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DESCRIPCION
Proteina factor 1 para la utilizacion en el tratamiento o prevencién de enfermedades

Campo técnico de la invencién

La presente invencién se refiere a proteinas que comprenden secuencias de aminoacidos codificadas por &cidos
nucleicos derivados de la regién cromosémica humana C190rf10 denominadas Factor 1, para el uso como un
medicamento.

Antecedentes de la invencién

El infarto agudo de miocardio (IAM) es una causa importante de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Solo en
Alemania la incidencia es de aproximadamente 280.000 casos al afio. El tratamiento de un paciente que presenta un
IAM comprende la abertura de la arteria coronaria obstruida mediante tratamiento de reperfusién en combinacién con
la administracién de inhibidores de la agregacién de trombocitos e inhibidores de coagulacién para evitar el
restrechamiento del vaso. Ademas, puede reducirse el pulso y la presién arterial mediante la administracién de beta-
bloqueantes e inhibidores del enzima conversor de la angiotensina (ECA). También es habitual el uso de estatinas
para reducir el nivel de colesterol. EI enfoque médico para la reparacién directa del musculo cardiaco actualmente
esta limitada al uso experimental de células de médula ésea del propio organismo. Existe una gran necesidad de
farmacos con un efecto similar sin utilizaciéon de células de médula 6sea.

La necrosis tisular experimentada durante un IAM induce una respuesta de cicatrizacién de la lesién que conduce a la
sustitucién de la zona necrdtica por tejido de granulacién y finalmente una cicatriz rica en colageno. Los monocitos
son atraidos desde la médula ésea al miocardio infartado y desempefian funciones importantes durante la cicatrizacién
de la lesién tras un IAM. La respuesta de monocitos en el miocardio es bifasica en el tiempo. Los monocitos
proinflamatorios aparecen inicialmente y promueven la digestién del tejido infartado y la eliminacién de los residuos
necréticos, mientras que los monocitos reparadores son dominantes posteriormente y propagan la angiogénesis y la
reparacién. La expresidn en la superficie celular del receptor de quimioquina CXCR4 identifica un subgrupo de
monocitos reparativos en ratones y seres humanos. Los efectos proangiogénicos y procicatrizaciéon de las células
mieloides CXCR4" se cree que estan mediados a través de proteinas secretadas que actlan de una manera paracrina,
aunque en gran medida se desconoce la identidad de estos factores. Por lo tanto, los inventores han llevado a cabo
un andlisis bioinformético del secretoma en células de médula 6sea CXCR4" humanas con el fin de identificar nuevas
proteinas secretadas que controlan la cicatrizaciéon en el infarto y que muestra potencial terapéutico después del IAM.

Estos estudios han identificado dos polipéptidos diferentes que muestran efectos proangiogénicos y/o citoprotectores
que han sido denominados proteinas Factor 1 y Factor 2 por los inventores.

Ambos factores han sido descritos en varias publicaciones cientificas en referencia a un contexto biolégico que no
comprende los efectos proangiogénicos y/o citoprotectores de estos factores en células no transformadas o en tejidos
no transformados. Ninguno de los estudios da a conocer pruebas o ni siquiera un indicio de la funcién de dichos
factores, o una correlacién significativa de uno de los factores con una enfermedad o afeccién asociada
exclusivamente a células no transformadas o tejido no transformado.

La secuencia de aminoacidos del Factor 1 humano esté codificada en el marco de lectura abierto 10 en el cromosoma
humano 18 (C190f10). La proteina fue descrita en 2007 en un analisis del proteoma de los denominados sinoviocitos
similares a fibroblastos (células FLS, por sus siglas en inglés) como nuevo factor secretado en el sinovio. Se ha
supuesto que existe una correlacion entre la secrecién de la proteina y las enfermedades inflamatorias articulares sin
ninguna prueba experimental o evidencia estadistica (Weiler et al, Arthritis Research and Therapy 2007, The
identification and characterization of a novel protein, ¢190rf10, in the synovium). Una solicitud de patente
correspondiente reivindica la proteina como agente terapéutico para el tratamiento articular y para el diagnéstico de
un tejido que experimenta un crecimiento alterado, asi como la monitorizaciéon de los cambios en un tejido (documento
n.° US 2008/0004232 A1, Characterization of c190rf10, a novel synovial protein). Otra publicacién cientifica describe
la expresidén incrementada de la proteina en células de carcinoma hepatocelular (Sunagozaka et al., International
Journal of Cancer, 2010, Identification of a secretory protein ¢c190rf10 activated in hepatocellular carcinoma). La
proteina producida recombinantemente ha mostrado un efecto de incremento de la proliferacion en células de
carcinoma hepatocelular en cultivo. Se indica que C190rf10 también se ha denominado IL-25, IL-27 e IL-27W, ya que
originalmente se consideré que era una interleuquina. Sin embargo, los términos «IL-25» e «IL-27» se han utilizado
inconsistentemente en la técnica y se ha utilizado para designar una diversidad de diferentes proteinas. Por ejemplo,
el documento n.° US 2004/0185049 se refiere a una proteina como IL-27 y da a conocer su utilizacién en la modulacién
de la respuesta inmunitaria. Esta proteina es estructuralmente diferente del Factor 1 (comparese la secuencia de
aminoacidos del Factor 1 segin la SEC ID n.° 1 con la secuencia de aminoacidos de «IL-27» segun UniProt: Q8NEV9).
Anélogamente, el documento n.° EP 2 130 547 A1 se refiere a una proteina como IL-25 y da a conocer su uso en el
tratamiento de la inflamacién. Esta proteina también se ha denominado en la técnica «IL-17E» y es estructuralmente
diferente del Factor 1 (comparese la secuencia de aminoécidos del Factor 1 segln la SEC ID n.° 1 con la secuencia
de aminoacidos de «IL-25» segln UniProt: Q9H293).
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La secuencia de aminoacidos del Factor 2 humano est4 codificada en el marco de lectura abierto 63 en el cromosoma
humano 18 (C190f63). La proteina fue descrita en 2009 como nuevo factor de secreciéon INM0O2 (Wang et al., Journal
of Endocrinology 2009, Molecular cloning of a novel secreted peptide, INM02, and regulation of its expression by
glucose). Se mostré la presencia de la proteina en suero humano utilizando anticuerpo policlonales. Ademas, se ha
mostrado una correlacién entre la expresion de la proteina en MING en cultivo (células beta), asi como islotes
pancreéticos de rata aislados, y la concentracion de glucosa en el medio. El anélisis de la correlacién entre la diabetes
y la expresién de INM2 no ha proporcionado resultados significativos. Una solicitud de patente correspondiente
reivindica la produccién de anticuerpos policlonales contra la proteina y la utilizacién para el tratamiento de la diabetes
mellitus (documento n.°® CN 200910055490, Novel polyclonal antibody of secretive peptide INMO02 and preparation
method thereof).

Otra publicacién cientifica ha descrito la proteina como el nuevo factor de secrecién hHSS1 (por sus siglas en inglés,
factor secretado 1 humano que contiene péptido de sefial hematopoyética) (Junes-Gill et al., J Neurooncol, 2011,
hHSS1: a novel secreted factor and suppressor of glioma growth located at chromosome 19913.33). Los datos
publicados muestran la expresiéon de hHSS1 en células madre del sistema hematopoyético y sugieren una funcién
como supresor tumoral en la génesis de determinados tumores cerebrales (gliomas). Una solicitud de patente
correspondiente reivindica la utilizacion de hHSS1 en el tratamiento de tumores cerebrales (documento n.°
WO2011/094446 A1, A method for treating brain cancer using a novel tumor suppressor gene and secreted factor).

El documento n.° US 2004/185049 A1 se refiere a métodos para modular la respuesta inmunitaria en un animal
mediante la administraciéon de un agente que interactta con el receptor de WSX-1 sobre las células T CD-4* y CD-8".
Dicha solicitud de patente no se refiere a la proteina de SEC ID n.° 1 0 n.° 2 tal como se da a conocer en la presente
memoria.

El documento n.° EP 2 130 547 A1 se refiere al tratamiento de enfermedades asociadas a la respuesta de citoquinas
inflamatorias que resulta de células CD-14* y muestra que los monocitos responden a IL-25 mediante la regulacién
negativa de la expresidén de citoquinas inflamatorias inducida por diversos estimulos inflamatorios. Dicha solicitud de
patente no se refiere a la proteina de SEC ID n.° 1 0 n.° 2 tal como se da a conocer en la presente memoria.

El documento n.° WO 02/081681 A1 no da a conocer ningln dato biolégico sobre las indicaciones a las que se hace
referencia y se ha mostrado posteriormente que la presunta capacidad de potenciar la proliferacidén de células linfoides
no era reproducible.

El documento n.° KR 2012/0095063 se refiere a una composicién que comprende p53 e IL-27 para la utilizacién en la
prevencién o tratamiento de enfermedades inmunitarias. La proteina IL-27 utilizada no presenta ninguna similitud con
la presente SEC ID n.° 1.

El documento n.° US 2004/214229 da a conocer un péptido identificado después de inducir una sepsis artificial en
babuinos, pero no da a conocer ningun dato experimental sobre ninguna aplicacién médica de dicho péptido.

El documento n.° WO 98/11217 A1 da a conocer proteinas que presentan secuencias de sefial secretoria, que
supuestamente pueden utilizarse para un vasto nimero de aplicaciones. Sin embargo, dicha publicacién no se
correlaciona con el polipéptido de la presente SEC ID n.° 1, ya que da a conocer una sefial putativa que es un anélogo
de KDEL para dicha proteina.

Descripcién resumida de la invencién

La invencién se expone en el juego de reivindicaciones adjunto. En particular, la presente invencién proporciona en
un primer aspecto una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n.° 1, o un fragmento
0 una variante de la misma, para la utilizacién como un medicamento. Dicho fragmento o variante presenta una
identidad de secuencia de por lo menos 90 % respectoa SEC ID n.° 1 a lo largo de toda la longitud de SEC ID n.° 1,
y el fragmento o variante muestra potencial antiapoptético y protege las células o tejidos de la muerte celular
apoptética, en donde el potencial antiapoptético es por lo menos 50 % del potencial apoptético de la proteina con la
secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n.° 1.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona &cidos nucleicos codificantes de las proteinas segun el primer
aspecto para la utilizacién como un medicamento.

En un tercer aspecto, la invencidn proporciona vectores que comprenden el 4cido nucleico del segundo aspecto para
la utilizacién como un medicamento.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas: para la utilizacibn como un
medicamento, en donde dicha composicién comprende la proteina para la utilizacidén tal como se define en la presente
memoria, el 4cido nucleico para la utilizacién tal como se define en la presente memoria o el vector para la utilizacién
tal como se define en la presente memoria, y opcionalmente un excipiente farmacéutico adecuado.
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Se dan a conocer aspectos y realizaciones adicionales en el juego de reivindicaciones adjunto.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1: se cultivaron células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC, por sus siglas en inglés) y células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC, por sus siglas en inglés) durante 24 horas en medio minimo en
ausencia (control) o presencia de FCS al 10 %, VEGF-A recombinante humano (R&D Systems) o diferentes
concentraciones de Factor 1 humano recombinante (secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n.° 2) o Factor 2
(secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n.° 4), tal como se indica. (A) Se midié la proliferacion de HCAEC
mediante incorporaciéon de bromodesoxiuridina. (B) Se evalué la migracion de HCAEC tras lesionar una monocapa
confluyente de células endoteliales con una punta de pipeta. (C) Se evalué la formacién de una red de HUVEC en
células cultivadas sobre Matrigel reducido en factores de crecimiento. N=3-5 experimentos independientes por
condicién; *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001 vs. control.

Figura 2: se aislaron cardiomiocitos ventriculares a partir de ratas Sprague-Dawley de 1 a 3 dias de edad mediante
centrifugacién en gradiente de densidad de Percoll. Se expusieron los cardiomiocitos a isquemia simulada durante
180 min (medio sin glucosa que contenia 2-desoxiglucosa en atmésfera de 5 % de CO2/95 % de N) seguido de
reperfusién simulada durante 60 min (hnuevamente en medio que contenia glucosa en aire en 5 % de CO./95 %
aire ambiente) en ausencia (control) o en presencia de GDF-15 humano recombinante o diferentes
concentraciones de Factor 1 de ratén recombinante (secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n.° 13), tal como
se indica. Se evalu6 la muerte celular mediante marcaje in situ de extremos con dUTP mediado por TdT (TUNEL,
por sus siglas en inglés). N=3 experimentos independientes por condicién; *P<0,05 vs. control.

