
Phe
Asp
Ser
180
Gly
Asn
Pro
Leu
Asn
260
Ile
Thr
Phe
Thr
Val
340
Val
Glu
Leu
Cys
Arg
420
Asn
Glu
Val
Gln
Ser
500
Glu
Pro

Pro

Arg

Pro
5
Thr

Pro

Leu

Thr
Tyr
85

Glu
Cys
Gly
Gly
Arg
165
Ser
Glu
Phe
Val
His
245
Val
Thr
Leu
Glu
Leu
325
Ser
Ala
Vval
Glu
Arg
405
Asp
Ser
Glu
Asp
Asp
485
Ser
Ile
Cys

Leu

Lys

ES2933558 T3

Pro
Cys
Pro
Thr
His
70
Ile
Glu
Arg
Asp
Ile
150
Glu
Ile
Asn
Glu
Thr
230
Ile
Thr
Val
Gln
Ala
310
Gly
Glu
Glu
Gln
Leu
390
Gly
Leu
Ser
Glu
Arg
470
Thr
Ser
Pro
Arg
Asp

550
Gly

Gly
Ser
Gln

Leu
55

Asn
Phe
Leu
Val
Val
135
Phe
Val
Asn
Ile
Trp
215
Asp
Pro
Glu
Val
Phe
295
Tyr
Asp
Thr
Ala
Leu
375
Ser
Arg
Lys
Glu
Gln
455
Pro
Gln
Ser
Glu
val
535

Thr

Phe

Pro Glu

Gly

Ser
25

Glu Met

40

Thr Asn

Asp Ser

Val Pro

Phe

Ile
105

Thr Asp

120

Ala Leu

Glu Asp

Asp Ser

Val Ser

185

Thr Leu

200

Thr Tyr

Phe Leu

Ser Ala

Ser Val
265
Glu Ser

280

Ala Glu

Pro Pro

Ser Ser

345

Gly His

360

Ser Phe

Glu Ser

Gly Met

425

Glu Glu

440

Glu Phe

Leu Ser

Glu Val

Ser Ser

Ile
520

505
Ile

Thr Ser

Leu

Ile

91

Ile

Ile

Leu
10
Ala

Ala

Leu

Arg
Asp
90

Phe
Pro
Pro
Arg
Asp
170
Val
Met
Pro
Leu
Glu
250
Asn
Gly
Leu
Pro
Ala
330
Val
Tyr
Gln
His
Pro
410
Pro
Ser
Glu
Val
Ile
490
Ser
His
Pro

Pro

Ser

Val Leu Asn Val Ser Ser

Pro Val Vval

15
Trp Glu Arg
30

Lys Ala Gln Asp Gly Thr

45

Thr Gly Leu Asp Thr Gly

Gly
75

Pro
Leu
Gln
val
Ser
155
Ala
Asn
Cys
Arg
Asp
235
Leu
Asp
Tyr
His
Thr
315
Gly
Ser
Thr
Leu
Pro
395
Gln
Arg
Gln
Val
Arg
475
val
Ser
Met
Asn
Asp

555
Asn

60
Leu
Thr
Thr
Leu
Pro
140
Tyr
Tyr
Ala
Ile
Lys
220
Met
Glu
His
Val
Arg
300
Vval
Glu
Glu
Met
Gln
380
Asp
Pro
Glu
Leu
Val
460
Cys
Val
Arg
Thr
Ile
540
Gly

Ala

Glu
val
Glu
Val
125
Tyr
Ile
Tyr
val
Val
205
Glu
Pro
Asp
Gln
Arg
285
Ser
Leu
Ile
Leu
Arg
365
Ile
Ser
Asn
Leu
Glu
445
Ser
Thr
Pro
Pro
Glu
525
Thr
Lys