Figura 3: se clonaron ADNc de Factor 1 o Factor 2 de ratén (4cidos nucleicos segun las SEC IDn.° 7y n.°10) en
adenovirus deficientes para la replicacion. Como control se utilizé un adenovirus deficiente en replicacion
codificante de galactosidasa (lacZ). Se anestesiaron ratones C57BL/6 macho de 10 a 12 semanas de edad y se
ventilaron con isoflurano y sometieron a ligacién permanente de la arteria coronaria descendente anterior izquierda
(DAl). Se inyectaron virus en la cavidad ventricular izquierda (V1) inmediatamente después de la ligacién DAI. (A)
Se evalud la funcién sistélica ventricular izquierda (cambio de superficie fraccional, FAC, por sus siglas en inglés)
mediante ecocardiografia transtoracica 28 dias después de la ligacién DAI. (B) Se cuantificé la densidad capilar
positiva para isolectina en la zona marginal del infarto mediante microscopia fluorescente 28 dias después de la
ligacién DAI. *P<0,05, **P<0,01 vs. control Ad. lacZ

Figura 4: se anestesiaron ratones C57BL/6 macho de 10 a 12 semanas de edad y se ventilaron con isoflurano y
sometieron a ligacién transitoria de la arteria coronaria descendente anterior durante 1 hora seguido de reperfusion
durante 28 dias. Los ratones recibieron una Unica inyeccién s.c. de Factor 1 de ratdn recombinante (secuencias
de aminoécidos segun la SEC ID n.° 13) o Factor 2 (secuencia de aminoacidos segln la SEC ID n.° 24) en el
momento de la reperfusidén. A lo anterior siguidé una infusién s.c. continua durante 7 dias de Factor 1 o Factor 2
recombinante. Los ratones de control recibieron una infusion de PBS. (A) Se evalué la funcién sistélica ventricular
izquierda (cambio de superficie fraccional, FAC) mediante ecocardiografia transtoracica 28 dias después de la
reperfusion. (B) Se cuantificé la densidad capilar positiva para isolectina en la zona marginal del infarto mediante
microscopia fluorescente 28 dias después de la reperfusién. *P<0,05, **P<0,01 vs. control de PBS.

Figura 5: se anestesiaron ratones C57BL/6 macho de 10 a 12 semanas de edad y se ventilaron con isoflurano (al
1-2 %) y sometieron a ligacién transitoria de la arteria coronaria descendente anterior izquierda durante 1 hora,
seguido de reperfusién durante 28 dias. Los ratones recibieron una Unica inyeccidn s.c. de Factor 1 o Factor 2
recombinante de ratén (SEC ID n.° 13 y n.° 24, respectivamente) en el momento de la reperfusion (se inyecté PBS
en los ratones de control). A lo anterior siguidé una infusién s.c. continua durante 7 dias de Factor 1 o Factor 2
recombinante. Los ratones de control recibieron una infusién de PBS. Se realizé una inspeccién diaria de los
ratones durante 28 dias para evaluar la supervivencia postinfarto.

Figura 6: los homdblogos de secuencia de la proteina codificada por C190rf10 humana se buscaron con el algoritmo
BLASTP. A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron ejemplos de diferentes especies de vertebrado,
principalmente de mamifero, aunque también un ejemplo de anfibio, ave y pez. Las secuencias de aminoacidos
seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo CLUSTALW?2. Las identidades entre todas las especies
alineadas estan marcadas con «*»; las posiciones de aminoacido mas altamente conservadas, es decir, que solo
muestras sustituciones conservadoras, estdn marcadas con «»; las posiciones de aminoacido altamente
conservadas estdn marcadas con «.».

Figura 7: los homdblogos de secuencia de la proteina codificada por C190rf10 humana se buscaron con el algoritmo
BLASTP. A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron ejemplos de diferentes especies de vertebrado,
principalmente de mamifero, aunque también un ejemplo de anfibio, ave y pez. Las secuencias de aminoacidos de
mamifero seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo CLUSTALW?2. Las identidades entre todas las
especies alineadas estan marcadas con «*»; las posiciones de aminoacido més altamente conservadas, es decir,
que solo muestras sustituciones conservadoras, estdn marcadas con «:»; las posiciones de aminoacido altamente
conservadas estdn marcadas con «.».

Figura 8:los homdblogos de secuencia de la proteina codificada por las variante de procesamiento HSS1 de
C190rf63 humana se buscaron con el algoritmo BLASTP. A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron
ejemplos de diferentes especies de vertebrado, principalmente de mamifero, aunque también una secuencia de
anfibio y de pez. Las secuencias de aminoécidos seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo CLUSTALW?2.
Las identidades entre todas las especies alineadas estan marcadas con «*»; las posiciones de aminoacido mas
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altamente conservadas, es decir, que solo muestras sustituciones conservadoras, estdn marcadas con «:»; las
posiciones de aminoacido altamente conservadas estan marcadas con «.».

Figura 9:los homdblogos de secuencia de la proteina codificada por las variante de procesamiento HSS1 de
C190rf63 humana se buscaron con el algoritmo BLASTP. A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron
ejemplos de diferentes especies de vertebrado, principalmente de mamifero, aunque también una secuencia de
anfibio y de pez. Las secuencias de aminoacidos de mamifero seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo
CLUSTALW?2. Las identidades entre todas las especies alineadas estadn marcadas con «*»; las posiciones de
aminoécido mas altamente conservadas, es decir, que solo muestras sustituciones conservadoras, estan
marcadas con «:»; las posiciones de aminoéacido altamente conservadas estdn marcadas con «.».

Figura 10: los homdlogos de secuencia de la proteina codificada por la variante de procesamiento HSS1 de
C190rf63 humana se buscaron con el algoritmo BLASTP. A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron
ejemplos de diferentes especies de vertebrado, principalmente de mamifero, aunque también una secuencia de
anfibio y de pez. Las secuencias de aminoacidos seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo CLUSTALW?2.
Las identidades entre todas las especies alineadas estan marcadas con «*»; las posiciones de aminoacido mas
altamente conservadas, es decir, que solo muestras sustituciones conservadoras, estdn marcadas con «:»; las
posiciones de aminoacido altamente conservadas estan marcadas con «.».

Figura 11:los homdlogos de secuencia de la proteina codificada por la variante de procesamiento HSS1 de
C190rf63 humana se buscaron con el algoritmo BLASTP. A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron
ejemplos de diferentes especies de vertebrado, principalmente de mamifero, aunque también una secuencia de
anfibio y de pez. Las secuencias de aminoacidos de mamifero seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo
CLUSTALW?2. Las identidades entre todas las especies alineadas estadn marcadas con «*»; las posiciones de
aminoécido mas altamente conservadas, es decir, que solo muestras sustituciones conservadoras, estan
marcadas con «:»; las posiciones de aminoacido altamente conservadas estdn marcadas con «.».

Figura 12: muestra el efecto de los anticuerpos especificos de Factor 1 y de Factor 2 sobre la proliferacién de las
HCAEC estimuladas con Factor 1 recombinante (panel A) y Factor 2 recombinante (panel B). Los datos son de
medias + SEM de 3 a 6 experimentos. Panel A: #P<0,05, ##P<0,01 vs. control no estimulado (columna de la
izquierda) *P<0,05, **P<0,01 vs. Factor 1 sin anticuerpo; Panel B: ##P<0,01 vs. control no estimulado (columna
méas a la izquierda) *P<0,05, **P<0,01 vs. Factor 2 sin anticuerpo.

Descripcién detallada de la invencién

Antes de describir en detalle la presente invencidn a continuacién, debe entenderse que la presente invencién no se
encuentra limitada a la metodologia, protocolos y reactivos particulares indicados en la presente memoria, ya que
pueden variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria presenta el propésito
de describir realizaciones particulares Unicamente, y que no pretender ser limitativa del alcance de la presente
invencién, que se encuentra limitada exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se indique lo
contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria presentan los mismos significados
entendidos cominmente por el experto ordinario en la materia.

Definiciones

Preferentemente, los términos utilizados en la presente memoria se definen tal como se describen en "A multilingual
glossary of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)', H.G.W. Leuenberger, B. Nagel y H. Kélbl, Eds.,
Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basel, Suiza (1995).

Para la puesta en practica de la presente invencién, a menos que se indique lo contrario, se utilizan métodos
convencionales de quimica, bioquimica y biologia celular, y técnicas de ADN recombinante, los cuales se explican en
la literatura del campo (ver, p. €j., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a edicién, J. Sambrook et al. eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989). Ademas, se utilizan métodos convencionales de
cardiologia clinica que también se explican en la literatura del campo (ver, p. ej., Braumvald's Heart Disease. A
Textbook of Cardiovascular Medicine, 9a edicién, P. Libby et al. eds., Saunders Elsevier Philadelphia, 2011).

A lo largo de toda la presente especificacion y en las reivindicaciones siguientes, a menos que el contexto indique lo
contrario, el término "comprende” y variaciones tales como "comprendiendo”, se entenderé que implican la inclusién
de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas indicado y no la exclusién de cualquier otro nimero
entero, etapa o grupo de nimeros enteros o etapas. Tal como se utiliza en la presente especificacién y en las

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

Se entiende que las moléculas de acidos nucleicos son macromoléculas poliméricas constituidas de monémeros
nucleétidos. Los mondémeros de nucleétido estdn compuestos de una nucleobase, un azlcar de cinco carbonos (tal
como, aunque sin limitacién, ribosa o 2’-desoxirribosa), y uno a tres grupos fosfato. Habitualmente, se forma un
polinucleétido mediante enlaces fosfodiéster entre los monémeros nucleétido individuales. En el contexto de la
presente invencidn, las moléculas de acidos nucleicos a las que se hace referencia incluyen, aunque sin limitacién,
acido ribonucleético (ARN) y acido desoxirribonucleico (ADN). Los términos «polinucleétido» y «acido nucleico» se
utilizan intercambiablemente en la presente memoria.
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La expresién «marco de lectura abierto» (ORF, por sus siglas en inglés), se refiere a una secuencia de nucleétidos
que puede traducirse en aminoéacidos. Habitualmente, dicho ORF contiene un codén de inicio, una regidén siguiente
que habitualmente presenta un tramo que es un multiplo de 3 nucleétidos, aunque no contiene un codén de parda
(TAG, TAA TGA, UAG, UAA o UGA) en el marco de lectura proporcionado. Habitualmente, las ORF ocurren
naturalmente o se construyen artificialmente, es decir, por medios tecnolégicos de manipulacién génica. Un ORF
codifica una proteina en la que los aminoacidos en que puede traducirse forman una cadena de péptidos unidos.

Los términos «proteina» y «polipéptido» se utilizan intercambiablemente en la presente memoria y se refieren a
cualquier cadena unida mediante enlaces peptidicos de aminoacidos, con independencia de la longitud o las
modificaciones post-traduccionales. Las proteinas utilizables en la presente invencién (incluyendo derivados de
proteinas, variantes de proteina, fragmentos de proteina, segmentos de proteina, epitopos de proteina y dominios de
proteina) pueden modificarse adicionalmente mediante modificacion quimica. Lo anterior significa que dicho
polipéptido modificado quimicamente comprende otros grupos quimicos aparte de los 20 aminoacidos naturales. Entre
los ejemplos de dichos otros grupos quimicos se incluyen, aunque sin limitacién, aminoacidos glucosilados y
aminoécidos fosforilados. Las modificaciones quimicas de un polipéptido pueden proporcionar propiedades ventajosas
en comparacion con el polipéptido parental, p. €j., uno 0 més de estabilidad mejorada, semivida biolégica incrementada
o solubilidad en agua incrementada. Entre las modificaciones quimicas aplicables a las variantes utilizables en la
presente invenciéon se incluyen, aunque sin limitacion: PEGilacién, glucosilacion de polipéptidos parentales no
glucosilados, acoplamiento covalente con moléculas pequefias terapéuticas, como agonistas de péptido de tipo
glucagén 1, incluyendo exenatida, albiglutida, taspoglutida, inhibidores de DPP4, incretina y liraglutida, o la
modificacién del patrén de glucosilacion presente en el polipéptido parental. Dichas modificaciones quimicas aplicables
a las variantes utilizables en la presente invencién pueden ocurrir co- o post-traduccionalmente.

El término «amino&cido» comprende aminoécidos naturales, asi como derivados de aminoécidos. Un aminoacido no
aromatico hidrofébico en el contexto de la presente invencidn es preferentemente cualquier aminoacido que presente
un indice de hidropatia de Kyte-Doolittle superior a 0,5, mas preferentemente superior a 1,0, todavia més
preferentemente superior a 1,5y que no es aromético. Preferentemente, un aminoéacido no aromatico hidrofébico en
el contexto de la presente invencién se selecciona del grupo que consiste en los aminoacidos alanina (indice de
hidropatia de Kyte-Doolittle de 1,8), metionina (indice de hidropatia de Kyte-Doolittle de 1,9), isoleucina (indice de
hidropatia de Kyte-Doolittle de 4,5), leucina (indice de hidropatia de Kyte-Doolittle de 3,8) y valina (indice de hidropatia
de Kyte-Doolittle de 4,2) o derivados de los mismos que presenta un indice de hidropatia de Kyte-Doolittle tal como se
ha definido anteriormente.

El término «post-traduccional» utilizado en la presente memoria se refiere a sucesos que ocurren después de la
traduccién de un triplete de nucledtidos en aminoacido y la formacién de un enlace peptidico con el aminoécido
precedente en la secuencia. Dichos sucesos posteriores a la traduccién pueden ocurrir después de que se haya
formado todo el polipéptido o ya durante el proceso de traduccién en aquellas partes del polipéptido que ya se han
traducido. Los sucesos post-traduccionales normalmente alteran o modifican las propiedades quimicas o estructurales
del polipéptido resultante. Entre los ejemplos de sucesos post-traduccionales se incluyen, aunque sin limitacién,
sucesos tales como la glucosilacién o al fosforilacién de aminoécidos, o el corte de la cadena peptidica, p. €], por una
endopeptidasa.

El término «cotraduccional» utilizado en la presente memoria se refiere a sucesos que ocurren durante el proceso de
traduccién de un triplete de nucleétidos en una cadena de aminoécidos. Dichos sucesos normalmente alteran o
modifican las propiedades quimicas o estructurales de la cadena de aminoacidos resultante. Entre los ejemplos de
sucesos cotraduccionales se incluyen, aunque sin limitacién, sucesos que pueden detener el proceso de traduccién
por completo, o interrumpir la formacién de enlace peptidica, resultando en dos productos de traduccién discretos.

El término «variante» se utiliza en la presente memoria para referirse a un polipéptido que difiere en la comparacion
con el polipéptido o fragmento del mismo del que se ha derivado, por uno o mas cambios en la secuencia de
aminodacidos. El polipéptido del que se deriva una variante de proteina también se conoce como polipéptido parental.
De manera similar, el fragmento del que se deriva una variante de fragmento de proteina se conoce como fragmento
parental. Normalmente, se construye una variante artificialmente, preferentemente por medios tecnolégicos de
manipulacién génica. Normalmente, el polipéptido parental es una proteina de tipo salvaje o un dominio proteico de
tipo salvaje. Ademés, las variantes utilizables en la presente invencién también pueden derivarse de homdlogos,
ortélogos o paralogos del polipéptido parental o de una variante construida artificialmente, con la condicién de que la
variante muestre por lo menos una actividad biolégica del polipéptido parental. Los cambios en la secuencia de
aminodacidos pueden ser intercambios, inserciones, deleciones, truncados N-terminales o truncados C-terminales de
aminodacidos, o cualquier combinacién de dichos cambios, puede ocurrir en uno o en varios sitios. Una variante
utilizable en la presente invencién muestra un nimero total de hasta 100 (hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100,) cambios en la secuencia de aminoacidos (es decir,
intercambios, inserciones, deleciones, truncados N-terminales y/o truncados C-terminales). Los intercambios de
aminoécidos pueden ser conservadores, y/o semiconservadores y/o no conservadores. Una variante utilizable en la
presente invencién puede diferir de la proteina o dominio del que se ha derivado en hasta 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
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11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 intercambios de aminoacidos, preferentemente cambios
de aminoécido conservadores.

Las sustituciones habituales son entre aminoacidos alifaticos, entre aminoécidos que presentan cadenas laterales
hidroxilo alifaticas, entre los aminoacidos que presentan residuos acidos, entre los derivados de amida, entre los
aminoécidos con residuos basicos, o entre los aminoacidos que presentan residuos aromaticos. Las sustituciones
semiconservadoras y conservadoras habituales son:

Aminoacido Sustitucién conservadora Semiconservadora
A G, ST N; V; C

C A V: L M; I, F; G

D E;N;Q AS T KR H

E D, Q;N AS T KR H

F W:Y; L, M; H I V; A

G A SN, T;D; E;N; Q
H Y;F. KR L: M; A

I VL, M A F.Y, W, G

K R:H D;E;N;Q;S; T, A

L M; I, V: A F:Y:W: H; C

M LIV, A F:Y:W.; C;

N Q D,E; S, T,A G KR
P V| LAMWY: S T.C F
Q N D;E;AST LMKR
R K:H N, Q S, T,D, E A
S A T.G N D;E;R K

T A;S;G; N,V D;E R; K I

\' A Ll M;T;C; N

W F: Y. H LM IV, C

Y F: W, H L:M; IV C

El cambiode A, F, H, I, L, M, P, V, W oY a C es semiconservador en el caso de que la nueva cisteina permanezca
como un tiol libre. Ademés, el experto en la materia apreciara que las glicinas en posiciones estéricamente exigentes
no deben sustituirse y que no debe introducirse P en partes de la proteina que presenten una estructura alfa-helicoidal
o de lamina beta.

Alternativa o adicionalmente, una «variante» tal como se utiliza en la presente memoria, puede caracterizarse por un
determinado grado de identidad de secuencia respecto al polipéptido parental o polinucleétido parental del que se ha
derivado. Mas exactamente, una variante de proteina en el contexto de la presente invencién muestra una identidad
de secuencia de por lo menos 90 % respecto a su polipéptido parental. La expresion «identidad de secuencia de por
lo menos 90 %» se utiliza en toda la especificacion con respecto a comparaciones de secuencias de polipéptido y de
polinucleétido. Dicha expresién preferentemente se refiere a una identidad de secuencias de por lo menos 90 %, por
lo menos 91 %, por lo menos 92 %, por lo menos 93 %, por lo menos 94 %, por lo menos 95 %, por lo menos 96 %,
por lo menos 97 %, por lo menos 98 %, o por lo menos 99 %, respecto al polipéptido de referencia respecto o respecto
al polinucleétido de referencia respectivo.

Los fragmentos de proteinas comprenden deleciones de aminoéacidos, que pueden ser truncados N-terminales,
truncados C-terminales o deleciones internas o cualquier combinacién de ellas. Dichas variantes que comprenden
truncados N-terminales, truncados C-terminales y/o deleciones internas se denominan «fragmentos» en el contexto
de la presente solicitud. Un fragmento puede ser natural (p. ej., variantes de corte y empalme) o puede construirse
artificialmente, preferentemente por medios de tecnologia de manipulacién génica. Preferentemente, un fragmento (o
variante por delecién) presenta una delecién de hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 0 50
aminoécidos en su extremo N-terminal y/o en su extremo C-terminal y/o internamente en comparacién con el
polipéptido parental, preferentemente en su extremo N-terminal, en sus extremos N-terminal y C-terminal, o en su
extremo C-terminal.

En el caso de que se comparen dos secuencias y no se especifique la secuencia de referencia en comparacién con
la cual se va a calcular el porcentaje de identidad de secuencia, la identidad de secuencia se calculara en referencia
a la secuencia més larga de las dos secuencias que van a compararse, en caso de que no se indique especificamente
lo contrario.

La similitud de secuencias de nucleétidos y de aminoacidos, es decir, el porcentaje de identidad de secuencia, puede
determinarse mediante alineaciones de secuencias. Dichas alineaciones pueden llevarse a cabo con varios algoritmos
conocidos de la técnica, preferentemente con el algoritmo matemético de Karlin y Altschul (Karlin y Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), con hmmalign (paquete HMMER, http://hmmer.wustl.edu/) o con el
algoritmo CLUSTAL (Thompson, J. D., Higgins, D. G. y Gibson, T. J. (1994) Nucleic Acids Res. 22, 4673-80) o el
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algoritmo CLUSTALW?2 (Larkin MA, Blackshields G, Brown NP, Chenna R, McGettigan PA, McWilliam H, Valentin F,
Wallace IM, Wilm A, Lopez R, Thompson JD, Gibson TJ, Higgins DG. (2007). Clustal W y Clustal X versién 2.0.
Bioinformatics, 23, 2947-2948) que estdn disponibles en, p. ej, hitp://npsa-pbil.ibcp.fricgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html or on  http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html.
Preferentemente, se utiliza el algoritmo CLUSTALW2 en http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html con los
parametros por defecto tal como se indica en http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html: tipo de alineacién=lenta,
matriz de pesos de proteina=Gonnet, hueco abierto=10, extensiéon de hueco=0,1 para las opciones de alineacién por
pares lenta y matriz de pesos de proteina=Gonnet, hueco abierto=10, extensién de hueco=0,20, distancias de
hueco=5, ningln hueco terminal=no; Opciones de salida: formato=Aln con numeros, Orden=alineado.

El grado de identidad de secuencia (correspondencia de secuencias) puede calcularse utilizando, p. ej., BLAST, BLAT
o BlastZ (o BlastX). Un algoritmo similar se incorpora en los programas BLASTN y BLASTP de Altschul et al. J. Mol.
Biol. 215: 403-410. Se llevan a cabo busquedas BLAST de proteians con el programa BLAST disponible en, p. €j,,
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&P
AGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=blasthome. Los parametros de algoritmo preferentes
son los parametros por defecto tal como se indican en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. cgi
?PROGRAM=blastp&BLAS T _PROGRAMS=blastp&P
AGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=blasthome: Umbral esperado=10, tamafio de
palabra=3, max de correspondencias en un intervalo de busqueda=0, matriz=BLOSUMG2, costes de
hueco=Existencia: 11 Extensién: 1, ajustes composicionales=ajuste condicional de la matriz de puntuacion
compositiva junto con la base de datos de secuencias de proteina no redundantes (nr) para obtener secuencias de
aminoécidos homoélogas a los polipéptidos Factor 1 y Factor 2.

Para obtener alineaciones con huecos con fines comparativos, se utilizé Gapped BLAST, tal como se describe
en Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402. Al utilizar los programas BLAST y Gapped BLAST, se
utilizaron los parametros por defecto de los programas respectivos. El analisis de correspondencia de secuencias
puede complementarse con técnicas establecidas de mapeado de homologias, tales como Shuffle-LAGAN (Brudno
M., Bioinformatics 2003b, 19 Suppl 1:154-162) o los campos aleatorios de Markov. En donde se hace referencia a
porcentajes de identidad de secuencia en la presente solicitud, dichos porcentajes se calculan en relacién con la
longitud total de la secuencia mas larga, en caso de que no se indique especificamente lo contrario.

La expresion «célula huésped» tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una célula que contiene un
acido nucleico de la invencion (p. €j., un plasmido o virus). Dicha célula huésped puede ser una célula procaribtica (p.
ej., una célula bacteriana) o una célula eucariética (p. ej., una célula fungica, vegetal o animal). La célula puede ser
una célula transformada o no transformada. La célula puede ser una célula aislada, por ejemplo en un cultivo celular
o parte de un tejido, que puede estar aislada ella misma o ser parte de una estructura de organizacién mas compleja,
tal como un érgano o un individuo.

Los términos «Factor 1», «proteina Factor 1» o «polipéptido Factor 1» se utilizan intercambiablemente y se refiere a
la proteina indicada en la secuencia de referencia del NCBI, NM_019107.3 (homélogo humano), asi como sus
homdélogos de mamifero, en particular de ratén o rata. La secuencia de aminoéacidos del homdlogo humano esta
codificada en el marco de lectura abierto 10 en el cromosoma humano 19 (C190rf10). Preferentemente, la proteina
Factor 1 se refiere a una proteina, que comprende, esencialmente consiste o consiste en un segmento central del
Factor 1 humano que presenta la secuencia de aminoacidos segin SEC ID n.° 1. En una realizacién mas preferente,
la proteina Factor 1 presenta la secuencia de aminoacidos segin SEC ID n.° 2.