Thr

Thr Asp Glu
80
Gly Phe Leu
95
Ile Thr Glu
110
Val Thr Leu

Asp His Gln

Cys Lys Thr
160
Val Tyr Arg
175
Gln Thr Vval
190
Ile Gly Asn

Ser Gly Arg

Tyr His Ile
240
Ser Gly Thr
255
Asp Glu Lys
270
Leu Leu Gly

Arg Thr Leu

Trp Phe Lys
320
Ala Leu Ser
335
Thr Leu Val
350
Ala Phe His

Asn Val Pro

Gly Glu Gln
400
Ile Ile Trp
415
Pro Pro Thr
430
Thr Asn Val

Thr Leu Arg

Leu Arg Asn
480
His Ser Leu
495
Phe Val Glu
510
Gly Arg Glu

Val Thr Leu
Arg Ile Ile

560
Tyr Lys Glu



10

Ile Gly
Thr Asn
Gly Gly
610
Ala Pro
625
Pro Lys
Val val
Val Asp
Gln Tyr
690
Gln Asp
705
Ala Leu
Pro Arg
Thr Lys
Ser Asp
770
Tyr Lys
785
Tyr Ser
Phe Ser

Lys Ser

<210> 44
<211> 632
<212> PRT

Leu
Tyr
595
Pro
Glu
Asp
Asp
Gly

675
Asn

Trp
Pro
Glu
Asn
755
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
835

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu
580
Leu
Lys
Leu
Thr
Val
660
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
740
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

820
Ser

<223> Construccién sintética

<400> 44

565
Thr

Thr
Ser
Leu
Leu
645
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
725
Gln
Val
Val
Pro
Thr
805
Val

Leu

ES2933558 T3

Cys
His
Cys
Gly
630
Met
His
Val
Tyr
Gly
710
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
790
Vval

Met

Ser

Glu
Arg
Asp
615
Gly
Ile
Glu
His
Arg
695
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
775
val
Asp
His

Pro

Ala
Gln
600
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
680
Vval
Glu
Lys
Thr
Thr
760
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
840

Thr
585
Thr
Thr
Ser
Arg
Pro
665
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
745
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

825
Lys

92

570
Val

Gly
His
Val
Thr
650
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
730
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

810
Leu

Asn
Gly
Thr
Phe
635
Pro
vVal
Thr
Val
Cys
715
Ser
Pro
Val
Gly
Asp
795
Trp

His

Gly
Gly
Cys
620
Leu
Glu
Lys
Lys
Leu
700
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
780
Gly
Gln

Asn

His
Gly
605
Pro
Phe
Val
Phe
Pro
685
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
765
Pro
Ser

Gln

His

Leu
590
Gly
Pro
Pro
Thr
Asn
670
Arg
Val
Ser
Lys
Asp
750
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
830

575
Tyr

Gly
Cys
Pro
Cys
655
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
735
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

815
Thr

Lys
Gly
Pro
Lys
640
val
Tyr
Glu
His
Lys
720
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
800
vVal

Gln



Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
65

Gly
Ser

Pro

Thr

Pro
Glu
Thr
Lys
50

Thr
His
Ser

Pro

Cys
130

Phe
Gly
Val
35

Arg
Tyr
Leu
Ser
Gly

115
Ser

val
Arg
20

Thr
Ile
Lys
Tyr
Ser
100

Pro

Gly

Glu
Glu
Leu
Ile
Glu
Lys
85

Ser

Glu

Ser

ES2933558 T3

Met
Leu
Lys
Trp
Ile
70

Thr
Ser

Leu

Ala

Tyr
Val
Lys
Asp
55

Gly
Asn
Ser

val

Pro
135

Ser
Ile
Phe
40

Ser
Leu
Tyr
Gln
Leu

120
Val

Glu
Pro
25

Pro
Arg
Leu
Leu
Ile
105

Asn

Val

93

Ile
10

Cys
Leu
Lys
Thr
Thr
90

Ser

Val

Trp

Pro
Arg
Asp
Gly
Cys
75

His
Gln

Ser

Glu

Glu
Val
Thr
Phe
60

Glu
Arg
Gly

Ser

Arg
140

Ile
Thr
Leu
45

Ile
Ala
Gln
Leu
Thr

125
Met

Ile
Ser
30

Ile
Ile
Thr
Thr
Val
110
Phe

Ser

His
15

Pro
Pro
Ser
val
Ser
95

val
Val

Gln

Met
Asn
Asp
Asn
Asn
Ser
Thr
Leu

Glu



Pro
145
Leu
Thr
Tyr
Glu
Cys
225
Gly
Gly
Arg
Ser
Glu
305
Phe
Val
His
Val
Thr
385
Gly
Pro
Lys
Val
Asp
465
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys
545
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
625