Los términos «Factor 2», «proteina Factor 2» o «polipéptido Factor 2» se utilizan intercambiablemente y se refieren a
la proteina indicada en la secuencia de referencia del NCBI, NM_175063.4 (homélogo humano), asi como sus
homdélogos de mamifero, en particular de ratén o rata. La secuencia de aminoécidos del Factor 2 humano esta
codificada en el marco de lectura abierto 63 en el cromosoma humano 19 (C190rf63). Preferentemente, la proteina
Factor 2 se refiere a una proteina, que comprende, esencialmente consiste o consiste en un segmento central del
Factor 2 humano que presenta la secuencia de aminoacidos segin SEC ID n.° 3. La proteina Factor 2 puede presentar
la secuencia de aminoacidos segun SEC ID n.° 4 y 5, respectivamente. Particularmente, la proteina Factor 2 es la
forma secretada, que preferentemente presenta la secuencia de aminoacidos segin SEC ID n.° 4.

Las expresiones «tejido no transformado» o «células no transformadas» se refieren a tejido y células que muestran
los parametros fisiol6gicos de una célula o tejido no canceroso o tumorigénico comparable. Dichos parametros son,
por ejemplo, aunque sin limitarse a ellos, control del ciclo celular, tasa de divisién celular, inhibicién por contacto,
crecimiento independiente de anclaje o metabolismo. Una célula o tejido no canceroso o tumorigénico comparable
puede ser sano, lesionado o enfermo.

El término «curacién» comprende la regeneracidn y reparaciéon de células, tejidos, érganos y sistemas biolégicos vivos
como un todo y la reanudacién parcial o completa del funcionamiento normal. En el caso de tejido, érganos o un
sistema biol6gico como un todo, comprende el proceso por el que las células en el cuerpo se regeneran y reparan par
reducir el tamafio de la zona lesionada o necroética y sustituirla por nuevo tejido vivo. La sustitucién puede ocurrir, por
ejemplo, mediante regeneracion en la que las células necréticas son sustituidas por nuevas células que forman tejido
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similar al presente originalmente, o mediante reparacién en la que el tejido lesionado se sustituye por tejido cicatricial.
Debido a que la regeneracién es el proceso que resulta en la reanudacién parcial o completa del funcionamiento
normal, es la variante preferente en el proceso de curacién. Por lo tanto, el término curacién en el contexto dela
presente invencién comprende todos los procesos que combinaria un experto en la materia con este término, aunque
preferentemente deberian promoverse los procesos regenerativos en lugar de los procesos que conducen a la
produccién de tejido no funcional tal como, por ejemplo, tejido cicatricial. El término curacién en el contexto de la
presente invencidén también se refiere preferentemente a la promocién de la proliferacién, migracién, formacién de red
y angiogénesis.

La expresién «que incrementa la proliferacién» se refiere a un incremento de la tasa de divisién celular de una célula
o grupo de células, en comparacidén con células o grupos de células no tratados con las proteinas, acidos nucleicos,
vectores o composiciones farmacéuticas: de la invencion. Es bien conocido de la téchica como medir la tasa de division
celular de las células, p. ej., mediante el recuento de las células mitéticas mediante FACS.

La expresién «inhibicidn de la apoptosis» se refiere a la capacidad de las proteinas, acidos nucleicos, vectores o
composiciones farmacéuticas de la invencién de evitar que una célula o grupo de células entre en apoptosis bajo
condiciones en las que las células o grupos de células de control entran en apoptosis. Es bien conocido por el experto
en la materia cdmo medir si una célula experimenta apoptosis, p. €j., mediante el ensayo TUNEL.

La descripcién de las realizaciones comprende definiciones y explicaciones adicionales de los términos utilizados a lo
largo de toda la solicitud. Dichas descripciones y realizaciones son vélidas para toda la solicitud, a menos que se
indique lo contrario.

Realizaciones

A continuacién, se describen los elementos de la presente invencidn. Dichos elementos se enumeran con realizaciones
especificas; sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en cualquier nimero para
crear realizaciones adicionales. Los ejemplos y realizaciones preferentes diversamente descritos no deben
interpretarsae como limitativos de la presente invencién a solo las realizaciones descritas explicitamente. La presente
descripcién debe entenderse que apoya y comprende realizaciones que combinan las realizaciones descritas
explicitamente con cualquier nimero de los elementos dados a conocer y/o preferentes. Ademas, cualesquiera
permutaciones y combinaciones de todos los elementos descritos en la presente solicitud deben considerarse dadas
a conocer mediante la descripcién de la presente solicitud, a menos que el contexto indique lo contrario.

En un primer aspecto, la invencién proporciona una proteina comprende una proteina Factor 1 con la secuencia de
aminoécidos segin SEC ID n° 1 o un fragmento o una variante de la misma, que presenta una identidad de secuencia
de por lo menos 90 % respecto a SEC ID n.° 1 en toda la longitud de SEC ID n.° 1, para la utilizacién como un
medicamento. En una realizacién particularmente preferente de la invencién, la proteina comprende la secuencia de
aminoécidos SEC ID n.° 1 o un fragmento de la misma. Preferentemente, la proteina presenta una identidad de por lo
menos 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % respecto ala SEC IDn.° 1.

En una realizaicén preferente del presente aspecto de la invencién, la proteina comprende la secuencia de
aminoécidos SEC ID n.° 2. Los fragmentos preferentes de SEC ID n® 2 no presentan la secuencia de sefial N-
terminal MAAPSGGWNGVGASLWAALLLGAVALRPAEA (SEC ID n.° 35). El experto en la materia serd capaz de
decidir sin una carga indebida qué posiciones en el polipéptido parental pueden mutarse y en qué medida y qué
posiciones deben mantenerse para conservar la funcionalidad del polipéptido. Dicha informacién puede obtenerse,
por ejemplo, de secuencias de homéblogos que pueden identificarse, alinearse y analizarse mediante métodos
bioinforméticos bien conocidos de la técnica. Dichos anélisis se describen a modo de ejemplo en el Ejemplo 7 y los
resultados se muestran en las figuras 6 y 7. Se introducen mutaciones preferentemente en aquellas regiones de la
proteina que no estan totalmente conservadas entre especies, preferentemente en mamiferos, es decir, una o0 mas de
aquellas posiciones de aminoacidos mutadas que no estan marcadas con «*». Segun un ejemplo especifico, solo se
alteran aminoacidos que ni estan totalmente conservados (indicados con «*») o estan conservados en menor grado
(indicados mediante «:» 0 «.»). En una realizacién particularmente preferente de la invencién, una proteina Factor 1
comprende, esencialmente consiste o consiste en la secuencia de aminoacidos SEC ID n.° 2.

Dichas mutaciones pueden estar presentes en la proteina de longitud completa seglin la SEC ID n.°2 o en la proteina
que no presenta la secuencia de sefial N-terminal segtin la SEC ID n.° 1.

Las variantes por delecién N-terminales ademas de la sefial N-terminal pueden no presentar uno o mas aminoacidos
entre las posiciones de aminoacido 32 y 55 (basadas en la SEC ID n.° 2), es decir, de la regién N-terminalmente
conservada. De acuerdo con lo anterior, el extremo N-terminal de la proteina Factor 1 delecionada puede encontrarse
en la posicién 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 o 56, adicional
o alternativamente la proteina Factor 1 delecionada puede no presentar una o mas de las posiciones de amino&cido
146 a 173 (basadas en la SEC ID n.° 2), es decir, de la region C-terminalmente conservada. De acuerdo con lo anterior,
el extremo C-terminal de una proteina Factor 1 delecionada puede encontrarse en la posicién 145, 146, 147, 148, 149,
150, 151, 152, 163, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 0 172.
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La proteina del primer aspecto de la presente invenciéon puede comprender, ademas, secuencias adicionales de
aminoécidos, p. ej., para estabilizar o purificar la proteina resultante. Son ejemplos de dichos aminoacidos, las
etiquetas Hise (SEC ID n.° 36), etiquetas myc o etiquetas FLAG.

Puede resultar preferente mutar sitios de corte de proteasa dentro de la proteina del primer aspecto de la presente
invencién para estabilizar la proteina (ver Segers et al. Circulation 2007, 2011). El experto en la materia conocera
cémo determinar los posibles sitios de corte proteolitico dentro de una proteina. Por ejemplo, las secuencias de
proteina pueden enviarse a sitios web que proporcionan tales analisis, tales como, p. e€j,
http://web.expasy.org/peptide_cutter/ or http://pmap.burnham.org/proteases. En el caso de que la secuencia de
proteina segln la SEC ID n.° 2 se envie a http://web.expasy.org/peptide_cutter/ se determinaran los sitios de corte
siguientes con menor frecuencia (inferior a 10):

Tabla 1
Proteasa Frecuencia Posicién (con referencia a SEC ID n.° 2)
Proteasa Arg-C 7 27 4396 113 130 151 170
Endopeptidasa Asp-N 4 40 58 85 132
Clostripaina 7 27 4396 113 130 151 170
LysN 9 59 99 108 124 136 144 155 160 166
Prolina endopeptidasa 4 28 44 97 152

Dichos sitios pueden alterarse para eliminar la secuencia de reconocimiento/corte de la proteasa respectivamente
identificada a fin de incrementar la semivida en suero de la proteina.

Se ha mostrado que el Factor 1 y el Factor 2 presentan actividad potenciadora de la proliferacién, en particular en la
potenciacién de la angiogénesis. La proteina segun el primer aspecto puede utilizarse para potenciar la proliferacién
de tejido no transformado o células no transformadas, preferentemente la angiogénesis. De acuerdo con lo anterior,
resulta preferente que se utilice el Factor 1 en el tratamiento de enfermedades, que pueden beneficiarse de una
angiogénesis mejorada. Se ejemplifican en mayor detalle posteriormente varios ejemplos de tales enfermedades.

La potenciacion de la proliferacién implica todos los grados de potenciacion de la proliferacién de una célula o un tejido
en comparacién con una célula de control o tejido de control sin la administracién de una proteina de la invencién. La
proliferacién de una célula puede medirse, por ejemplo, mediante la incorporacién de bromodesoxiuridina, tal como se
describe en el Ejemplo 2. La proliferacién potenciada de un tejido puede determinarse, por ejemplo, mediante la
medicién del incremento del peso o tamafio del tejido respectivo, asi como mediante métodos histolégicos. Dichos
métodos son bien conocidos de la técnica, ya que muchos de ellos son métodos estdndares para aplicaciones clinicas.

En otra realizacién preferente, la proteina segun el primer aspecto es para la utilizacién en el tratamiento de las
indicaciones enumeradas en la reivindicacion 2.

La proteina segln el primer aspecto también puede utilizarse para inhibir la apoptosis de tejido no transformado o
células no transformadas. De esta manera, la proteina de la presente invencién muestra potencial antiapoptético y
protege las células o tejido frente a la muerte celular apoptética. El término «protector» o «efecto citoprotector» en el
presente contexto se refiere a la medida en que se reduce la muerte celular apoptética en las células tratadas con la
proteina Factor 1 segun la presente invencién en comparacién con un control en por lo menos 20 %, preferentemente
en por lo menos 30 %, mas preferentemente en por lo menos 40 % y todavia mas preferentemente en por lo menos
50 %, y lo mas preferentemente, en por lo menos 60 %. El experto en la materia serd capaz de evaluar la muerte
celular, por ejemplo, mediante marcaje in situ terminal a partir de muescas con dUTP mediado por TdT (TUNEL) tal
como se describe en el Ejemplo 3. Otros indicados de apoptosis son, por ejemplo, un genoma fragmentado que puede
examinarse mediante, p. ej., escalonamiento de ADN (Liu et al., 2005, Circulation 111:90-96), liberacién de citocromo
¢ o actividad de caspasa-3 (Most et al., 2003, J. Biol. Chem. 278:48404-48412). El efecto antiapoptético de un péptido
puede evaluarse in vivo en un modelo animal de insuficiencia cardiaca experimental. Por ejemplo, ratones con
disfuncidn contractil postisquémica pueden tratarse con la proteina y el tejido cardiaco de los ratones tratados y de
control puede evaluarse para la extension de los cardiomiocitos apoptéticos. El péptido puede administrarse
preferentemente por via parenteral, tal como por via intraperitoneal, intravenosa o subcutanea. Los fragmentos y
variantes de la proteina Factor 1 incluidos en la presente invencién muestran potencial antiapoptético y protegen las
células o tejidos de la muerte celular apoptética, que es por lo menos 50 %, preferentemente 60 %, preferentemente
70 %, preferentemente 80 %, preferentemente 90 % y més preferentemente por lo menos 100 % de la de una proteina
con la secuencia de aminoacidos segin SEC ID n.° 1.

También se da a conocer, aunque no forma parte de la invencién, una proteina que comprende, que consiste
esencialmente o que consiste en una proteina Factor 2, con la secuencia de aminoacidos segun SEC ID n°® 3 o un
fragmento o una variante de la misma, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80% respecto a SEC
ID n.° 3 para la utilizacién en la potenciacidén de la proliferaciéon y/o curacién de tejido no transformado o células no
transformadas. La proteina Factor 2 puede comprender la secuencia de aminoécidos SEC ID n.° 3 o un fragmento o
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una variante de la misma, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80% respecto a SEC ID n.° 3. El
experto en la materia sera capaz de decidir sin una carga indebida qué posiciones en el polipéptido parental pueden
mutarse y en qué medida y qué posiciones deben mantenerse para conservar la funcionalidad del polipéptido. Dicha
informacién puede obtenerse, por ejemplo, de secuencias de homdélogos que pueden identificarse, alinearse y
analizarse mediante métodos bioinforméticos bien conocidos de la técnica. La proteina respectiva puede comprender
la secuencia de aminoacidos SEC ID n.° 3 o un fragmento de la misma. Preferentemente, la proteina presenta una
identidad de por lo menos 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % respecto a la SEC ID
n.°3.

Dicha proteina puede comprender, ademas, secuencias adicionales de aminoécidos, p. ej., para estabilizar o purificar
la proteina resultante.

Resulta preferente mutar los sitios de corte de proteasa dentro de la proteina del primer aspecto de la presente
invencién para estabilizar la proteina. Pueden identificarse sitios de corte proteolitico adecuados tal como se ha
descrito anteriormente.

Se da a conocer, ademas, aunque no forma parte de la presente invencién, una proteina que comprende, consiste
esencialmente en o consiste en la secuencia de amino&cidos SEC ID n.° 4 o un fragmento o una variante de la misma,
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80% respecto a SEC ID n.° 4. Los fragmentos preferentes
no presentan la secuencia de sefial N-terminal MAAASAGATRLLLLLLMAVAA PSRARG’ (SEC ID n.° 37). El experto
en la materia sera capaz de decidir sin una carga indebida qué posiciones en el polipéptido parental pueden mutarse
y en qué medida y qué posiciones deben mantenerse para conservar la funcionalidad del polipéptido. Dicha
informacién puede obtenerse, por ejemplo, de secuencias de homdélogos que pueden identificarse, alinearse y
analizarse mediante métodos bioinforméticos bien conocidos de la técnica. Dichos anélisis se describen a modo de
ejemplo en el Ejemplo 8 y los resultados se muestran en las figuras 8 y 9. Se introducen mutaciones preferentemente
solo en aquellas regiones de la proteina que no estan totalmente conservadas entre especies, preferentemente en
mamiferos, es decir, una o mas de aquellas posiciones de aminoacidos mutadas que no estan marcadas con «*».
Segun un ejemplo especifico, solo se alteran aminoécidos que ni estan totalmente conservados (indicados con «*») o
estan conservados en menor grado (indicados mediante «:» 0 «.»). Resulta particularmente preferente la proteina
Factor 2 que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.° 4 o un fragmento de la misma. Preferentemente, la
proteina presenta una identidad de por lo menos 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% respecto ala SEC ID n.° 4.

Dichas mutaciones pueden estar presentes en la proteina de longitud completa seglin la SEC ID n.° 4 o en la proteina
que no presenta la secuencia de sefial N-terminal.

Las variantes por delecién N-terminales ademas de la sefial N-terminal pueden no presentar uno o mas aminoacidos
entre las posiciones de aminoacido 27 y 73 (basadas en la SEC ID n.° 4), es decir, de la regién N-terminalmente
conservada. De acuerdo con lo anterior, el extremo N-terminal de la proteina Factor 2 delecionada puede encontrarse
en la posicion 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 o 56, adicional o alternativamente la proteina Factor 1 delecionada puede no presentar una o mas de las
posiciones de aminoacido 190 a 254 (basadas en la SEC ID n.° 4), es decir, de la regién C-terminalmente conservada.
De acuerdo con lo anterior, el extremo C-terminal de la proteina Factor 2 delecionada puede encontrarse en la posicién
189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,
235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252 0 253.

Se da a conocer, ademas, aunque no forma parte de la presente invencién, una proteina que comprende, consiste
esencialmente en o consiste en la secuencia de amino&cidos SEC ID n.° 5 o un fragmento o una variante de la misma,
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80% respecto a SEC ID n.° 5. Los fragmentos preferentes
no presentan la secuencia de sefial N-terminal MAAASAGATRLLLLLLMAVAAPSRARG (SEC ID n.° 37). El experto
en la materia sera capaz de decidir sin una carga indebida qué posiciones en el polipéptido parental pueden mutarse
y en qué medida y qué posiciones deben mantenerse para conservar la funcionalidad del polipéptido. Dicha
informacién puede obtenerse, por ejemplo, de secuencias de homdélogos que pueden identificarse, alinearse y
analizarse mediante métodos bioinforméticos bien conocidos de la técnica. Dichos andlisis se describen a modo de
ejemplo en el Ejemplo 9 y los resultados se muestran en las figuras 10 y 11. Se introducen mutaciones preferentemente
solo en aquellas regiones de la proteina que no estan totalmente conservadas entre especies, preferentemente en
mamiferos, es decir, una o mas de aquellas posiciones de aminoacidos mutadas que no estan marcadas con «*».
Segun un ejemplo especifico, solo se alteran aminoacidos que ni estan totalmente conservados (indicados con «*») o
estan conservados en menor grado (indicados mediante «:» 0 «.»). Resulta particularmente preferente la proteina
Factor 2 que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.° 5 o un fragmento de la misma. Preferentemente, la
proteina presenta una identidad de por lo menos 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% respecto ala SEC ID n.° 5.

Dichas mutaciones pueden estar presentes en la proteina de longitud completa seglin la SEC ID n.° 5 o en la proteina
segun la SEC ID n° 5 que no presenta la secuencia de sefial N-terminal.
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Las variantes por delecién N-terminales ademas de la sefial N-terminal pueden no presentar uno o mas aminoacidos
entre las posiciones de aminoacido 27 y 73 (basadas en la SEC ID n.° 4), es decir, de la regién N-terminalmente
conservada. De acuerdo con lo anterior, el extremo N-terminal de la proteina Factor 2 delecionada puede encontrarse
en la posicion 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 o 56, adicional o alternativamente la proteina Factor 1 delecionada puede no presentar una o mas de las
posiciones de aminoacido 190 a 262 (basadas en la SEC ID n.° 4), es decir, de la regién C-terminalmente conservada.
De acuerdo con lo anterior, el extremo C-terminal de la proteina Factor 2 delecionada puede encontrarse en la posicién
189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,
235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257,
258, 259, 260 o 261.

Los fragmentos y variantes de la proteina Factor 1 dados a conocer anteriormente en la presente memoria muestran
potencial antiapoptético y protegen las células o tejidos de la muerte celular apoptética, que es por lo menos 50 %,
preferentemente 60 %, preferentemente 70 %, preferentemente 80 %, preferentemente 90 % y més preferentemente
por lo menos 100 % de la de una proteina con la secuencia de aminoacidos segiin SEC ID n.® 3, SEC ID n°4 o0 SEQ
ID n°® 5, lo més preferentemente SEC ID n° 3.

La proteina puede utilizarse para potenciar la proliferacién de tejido no transformado o células no transformadas.
Potenciar la proliferacién implica todos los grados de potenciacién respecto a la célula o tejido de control sin
administracién de una proteina. Los métodos experimentales para la medicién de la proliferacién se han descrito
anteriormente. Una medicién respectiva de la proliferacién para dicha proteina puede evaluarse mediante la
incorporacién de bromodesoxiuridina, que también se ha descrito en el Ejemplo 2.

La proteina puede utilizarse para la curacién de tejido no transformado o células no transformadas. Una proteina
puede mostrar ambas funciones anteriormente indicadas, es decir, potenciar la proliferacién y curar un tejido no
transformado o células no transformadas.

La proteina segun el aspecto uno puede administrarse in vivo, ex vivo o in vitro, preferentemente in vivo. Un ejemplo
en el que una proteina del primer aspecto de la invencién se administra ex vivo o in vitro es la potenciacién de la
proliferacién y/o curacién y/o inhibicién de la apoptosis con el fin de la ingenieria de tejidos, en donde se produce un
tejido para el trasplante en un individuo. Las células que se utilizan para la ingenieria de tejidos pueden derivarse del
mismo individuo, aunque también de otro individuo de la misma especie o de otra especie. El procedimiento de extraer
dichas células o tejidos y el trasplante del nuevo tejido en un individuo no estd comprendido en la invencion.

Las células no transformadas pueden ser células madre. Dichas células madre pueden ser células madre embrionarias
o células madre adultas, asi como células progenitoras. Las células pueden ser células madre omnipotentes, asi como
células madre pluripotentes.

Las células no transformadas o el tejido no transformado puede estar enfermo. Alternativamente, las células no
transformadas o el tejido no transformado esté dafiado. Segln un ejemplo, las células no transformadas o el tejido no
transformado estan dafiados y enfermos.

Las células no transformadas o el tejido no transformado pueden ser células musculares o tejido muscular. El masculo
comprende todos los tipos de musculo conocidos por el experto en la materia. Dichos muasculos son, por ejemplo, el
musculo esquelético, mlsculo liso 0 musculo cardiaco. En una realizacion preferente mas particular, el musculo es un
musculo cardiaco. Alternativamente, las células no transformadas o el tejido no transformado son células epiteliales o
tejido epitelial, o las células no transformadas o el tejido no transformado son células nerviosas o tejido nervioso.

Las células no transformadas o el tejido no transformado puede pertenecer al sistema circulatorio de un individuo.

Las células no transformadas o el tejido no transformado puede pertenecer o derivarse de un sistema definido del
cuerpo de un individuo seleccionado del grupo que comprende los sistemas digestivo, endocrino, excretorio,
inmunitario, integumentario, muscular, nervioso, reproductor, respiratorio o esquelético. Las células pueden pertenecer
a dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o la totalidad de los sistemas enumerados de un individuo.

Las células no transformadas o el tejido no transformado puede pertenecer alternativamente o derivarse de una parte
definida u érgano del cuerpo de un individuo, seleccionado del grupo que comprende: piel, hueso, corazén, cartilago,
vaso, esbéfago, estobmago, intestino, glandula, higado, rifién, pulmén, cerebro y bazo. Especificamente, las células no
transformadas o el tejido no transformado pertenecen o pueden derivarse del corazén.

En el caso de una célula no transformada dafiadas o de tejido no transformado, el dafio puede haber sido causado
por una enfermedad genética/hereditaria o de una enfermedad adquirida, resultante, por ejemplo, de isquemia, dafio
por reperfusion, inflamacién, infeccién, traumatismo, sobrecarga mecanica, intoxicacién o cirugia. Preferentemente, el
dafio esta causado por isquemia o mediante un dafio por reperfusién.

12



~
By

“ap

54

B0

2

[

ES 2986 021 T3

En el caso de una célula o tejido enfermo o dafiado, el dafio estd causado preferentemente por una enfermedad que
esta asociada a atrofia, hipoplasia, inflamacién, herida o lesién. Resulta particularmente preferente que la enfermedad
esté asociada a lesiéon. También resulta particularmente preferente que la enfermedad esté asociada a herida.

En una realizacién preferente de la presente invencién, la enfermedad es un trastorno del musculo esquelético
seleccionado del grupo que consiste en distrofia muscular, debilidad muscular, atrofia muscular, miositis, enfermedad
del nlcleo central, miopatia nemalinica (bastones), miopatia centronuclear, miopatia miotubular, miopatia miotubular
centronuclear, oftalmoplejia ocular y miopatia mitocondrial. La distrofia muscular puede seleccionarse del grupo que
consiste en distrofia muscular de Becker, distrofia muscular congénita, distrofia muscular de Duchenne, distrofia
muscular distal, distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular facioescapulohumeral, distrofia muscular de
la cintura y extremidades, distrofia muscular mioténica y distrofia muscular oculofaringea. La miositis puede
seleccionarse del grupo que consiste en miositis osificante, fibromiositis, miopatias inflamatorias idiopéticas (tales
como dermatomiositis, polimiositis y miositis por cuerpos de inclusién) y piomiositis.