<210> 45
<211> 626
<212> PRT

Pro
Thr
His
Ile
Glu
210
Arg
Asp
Ile
Glu
Ile
290
Asn
Glu
Thr
Ile
Thr
370
Val
Pro
Glu
Asp
Asp
450
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
530
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

610
Leu

Gln
Leu
Asn
Phe
195
Leu
Val
Val
Phe
val
275
Asn
Ile
Trp
Asp
Pro
355
Glu
Val
Lys
Leu
Thr
435
Val
vVal
Ser
Leu
Ala
515
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
595

Ser

Ser

<213> Secuencia artificial

Glu
Thr
Asp
180
Val
Phe
Thr
Ala
Glu
260
Asp
Val
Thr
Thr
Phe
340
Ser
Ser
Glu
Ser
Leu
420
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
500
Pro
Gln
vVal
Val
Pro
580
Thr

Val

Leu

Met
Asn
165
Ser
Pro
Ile
Asp
Leu
245
Asp
Ser
Ser
Leu
Tyr
325
Leu
Ala
Val
Ser
Cys
405
Gly
Met
His
Val
Tyr
485
Gly
Ile
Val
Ser
Glu
565
Pro
val

Met

Ser

ES2933558 T3

Ala
150
Leu
Arg
Asp
Phe
Pro
230
Pro
Arg
Asp
Val
Met
310
Pro
Leu
Glu
Asn
Gly
390
Asp
Gly
Ile
Glu
His
470
Arg
Lys
Glu

Tyr

Leu
550

Trp
Val
Asp
His

Pro
630

Lys
Thr
Gly
Pro
Leu
215
Gln
Val
Ser
Ala
Asn
295
Cys
Arg
Asp
Leu
Asp
375
Tyr
Lys
Pro
Ser
Asp
455
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
535
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

615
Gly

Ala
Gly
Leu
Thr
200
Thr
Leu
Pro
Tyr
Tyr
280
Ala
Ile
Lys
Met
Glu
360
His
Thr
Thr
Ser
Arg
440
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
520
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
600
Ala

Lys

Gln
Leu
Glu
185
val
Glu
Val
Tyr
Ile
265
Tyr
Val
Val
Glu
Pro
345
Asp
Gln
Gly
His
Val
425
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
505
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
585

Arg

Leu

94

Asp
Asp
170
Thr
Gly
Ile
val
Asp
250
Cys
val
Gln
Ile
Ser
330
Tyr
Ser
Asp
Gly
Thr
410
Phe
Pro
Val
Thr
val
490
Cys
Ser
Pro
val
Gly
570
Asp
Trp

His

Gly
155
Thr
Asp
Phe
Thr
Thr
235
His
Lys
Tyr
Thr
Gly
315
Gly
His
Gly
Glu
Gly
395
Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
475
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
555
Gln
Gly
Gln

Asn

Thr
Gly
Glu
Leu
Glu
220
Leu
Gln
Thr
Arg
Val
300
Asn
Arg
Ile
Thr
Lys
380
Gly
Pro
Phe
val
Phe
460
Pro
Thr
Val
Ala
Arg
540
Gly
Pro
Ser

Gln

His
620

Phe
Glu
Arg
Pro
205
Ile
His
Arg
Thr
Leu
285
Val
Glu
Leu
Arg
Tyr
365
Ala
Gly
Pro
Pro
Thr
445
Asn
Arg
val
Ser
Lys
525
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