En otra realizacion preferente de la invencién, la enfermedad es cardiomiopatia primaria o adquirida. La cardiomiopatia
primaria se selecciona de cardiomiopatia hereditaria y cardiomiopatia causada por mutaciones espontaneas. Las
cardiomiopatias son, por ejemplo, aunque sin limitacién, cardiomiopatia hipertréfica (CMH o CMOH), cardiomiopatia
ventricular derecha arritmogénica (CVDA), miopatia mitocondrial no compactada ventricular aislada, cardiomiopatia
dilatada (CMD), cardiomiopatia restrictiva (CMR), cardiomiopatia de Takotsubo, endocarditis de Loeffler,
cardiomiopatia diabética, cardiomiopatia alcohélica, cardiomiopatia asociada a obesidad.

En el contexto de la invencién, la cardiomiopatia adquirida se selecciona preferentemente de cardiomiopatia isquémica
causada por enfermedades arteriales coronarias, ateroescleréticas u otras; cardiomiopatia causada por infeccidén o
intoxicacion del miocardio, enfermedad cardiaca hipertensiva causada por hipertensién arterial pulmonar y/o
hipertensién arterial, y enfermedades de las vélvulas cardiacas, en donde la cardiomiopatia isquémica causada por
enfermedades arteriales coronarias, ateroescleréticas u otras, resulta particularmente preferente.

Las células no transformadas o tejido no transformado que ha sido dafiado por isquemia o dafio por reperfusion
preferentemente pertenece al corazdén. De acuerdo con lo anterior, resulta preferente que la enfermedad resultante
que va a tratarse se seleccione del grupo que consiste en infarto de miocardio, angina de pecho e insuficiencia
cardiaca, en donde el infarto de miocardio resulta particularmente preferente. La expresién «infarto de miocardio» tal
como se utiliza en el contexto de la invencién comprende el infarto agudo de miocardio (I1AM).

El uso médico de la proteina segln el primer aspecto de la invencién comprende la aplicacién en un individuo tras
infarto de miocardio y la curacidén comprende la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda y puede estar
asociada a un incremento de la densidad capilar en la zona marginal del infarto. Ademas, la proteina para el uso seguin
el primer aspecto de la invencién puede reducir la mortalidad tras un infarto de miocardio. Los métodos que pueden
utilizarse para determinar parametros como la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda, el incremento de la
densidad capilar en la zona marginal del infarto y la reduccidén de la mortalidad tras un infarto de miocardio son bien
conocidos y se describen a titulo de ejemplo en los Ejemplos 4 a 6.

Las proteinas Factor 1, fragmentos o variantes descritos anteriormente resultan Utiles, por ejemplo, en el tratamiento
o0 mejora de la atrofia, hipoplasia, inflamacion, dafio, lesién, isquemia, dafio por reperfusién, inflamacién, infeccién,
traumatismo, sobrecarga mecanica, intoxicacion, cardiomiopatia primaria o adquirida, preferentemente cardiomiopatia
hereditaria y cardiomiopatia causada por mutaciones espontaneas. Las cardiomiopatias son, por ejemplo, aunque sin
limitacién, cardiomiopatia hipertréfica (CMH o CMOH), cardiomiopatia ventricular derecha arritmogénica (CVDA),
miopatia mitocondrial no compactada ventricular aislada, cardiomiopatia dilatada (CMD), cardiomiopatia restrictiva
(CMR), cardiomiopatia de Takotsubo, endocarditis de Loeffler, cardiomiopatia diabética, cardiomiopatia alcohélica,
cardiomiopatia asociada a obesidad, infarto de miocardio o en la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda.

Se dan a conocer ademas, aunque no forman parte de la invencién, las proteinas Factor 1 y Factor 2, fragmentos o
variantes indicados anteriormente para el uso en métodos de tratamiento de las afecciones y enfermedades indicadas
respectivamente.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona &cidos nucleicos codificantes de las proteinas segun el primer
aspecto para la utilizacién como un medicamento.

La expresién «potenciacién de la proliferacién y/o curacién y/o inhibicién de la apoptosis de tejido no transformado o
células no transformadas» presenta el significado, y los significados preferentes, definidos anteriormente.

Las secuencias de acidos nucleicos pueden optimizarse en un esfuerzo por potenciar la expresién en una célula
huésped. Entre los pardmetros que deben considerarse se incluyen el contenido de C:G, los codones preferentes y la
evitacién de estructuras secundarias inhibidoras. Estos Factores pueden combinarse de diferentes maneras en un
intento por obtener secuencias de acidos nucleicos que presenten una expresién potenciada en un huésped particular
(ver, p. ej., Donnelly et al., publicacién de patente internacional n.° WO 97/47358 ). La capacidad de una secuencia
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particular de presentar una expresién potenciada en un huésped particular implica cierta experimentacién empirica.
Dicha experimentacién implica medir la expresién de una secuencia de acido nucleico prospectiva y, en caso
necesario, alterar la secuencia. Partiendo de una secuencia de aminoécidos particular y la conocida degeneracién del
cédigo genético, puede obtenerse un gran nimero de diferentes secuencias de acidos nucleicos codificantes. La
degeneracion del cédigo genético aparece debido a que practicamente la totalidad de los aminoécidos estén
codificados por diferentes combinaciones de tripletes de nucleétidos, o «codones». La traduccién de un codén
particular en un aminoécido particular es bien conocida de la técnica (ver, p. ej., Lewin GENES |V, p. 119, Oxford
University Press, 1990 ).

El 4cido nucleico puede comprender, ademas, un elemento de control transcripcional o secuencias de control de la
expresién situadas para controlar la expresién de la proteina. Dicho acido nucleico, junto con los elementos de control,
con frecuencia se denomina «sistema de expresion». La expresién «sistema de expresién» tal como se utiliza en la
presente memoria se refiere a un sistema disefiado para producir uno o mas productos génicos de interés.
Normalmente, dicho sistema se disefia «artificialmente», es decir, por medios tecnolégicos de manipulacién genética
utilizables para producir el producto génico de interés in vivo, in vitro o ex vivo. La expresion «sistema de expresion»
comprende, ademas, la expresién del producto génico de interés que comprende la transcripcién de los
polinucleétidos, el corte y empalme del ARNm, la traduccién en un polipéptido, la modificacidén cotraduccional y post-
traduccional del polipéptido o proteina, asi como el direccionamiento de la proteina a uno o méas compartimientos
dentro de la célula, la secrecidn a partir de la célula y la incorporacidén de la proteina en la misma célula, o en otra.
Dicha descripcién general se refiere a sistemas de expresidn para el uso en células, tejidos u organismos eucariéticos.
Los sistemas de expresién para los sistemas procariéticos pueden ser diferentes, en donde es bien conocido de la
técnica como se construye un sistema de expresién para células procariéticas.

Entre los elementos reguladores presentes en un casete de expresion génica generalmente se incluyen: (a) un
promotor acoplado transcripcionalmente a una secuencia de nucleétidos codificante del polipéptido, (b) un sitio de
union ribosdémica &' funcionalmente acoplado con la secuencia de nucleétidos, (¢) un terminador unido al extremo 3’
de la secuencia de nucleétidos, y (d) una seflal de poliadenilacién 3’ funcionalmente acoplada a la secuencia de
nucleétidos. También pueden estar presentes elementos reguladores adicionales que resultan Gtiles para potenciar o
regular la expresidén génica o el procesamiento del polipéptido. Los promotores son elementos genéticos que son
reconocidos por una ARN polimerasa y que median en la transcripcién de las regiones cadena abajo. Los promotores
preferentes son promotores fuertes que proporcionan niveles incrementados de transcripcion. Son ejemplos de
promotores fuertes, el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV), y CMV con intrébn A
(Chapman et al, Nucl. Acids Res. 19:3979-3986, 1991). Entre los ejemplos adicionales de promotores se incluyen los
promotores naturales, tales como el promotor EF1 alfa, el promotor del CMV murino, el promotor del virus del sarcoma
de Rous y los promotores tempranos/tardios del SV40 y el promotor de [betal-actina, y promotores artificiales tales
como el promotor especifico muscular sintético y el promotor quimérico especifico de musculo/CMV (Li et al., Nat.
Biotechnol. 17:241-245, 1999 , Hagstrom et al., Blood 95:2536-2542, 2000).

El sitio de unidn ribosémica se localiza en, o en proximidad a, el codén de inicio. Entre los ejemplos de sitios de unién
ribosémica preferentes se incluyen CCACCAUGG, CCGCCAUGG y ACCAUGG, donde AUG es el coddn de inicio
(Kozak, Cell 44:283-292, 1986). La sefial de poliadenilacién es responsable del corte del ARN transcrito y la adicidén
de una cola poli(A) al ARN. La sefial de poliadenilacién en eucariotas superiores contiene una secuencia AAUAAA de
aproximadamente 11 a 30 nucleétidos desde el sitio de adicién de poliadenilacién. La secuencia AAUAAA participa en
la sefializacién del corte del ARN (Lewin, Genes IV, Oxford University Press, NY, 1990). La cola poli(A) es importante
para el procesamiento, exportaciéon desde el nlcleo, la traduccién y la estabilidad del ARNm.

Las seflales de poliadenilacién que pueden utilizarse como parte de un casete de expresién génica se incluyen la
sefial de poliadenilacién minima de [beta]-globina de conejo y la poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina
(BGH, por sus siglas en inglés) (Xu et al., Gene 272:149-156, 2001 , Post et al., patente US n.® 5.122.458).

Entre los ejemplos de elementos reguladores adicionales que resultan Utiles para potenciar o regular la expresion
génica o el procesamiento de un polipéptido que pueden estar presentes se incluyen un intensificador, una secuencia
lider y un operador. Una regién de intensificador incrementa la transcripcién. Entre los ejemplos de regiones de
intensificador se incluyen el intensificador de CMV y el intensificador del SV40 (Hitt et al., Methods in Molecular
Genetics 7: 13-30, 1995, Xu, et al., Gene 272: 149-156, 2001). Una regién de intensificador puede estar asociada a
un promotor.

La expresion de la proteina segln el primer aspecto de la invencién puede estar regulada. Dicha regulaciéon puede
llevarse a cabo en muchas etapas de la expresién génica. Son posibles etapas de regulacién, por ejemplo, aunque
sin limitacién, el inicio de transcripcién, la eliminacién de promotor, la elongaciéon de la transcripcién, el corte y
empalme, la exportacién del nlcleo, la estabilidad del ARNm, el inicio de la traduccién, la eficiencia de la traduccién,
la elongacién de la traduccién y el plegamiento de la proteina. Otras etapas de regulacién, que incluyen en la
concentracion de un polipéptido de Factor 1 o Factor 1 dentro de una célula afectan a la semivida de la proteina. Dicha
etapa de regulacién es, por ejemplo, la degeneracién regulada de proteinas. Debido a que las proteinas de la invencién
comprenden proteinas secretadas, la proteina puede ser dirigida a una ruta secretoria de la célula huésped. La
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eficiencia de la secrecién regula, junto con las etapas reguladoras referidas a la expresién y a la estabilidad de la
proteina, la concentracién de la proteina respectiva en el exterior de la célula. Fuera de la célula puede referirse, por
ejemplo, aunque sin limitacién, a un medio de cultivo, un tejido, la matriz o espacio intracelular, o un liquido corporal,
tal como sangre o linfa.

El control de las etapas reguladoras mencionadas anteriormente puede ser, por ejemplo, independiente del tipo celular
o tipo tisular, o especifico del tipo celular o tipo tisular. El control de las etapas reguladoras puede ser especifico de
tipo celular o de tipo tisular. Dicha regulacién especifica de tipo celular o de tipo tisular preferentemente se consigue
mediante las etapas de regulacion referidas a la transcripcién de un &cido nucleico. Dicha regulacién transcripcional
puede llevarse a cabo mediante la utilizacién de secuencias de promotor especificas de tipo celular o de tipo tisular.
El resultado de dicha regulacién especifica de tipo celular o de tipo tisular puede presentar diferentes grados de
especificidad. Lo anterior significa que la expresién de un polipéptido respectivo se ve potenciada en la célula o tejido
respectivo en comparaciéon con otro tipo celular o tisular, o que la expresién esta limitada al tipo celular o tisular
respectivo. Las secuencias de promotor especificas de tipo celular o tipo tisular son bien conocidas de la técnica y
estan disponibles para un amplio abanico de tipos celulares o tisulares.

La expresién podria no ser especifica de tipo celular o de tipo tisular, pero depender de condiciones fisiolégicas. Dichas
condiciones son, por ejemplo, una inflamacién o una herida. Dicha expresiéon especifica de condicién fisiolégica
también puede conseguirse mediante regulaciéon en todas las etapas de regulacién anteriormente mencionadas. El
modo de regulacion preferente para una expresidon especifica de condicién fisiolégica es la regulacién transcripcional.
Con este fin puede utilizarse un promotor especifico de lesién o inflamacidén. Los promotores respectivos son, por
ejemplo, secuencias naturales, que pueden, por ejemplo, derivarse de genes, los cuales se expresen especificamente
durante una reaccién inmunitaria y/o la regeneracién de tejido lesionado. Otra posibilidad es la utilizaciéon de
secuencias de promotor artificiales, las cuales, por ejemplo, se construyan mediante la combinacién de dos o0 mas
secuencias naturales.

La regulacion puede ser especifica de tipo celular o de tipo tisular, y especifica de condicién fisiologica.
Preferentemente, la expresiéon es una expresion especifica del corazdn. Resulta particularmente preferente una
expresion especifica del corazén y especifica de lesién.

Otra posibilidad para una regulacién de la expresién de la proteina segln el primer aspecto de la invencién es la
regulacién condicional de la expresién génica. Para conseguir la regulacién condicional, puede utilizarse una
secuencia de operador. Por ejemplo, la secuencia del operador Tet puede utilizarse para reprimir la expresién génica.
La regulacién condicional de la expresién génica mediante el operador Tet junto con un represor Tet es bien conocida
de la técnica y se han establecido muchos sistemas respectivos para una amplia gama de organismos procariéticos y
eucariéticos. El experto en la materia conoce cémo seleccionar un sistema adecuado y adaptarlo a las necesidades
especiales de la aplicacién respectiva.

La utilizacién de un acido nucleico segun la invencién preferentemente comprende la aplicaciéon en un individuo tras
un infarto de miocardio y la curacién preferentemente comprende la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda
y puede estar asociada a un incremento de la densidad capilar en la zona marginal del infarto. Ademas, puede reducir
la mortalidad tras un infarto de miocardio. Los métodos que pueden utilizarse para determinar pardmetros como la
mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda, el incremento de la densidad capilar en la zona marginal del infarto
y la reduccién de la mortalidad tras un infarto de miocardio son bien conocidos y se describen a titulo de ejemplo en
los Ejemplos 4 a 6.

Los &cidos nucleicos codificantes de las proteinas Factor 1 y Factor 2, fragmentos o variantes descritos anteriormente
se utilizan preferentemente en el tratamiento o mejora de la atrofia, hipoplasia, inflamacién, dafio, lesidn, isquemia,
dafio por reperfusién, inflamacién, infeccién, traumatismo, sobrecarga mecénica, intoxicacion, cardiomiopatia primaria
o adquirida, preferentemente cardiomiopatia hereditaria y cardiomiopatia causada por mutaciones espontaneas. Las
cardiomiopatias son, por ejemplo, aunque sin limitacién, cardiomiopatia hipertréfica (CMH o CMOH), cardiomiopatia
ventricular derecha arritmogénica (CVDA), miopatia mitocondrial no compactada ventricular aislada, cardiomiopatia
dilatada (CMD), cardiomiopatia restrictiva (CMR), cardiomiopatia de Takotsubo, endocarditis de Loeffler,
cardiomiopatia diabética, cardiomiopatia alcohélica, cardiomiopatia asociada a obesidad, infarto de miocardio o en la
mejora de la funcién sistdlica ventricular izquierda.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona vectores que comprenden el acido nucleico o el sistema de expresion
del segundo aspecto para la utilizacién como un medicamento.

La expresién «potenciacién de la proliferacién y/o curacién y/o inhibicién de la apoptosis de tejido no transformado o
células no transformadas» presentan el significado, y los significados preferentes, definidos anteriormente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término «vector» se refiere a una proteina o un polipéptido, o una mezcla
de los mismos, que es capaz de ser introducida o de introducir las proteinas y/o acido nucleico comprendido en el
mismo, dentro de una célula. En el contexto de la presente invencidn, resulta preferente que los genes de interés
codificados por el polinucleétido introducido se expresen dentro de la célula huésped tras la introduccién del vector o

15



~
By

“ap

54

B0

2

[

ES 2986 021 T3

los vectores. Entre los ejemplos de vectores adecuados se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los vectores
plasmidos, los vectores cdsmidos, los vectores fagicos, tales como el fago lambda, los vectores fagicos filamentosos,
los vectores viricos, las particulas de tipo virico y las esporas bacterianas.

Preferentemente, el vector es un vector virico. Entre los vectores viricos adecuados se incluyen, aunque sin limitarse
a ellos, vectores adenoviricos, vectores viricos adenoasociados (VVA), vectores alfaviricos, vectores viricos herpes,
vectores del virus del sarampién, vectores del virus de la viruela, vectores viricos de la estomatitis vesicular, vectores
retroviricos y vectores lentiviricos.

En una realizacién particularmente preferente de la invencidn, el vector es un vector adenovirico o un vector virico
adenoasociado (VAA).

El 4cido nucleico codificante de una o mas proteinas del primer aspecto de la invencién puede introducirse en una
célula huésped, un tejido o un individuo utilizando vectores adecuados para la administracién terapéutica. Los vectores
adecuados preferentemente pueden transportar acidos nucleicos hasta el interior de una célula diana sin causar
ningln efecto secundario inaceptable.

La utilizacién de un vector segun la invencién puede comprender la aplicacién en un individuo tras un infarto de
miocardio y la curacién preferentemente comprende la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda y puede
estar asociada a un incremento de la densidad capilar en la zona marginal del infarto. Ademas, puede reducir la
mortalidad tras un infarto de miocardio. Los métodos que pueden utilizarse para determinar parametros como la mejora
de la funcién sistélica ventricular izquierda, el incremento de la densidad capilar en la zona marginal del infarto y la
reduccidon de la mortalidad tras un infarto de miocardio son bien conocidos y se describen a titulo de ejemplo en los
Ejemplos 4 a 6.

Los vectores que comprenden nucleicos codificantes de las proteinas Factor 1 y Factor 2, fragmentos o variantes
descritos anteriormente se utilizan preferentemente en el tratamiento o mejora de la atrofia, hipoplasia, inflamacién,
dafio, lesidn, isquemia, dafio por reperfusién, inflamacién, infeccién, traumatismo, sobrecarga mecanica, intoxicacién,
cardiomiopatia primaria o adquirida, preferentemente cardiomiopatia hereditaria y cardiomiopatia causada por
mutaciones espontaneas. Las cardiomiopatias son, por ejemplo, aunque sin limitacién, cardiomiopatia hipertréfica
(CMH o CMOH), cardiomiopatia ventricular derecha arritmogénica (CVDA), miopatia mitocondrial no compactada
ventricular aislada, cardiomiopatia dilatada (CMD), cardiomiopatia restrictiva (CMR), cardiomiopatia de Takotsubo,
endocarditis de Loeffler, cardiomiopatia diabética, cardiomiopatia alcohdlica, cardiomiopatia asociada a obesidad,
infarto de miocardio o en la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas: para la utilizacibn como un
medicamento, en donde dicha composicién comprende la proteina para la utilizacidén tal como se define en la presente
memoria, y/o el acido nucleico para la utilizacién tal como se define en la presente memoria y/o el vector para la
utilizacién tal como se define en la presente memoria, y opcionalmente un portador.

La expresién «potenciacién de la proliferacién y/o curacién y/o inhibicién de la apoptosis de tejido no transformado o
células no transformadas» presenta el significado, y los significados preferentes, definidos anteriormente.

El término «portador», tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una sustancia farmacolégicamente
inactiva, tal como, aunque sin limitacion, un diluyente, excipiente, surfactantes, estabilizantes, soluciones o vehiculos
de tampén fisiolégico con los que se administra el ingrediente terapéuticamente activo. Dichos portadores
farmacéuticos pueden ser liquidos o sélidos. Entre los portadores liquidos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
liquidos estériles, tales como soluciones salinas en agua y aceites, incluyendo, aunque sin limitacién, petréleo, aceites
de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo
y similares. También pueden utilizarse como portadores liquidos, soluciones salines y soluciones acuosas de dextrosa
y glicerol, particularmente para soluciones inyectables. Una solucién salina es un portador preferente en el caso de
que la composiciébn farmacéutica se administre por via intravenosa. Se describen ejemplos de portadores
farmacéuticos adecuados en "Remington's Pharmaceutical Sciences", de E.W. Martin. El portador es preferentemente
un excipiente farmacéutico adecuado. Los «excipientes» farmacéuticos adecuados comprenden almidén, glucosa,
lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, yeso, gel de silice, estearato s6dico, monoestearato de glicerol, talco,
cloruro sédico, leche desnatada seca, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. Dichos excipientes
farmacéuticos adecuados son, preferentemente, farmacéuticamente aceptables.

La expresién "farmacéuticamente aceptable" se refiere a autorizado por una agencia reguladora del gobierno federal
o estatal o listada en la Farmacopea US u otra farmacopea generalmente reconocida, para la utilizacién en animales,
y mas particularmente en seres humanos.

El término “composicién” pretende incluir la formulacién del compuesto activo con material de encapsulado como

portador, proporcionando una capsula en la que el componente activo, con o sin otros portadores, se encuentra
circundado por un portador, que de esta manera se encuentra asociado al compuesto activo.
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La expresién «ingrediente activo» se refiere a la sustancia en una composicién o formulaciéon farmacéutica que es
biolégicamente activa, es decir, que proporciona un valor farmacéutico. En el contexto de la invencioén, el ingrediente
activo es una proteina del primer aspecto y/o un acido nucleico del segundo aspecto y/o un vector del tercer aspecto.
Una composicién farmacéutica puede comprender uno o més ingredientes activos que pueden actuar conjuntamente,
o independientemente unos de otros. El ingrediente activo puede formularse como formas neutras o salinas. La forma
salina es preferentemente una sal farmacéuticamente aceptable.

La expresidn «sal farmacéuticamente aceptable» se refiere, por ejemplo, aunque sin limitacién, a una sal de los
polipéptidos de la presente invencién. Entre las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas se incluyen sales de
adicién de acido que pueden, por ejemplo, formarse mediante la mezcla de una solucién del polipéptido de la presente
invencién con una solucién de un acido farmacéuticamente aceptable, tal como é&cido clorhidrico, acido sulfurico, acido
fumarico, acido maleico, acido succinico, acido acético, acido benzoico, acido citrico, acido tartarico, acido carbdnico
o acido fosférico. Ademas, en el caso de que el péptido porte una fraccién acida, entre las sales farmacéuticamente
aceptables adecuadas del mismo se incluyen sales de metal alcalino (por ejemplo sales de sodio o potasio), sales de
metal alcalino-térreo (por ejemplo sales de calcio o magnesio) y sales formadas con ligandos orgénicos adecuados
(por ejemplo amonio, amonio cuaternario y cationes amina formados utilizando contraiones, tales como haluro,
hidréxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, sulfonato de alquilo y sulfonato de arilo). Entre los ejemplos ilustrativos
de sales farmacéuticamente aceptables se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, acetato, adipato, alginato, ascorbato,
aspartato, bencenosulfonato, benzoato, bicarbonato, bisulfato, bitartrato, borato, bromuro, butirato, edetato calcico,
canforato, canforsulfonato, camsilato, carbonato, cloruro, citrato, clavulanato, ciclopentanopropionato, digluconato,
dihidrocloruro, dodecilsulfato, edetato, edisilato, estolato, esilato, etanosulfonato, formato, fumarato, gluceptato,
glucoheptonato, gluconato, glutamato, glicerofosfato, glicolilarsanilato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato,
hexilresorcinato, hidrabamina, hidrobromuro, hidrocloruro, hidroyoduro, 2-hidroxi-etanesulfonato, hidroxinaftoato,
yoduro, isotionato, lactato, lactobionato, laurato, laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato,
metanosulfonato, metilsulfato, mucato, 2-naftalenosulfonato, napsilato, nicotinato, nitrato, sal aménica de N-
metilglucamina, oleato, oxalato, pamoato (embonato), palmitato, pantotenato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato,
fosfato/difosfato, picrato, pivalato, poligalacturonato, propionato, salicilato, estearato, sulfato, subacetato, succinato,
tanato, tartrato, teoclato, tosilato, trietioduro, undecanoato, valerato, y similares (ver, p. ej., S. M. Berge et al.,
"Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci., 66, paginas 1-19 (1977)).