605
Tyr

Ser
Tyr
Lys
190
Asn
Thr
Glu
Gly
Ile
270
Gln
Arg
Val
Val
Ser
350
Thr
Ile
Gly
Cys
Pro
430
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
510
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
590

Asn

Thr

Ser
Phe
175
Arg
Asp
Ile
Lys
Phe
255
Gly
val
Gln
Val
Glu
335
Ile
Cys
Asn
Gly
Pro
415
Lys
val
Tyr
Glu
His
495
Lys
Gln
Leu
Pro
Asn
575
Leu

val

Gln

Val
160
Cys
Leu
Ala
Pro
Lys
240
Phe
Asp
Ser
Gly
Asn
320
Pro
Leu
Asn
Ile
Gly
400
Ala
Pro
val
Val
Gln
480
Gln
Ala
Pro
Thr
Ser
560
Tyr
Tyr

Phe

Lys



<220>

<223> Construccién sintética

<400> 45

Leu
Thr
Met
Phe
Glu
Arg
Pro
Ile
His
Arg
145
Thr
Leu
val
Glu
Leu
225
Arg
Tyr
Ala
Ser
Ile
305
Thr
Leu
Ile
Ala
Gln
385
Lys

Pro

vVal
Phe
Ser
Ser
50

Tyr
Lys
Asn
Thr
Glu
130
Gly
Ile
Gln
Arg
Val
210
Val
Ser
Thr
Ile
Ser
290
Ile
Ser
Ile
Ile
Thr
370
Thr

Thr

Ser

Val
Val
Gln
35

Ser
Phe
Arg
Asp
Ile
115
Lys
Phe
Gly
Val
Gln
195
val
Glu
Ile
Cys
Asn
275
Ser
His
Pro
Pro
Ser
355
Val
Gly
His

Val

Thr
Leu
20

Glu
val
Cys
Leu
Ala
100
Pro
Lys
Phe
Asp
Ser
180
Gly
Asn
Pro
Leu
Asn
260
Ile
Ser
Met
Asn
Asp
340
Asn
Asn
Gly

Thr

Phe
420

Pro
Thr
Pro
Leu
Thr
Tyr
85

Glu
Cys
Gly
Gly
Arg
165
Ser
Glu
Phe
Val
His
245
Val
Thr
Arg
Thr
Ile
325
Gly
Ala
Gly
Gly
Cys

405
Leu

ES2933558 T3

Pro
Cys
Pro
Thr
His
70

Ile
Glu
Arg
Asp
Ile
150
Glu
Ile
Asn
Glu
Thr
230
Ile
Thr
val
Pro
Glu
310
Thr
Lys
Thr
His
Gly
390

Pro

Phe

Gly
Ser
Gln
Leu
55

Asn
Phe
Leu
vVal
val
135
Phe
Val
Asn
Ile
Trp
215
Asp
Pro
Glu
val
Phe
295
Gly
Val
Arg
Tyr
Leu
375
Gly

Pro

Pro

Pro
Gly
Glu
40

Thr
Asp
Val
Phe
Thr
120
Ala
Glu
Asp
Val
Thr
200
Thr
Phe
Ser
Ser
Glu
280
Val
Arg
Thr
Ile
Lys
360
Tyr
Gly
Cys

Pro

Glu
Ser
25

Met
Asn
Ser
Pro
Ile
105
Asp
Leu
Asp
Ser
Ser
185
Leu
Tyr
Leu
Ala
Val
265
Ser
Glu
Glu
Leu
Ile
345
Glu
Lys
Gly

Pro

Lys
425

95

Leu
10

Ala
Ala
Leu
Arg
Asp
90

Phe
Pro
Pro
Arg
Asp
170
Val
Met
Pro
Leu
Glu
250
Asn
Gly
Met
Leu
Lys
330
Trp
Ile
Thr
Gly
Ala

410
Pro

Val
Pro
Lys
Thr
Gly
75

Pro
Leu
Gln
val
Ser
155
Ala
Asn
Cys
Arg
Asp
235
Leu
Asp
Tyr
Tyr
Val
315
Lys
Asp
Gly
Asn
Gly
395

Pro

Lys

Leu
Val
Ala
Gly
60

Leu
Thr
Thr
Leu
Pro
140
Tyr
Tyr
Ala
Ile
Lys
220
Met
Glu
His
Ser
Ser
300
Ile
Phe
Ser
Leu
Tyr
380
Pro

Glu

Asp

Asn
Val
Gln
45

Leu
Glu
Val
Glu
val
125
Tyr
Ile
Tyr
Val
vVal
205
Glu
Pro
Asp
Gln
Ser
285
Glu
Pro
Pro
Arg
Leu
365
Leu
Lys
Leu

Thr

Val
Trp
Asp
Asp
Thr
Gly
Ile
110
val
Asp
Cys
Val
Gln
190
Ile
Ser
Tyr
Ser
Asp
270
Ser
Ile
Cys
Leu
Lys
350
Thr
Thr
Ser

Leu

Leu
430

Ser
15

Glu
Gly
Thr
Asp
Phe
95

Thr
Thr
His
Lys
Tyr
175
Thr
Gly
Gly
His
Gly
255
Glu
Ser
Pro
Arg
Asp
335
Gly
Cys
His
Cys
Gly

415
Met

Ser
Arg
Thr
Gly
Glu
80

Leu
Glu
Leu
Gln
Thr
160
Arg
Val

Asn

Ile
240
Thr
Lys
Ser
Glu
Val
320
Thr
Phe
Glu
Arg
Asp
400
Gly

Ile
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Ser Arg Thr
435
Asp Pro Glu
450
Asn Ala Lys
465
Val Val Ser

Glu Tyr Lys

Lys Thr Ile
515
Thr Leu Pro
530
Thr Cys Leu
545
Glu Ser Asn

Leu Asp Ser

Lys Ser Arg

595

Glu Ala Leu
610

Gly Lys
625

<210> 46
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro
val
Thr
Val
Cys
500
Ser
Pro
val
Gly
Asp
580

Trp

His

<223> Construccidn sintética

<400> 46

<210> 47
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 47

Glu
Lys
Lys
Leu
485
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
565
Gly

Gln

Asn
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val
Phe
Pro
470
Thr
Val
Ala
Arg
Gly
550
Pro
Ser

Gln

His

Thr
Asn
455
Arg
Vval
Ser
Lys
Asp
535
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
615

Cys
440
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
520
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

600
Thr

Val
Tyr
Glu
His
Lys
505
Gln
Leu
Pro
Asn
Leu
585

val

Gln

val
val
Gln
Gln
490
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
570
Tyr

Phe

Lys

val
Asp
Tyr
475
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
555
Lys
Ser

Ser

Ser

Gly Gly Gly Gly Ser

1

96

5

Asp
Gly
460
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
540
Ile
Thr
Lys

Cys

Leu
620

val
445
Val
Ser
Leu
Ala
Pro
525
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

605
Ser

Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
510
Gln
Val
Val
Pro
Thr
590

Val

Leu

His
val
Tyr
Gly
495
Ile
vVal
Ser
Glu
Pro
575
vVal

Met

Ser

Glu
His
Arg
480
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
560
Val
Asp
His

Pro
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<210> 48
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 48

<210> 49
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 49

<210> 50
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética
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Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 5

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu
1 5

Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
1 5
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<400> 50
Gly Gly Gly Gly Gly Cys Pro Pro Cys
1 5
<210> 51
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 51
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
<210> 52
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 52
Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys Cys Asn
1 5 10
<210> 53
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética
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<400> 53
Pro Ser Cys Val Pro Leu Met Arg Cys Gly Gly Cys Cys Asn
1 5 10
<210> 54
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 54
Gly Asp Leu Ile Tyr Arg Asn Gln Lys
1 5
<210> 55
<211>23
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética
<400> 55

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Pro Ser Cys Val Pro Leu Met
1 5 10 15
Arg Cys Gly Gly Cys Cys Asn
20
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion que comprende (a) una porcién extracelular de un receptor beta del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFRpB) que comprende los dominios de tipo Ig D1-D3 del PDGFRB, (b) una porcion
extracelular de un receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y (c) un dominio de multimerizacion
que comprende una region Fc de un anticuerpo IgG1, en donde la proteina de fusiéon se une a un PDGF y un VEGF,
en donde la proteina de fusion esta dispuesta de extremo N a extremo C en el siguiente orden: (a), (b) y (c), en donde
la proteina de fusion comprende un péptido conector entre (a) y (b) que comprende Sers (SEQ ID NO: 49), en donde
la proteina de fusion comprende un conector entre (b) y (¢) que comprende Glys (SEQ ID NO: 47), y en donde la
porcién extracelular de un receptor de VEGF consiste en el dominio de tipo Ig D2.

2. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en donde la porcion extracelular de PDGFR comprende:
(a) dominios de tipo Ig D1-D5 de PDGFR;
(b) una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 85 % de identidad con SEQ ID NO: 1 0 3; 0
(c) la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 o 3.

3. La proteina de fusién de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la porcién extracelular del receptor de
VEGF comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 85 % de identidad con SEQ ID NO: 4; o
(b) la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 4.

4. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el dominio de multimerizacion
comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 85 % de identidad con SEQ ID NO: 6; o
(b) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

5. La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la proteina de fusién comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, 15, 43 0 45 o una secuencia de aminoacidos que tienen al menos 85 %
de identidad con SEQ ID NO: 13, 15, 43 0 45.

6. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la proteina de fusion esta en una
forma dimérica o multimérica.

7. Una composicion que comprende la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

8. Un acido nucleico que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

9. Una célula hospedadora que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusion de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

10. Un método de produccion de una proteina de fusion, que comprende cultivar una célula hospedadora que
comprende un acido nucleico que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en una
condicion que produce la proteina de fusién, y recuperar la proteina de fusion producida por la célula hospedadora.

11. Una proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para su uso en un método de tratamiento de
una enfermedad en un sujeto, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de la proteina de fusion
al sujeto.

12. La proteina de fusion para su uso segun la reivindicacién 11, en donde el sujeto tiene degeneraciéon macular,
degeneracion macular senil himeda, degeneracién macular senil seca, retinopatia diabética proliferativa, cancer,
artritis reumatoide, osteoartritis, asma, uveitis 0 neovascularizacién de la cérnea, y en donde la proteina de fusion se
administra opcionalmente por inyeccion intravitrea al sujeto.

13. Un vector que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-5.

14. Una particula de vector de virus recombinante adenoasociado (rAAV) que comprende un &cido nucleico que
codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

15. Un método de produccién de una particula de rAAV, que comprende:
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(a) cultivar una célula hospedadora en una condicion tal que se producen particulas de rAAV, en donde la célula
hospedadora comprende (i) uno o mas genes de encapsidacion de AAV, en donde cada dicho gen de
encapsidacion de AAV codifica una proteina de replicacion o encapsidacion de AAV; (ii) un pro-vector de rAAV
que comprende un nucleétido que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5
flanqueada por al menos una ITR de AAV, y (iii) una funcién auxiliar de AAV;y

(b) recuperar las particulas de rAAV producidas por la célula hospedadora.

16. Una particula de rAAV de la reivindicacién 14 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad en un
sujeto, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de la particula de rAAV al sujeto.

17. La particula de rAAV para su uso segun la reivindicacién 16, en donde el sujeto tiene degeneracién macular,
degeneracion macular senil himeda, degeneracién macular senil seca, retinopatia diabética proliferativa, cancer,
artritis reumatoide, osteoartritis, asma, uveitis o0 neovascularizacién de la cérnea, y en donde la particula de rAAV se
administra opcionalmente por inyeccion intravitrea al sujeto.
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Porcentaje de quemaduras sin neovascularizacién
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