El ingrediente activo se administra en una célula, un tejido o un individuo en una cantidad eficaz. Una «cantidad eficaz»
es una cantidad de un ingrediente activo suficiente para conseguir el propésito deseado. El ingrediente activo puede
ser un agente terapéutico. La cantidad eficaz de un ingrediente activo dado variara con parametros tales como la
naturaleza del ingrediente, la via de administracién, el tamafio y especie del individuo que va a recibir el ingrediente
activo, y el proposito de la administracién. La cantidad eficaz en cada caso individual puede ser determinada
empiricamente por el experto en la materia de acuerdo con métodos establecidos de la técnica. Tal como se utiliza en
el contexto de la invencién, «administrar» incluye la administracién in vivo en un individuo, asi como la administracién
directamente en células o tejido in vitro o ex vivo.

Las composiciones farmacéuticas: pueden personalizarse para el tratamiento de una enfermedad o trastorno. Tal
como se utiliza en la presente memoria, «tratar», «tratando» o «tratamiento» de una enfermedad o trastorno se refiere
a llevar a cabo uno o mas de lo siguiente: (a) reducir la gravedad del trastorno, (b) limitar o impedir el desarrollo de
sintomas caracteristicos del trastorno o trastornos bajo tratamiento, (c) limitar el agravamiento de los sintomas
caracteristicos del trastorno o trastornos bajo tratamiento, (d) limitar o impedir la recurrencia del trastorno o trastornos
en pacientes que previamente han experimentado el trastorno o trastornos, (e) limitar o impedir la recurrencia de
sintomas en pacientes que anteriormente eran sintomaticos para el trastorno o trastornos, (f) reduccién de la
mortalidad tras la ocurrencia de una enfermedad o un trastorno, (g) curacién, y (h) profilaxis de una enfermedad. Tal
como se utiliza en la presente memoria, «prevenir», «previniendo», «prevencién» o «profilaxis» de una enfermedad o
trastorno se refiere a prevenir que dicha enfermedad o trastorno ocurra en el paciente.

También se da a conocer, pero no forma parte de la invencién, un tratamiento con una composicién farmacéutica
segln la invencidn; la curacién comprende el tratamiento de un individuo tras infarto de miocardio y la curacién
comprende la mejora de la funcién sistdlica ventricular izquierda y puede estar asociada a un incremento de la
densidad capilar en la zona marginal del infarto. Ademas, puede reducir la mortalidad tras un infarto de miocardio. Los
métodos que pueden utilizarse para determinar pardmetros como la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda,
el incremento de la densidad capilar en la zona marginal del infarto y la reduccién de la mortalidad tras un infarto de
miocardio son bien conocidos y se describen a titulo de ejemplo en los Ejemplos 4 a 6.

La composicién farmacéutica contemplada por la presente invencién puede formularse de diversas maneras bien
conocidas por el experto en la materia. Por ejemplo, la composicion farmacéutica de la presente invenciéon puede
encontrarse en forma liquida, tal como en la forma de soluciones, emulsiones o suspensiones. Preferentemente, la
composicidén farmacéutica de la presente invencion se formula para la administracién parenteral, preferentemente para
la administracién intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutédnea, transdérmica, intrapulmonar, intraperitoneal,
intracoronaria o intracardiaca, o la administracién a través de membranas mucosas, preferentemente para la
administracion intravenosa, subcutédnea o intraperitoneal. También es posible una preparacién para la administracién
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oral o anal. Preferentemente, la composicion farmacéutica de la presente invencién se lleva a cabo en la forma de una
solucién acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo, suficientes sales o glucosa para que la
solucién sea isotdnica con la sangre. Las soluciones acuosas deben tamponarse convenientemente (preferentemente
a un pH de entre 3 y 9, més preferentemente a un pH de entre 5y 7), en caso necesario. La composicién farmacéutica
preferentemente se presenta en forma de dosis unitaria. En dicha forma, la composicién farmacéutica se subdivide en
dosis unitarias que contienen cantidades apropiadas del componente activo. La forma de dosis unitaria puede ser una
preparacién envasada, en donde el envase contiene cantidades discretas de composicién farmacéutica, tal como
viales o ampollas.

La administracién de la composicién farmacéutica preferentemente se administra por via intravenosa, intraarterial,
intramuscular, subcutdnea, transdérmica, intrapulmonar, intraperitoneal, intracoronaria o intracardiaca, en donde
también estan comprendidas otras rutas de administracién conocidas de la técnica.

En el caso de que la composicién farmacéutica se utilice como un tratamiento para un individuo, la utilizacién de la
composicién farmacéutica puede sustituir el tratamiento estandar para la enfermedad o condicién respectiva o puede
administrarse adicionalmente al tratamiento estandar. En el caso de un uso adicional de la composicién farmacéutica,
la composicién farmacéutica puede administrarse antes, simultdneamente o después de una terapia estandar. La
terapia estandar puede ser una terapia de reperfusiéon y la composicién farmacéutica puede administrarse antes,
simultdneamente o después de la terapia de reperfusion.

Resulta adicionalmente preferente que la composicién farmacéutica se administre una vez o méas de una vez. Lo
anterior comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 veces. El
periodo de tiempo para la administracién de la composicién farmacéutica no esta limitado. Preferentemente, la
administracion no excede 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 semanas.

Una dosis Unica de la composicién farmacéutica puede administrarse, independientemente de la cantidad total de
dosis administradas o el periodo de tiempo respectivo de administraciéon, en forma de una o mas inyecciones y/o
infusiones de bolo.

El primer a cuarto aspectos de la presente invencién se basan en la observacidén de los presentes inventores de que
el Factor 1 (y el Factor 2) es una potente molécula proangiogénica in vitro e in vivo. De acuerdo con lo anterior, las
proteinas, 4cidos nucleicos y vectores indicados anteriormente también se encuentran contemplados para la utilizacién
ex vivo, que puede ser terapéutica, p. ej., para la estimulacién ex vivo de las células indicada anteriormente o para la
utilizacién en aplicaciones de cultivo celular.

Sin embargo, la observacién de la actividad proangiogénica de Factor 1 y Factor 2 condujo a los presentes inventores
a investigar si el Factor 1 y el Factor 2, respectivamente, son dianas para la terapia antiangiogénica. Los inventores
tuvieron éxito en la demostracién de que la inhibicién del Factor 1 o la inhibicién del Factor 2 puede utilizarse para
inhibir la angiogénesis.

Se utilizan estrategias antiangiogénicas para tratar afecciones cancerosas y otros trastornos, tales como la
degeneracién macular asociada a la edad, en la que la angiogénesis contribuye a la progresién de la enfermedad (ver,
p. €j., Ferrara N y Kerbel RS (2005) Nature: 438:967-974 or Potente M, et al. (2011) Cell. 146(6):873-887). De acuerdo
con lo anterior, se dan a conocer propiedades antiangiogénicas de los inhibidores del Factor 1 y del Factor 2. En estos
casos, se aplican igualmente las definiciones proporcionadas anteriormente en el apartado de definiciones. Ademas,
las definiciones especificas proporcionadas en la descripcién del primer a cuarto aspectos, asi como las realizaciones
preferentes, p. ej., del término «vector» y de vectores preferentes también se aplican a los casos siguientes, a menos
que el contexto de su uso indique claramente lo contrario.

También se da a conocer, aunque no forma parte de la presente invencién, un inhibidor de la proteina Factor 1 y/o 2
para el uso médico, preferentemente en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad en la que la angiogénesis
contribuye al desarrollo o progresién de la enfermedad. El término «inhibidor» se utiliza ampliamente para referirse a
compuestos que interfieren con la actividad proangiogénica del Factor 1 o Factor 2. Un inhibidor puede actuar sobre
la transcripcién y/o traduccién del ARNm codificante del Factor 1 o del Factor 2, impidiendo de esta manera su
produccién celular y, de esta manera, la secrecidn a la circulacién y/o al sitio de desarrollo o progresién de enfermedad.
Un inhibidor también puede actuar uniéndose especificamente a la proteina Factor 1 o Factor 2 o0 a proteinas celulares
a las que se une especificamente la proteina Factor 1 o Factor 2, preferentemente sus receptores celulares. Dicha
unién puede impedir o dificultar la interaccidén natural del Factor 1 o Factor 2 con otras proteinas celulares,
preferentemente sus receptores celulares respectivos. El experto en la materia conoce perfectamente cémo interferir
con la unién entre un receptor y su agonista, y puede utilizar este conocimiento para disefiar inhibidores adecuados
del Factor 1y del Factor 2. Ademés, puede derivarse un inhibidor de la proteina Factor 1 o Factor 2 misma mediante
delecién o mutacién de aquellas partes de la proteina Factor 1 o Factor 2, respectivamente, que ejercen la funcién
proangiogénica del Factor 1 o Factor 2. Dicho Factor 1 o Factor 2 inactivo por mutacién o delecién competira con el
Factor 1y el Factor 2 de tipo salvaje para sus parejas de unidén naturales. Un compuesto que interfiera con la actividad
proangiogénica de Factor 1 o Factor 2 reduce la actividad en por lo menos 20 %, preferentemente en por lo menos 30
%, mas preferentemente en por lo menos 40 %. En el contexto de inhibidores que se unen especificamente a Factor
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1 o Factor 2 o que comprenden, esencialmente consisten, o consisten en mutantes o fragmentos de Factor 1 y Factor
2, respectivamente, resulta preferente que ejerzan este nivel de inhibicién de la proteina Factor 1 o la proteina Factor
2 a una concentracién equimolar. Un ensayo preferente que puede utilizarse para determinar la inhibicién de la
actividad proangiogénica se describe en el Ejemplo 10 en la presente memoria. Con el fin de determinar si un inhibidor
dado presenta dicha actividad en una cantidad equimolar, deben determinarse las cantidades molares de Factor 1y
2, respectivamente, y de los inhibidores respectivos. El Factor 1 segln la SEC ID n°® 1 presenta un peso molecular
(PM) de 15,84 kD y el Factor 2 segun la SEC ID n.° 3 presenta un PM de 21,57 kD y una IgG presenta un peso
molecular aproximado de 150 kD. De esta manera, 100 ng de Factor 1 y 947 ng de 1gG especifica de Factor 1 son
aproximadamente equimolares, y 100 ng de Factor 2 y 695 ng de I1gG especifica de Factor 2 son aproximadamente
equimolares. Resulta evidente de la fig. 12, paneles A y B, respectivamente, que los anticuerpos especificos de Factor
1y Factor 2 proporcionados en la presente memoria son inhibidores de la proteina Factor 1 o de la proteina Factor 2
en ese sentido. En el contexto de inhibidores que interfieren con la transcripcién y/o traduccién de ARNm codificante
de Factor 1 o Factor 2, el nivel de inhibicion se mide preferentemente basandose en la proteina producida en una
célula que produce naturalmente Factor 1 o Factor 2. El experto en la materia conocera perfectamente que puede
utilizarse un gran numero de métodos para medir las cantidades de ARNm codificante de Factor 1 o Factor 2, asi
como proteinas Factor 1 o Factor 2, al evaluar la capacidad de un compuesto de interferir con la transcripciéon y/o
traduccién de ARNm codificante de Factor 1 o Factor 2. Preferentemente, la proteina Factor 1 comprende,
esencialmente consiste, o consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n.° 1 y el Factor 2 comprende,
esencialmente consiste, o consiste en la secuencia de aminoéacidos segun la SEC ID n.° 3 0 una variante de la misma,
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80% respecto a SEC IDn.°1 0 3.

Resulta preferente que el inhibidor dado a conocer en la presente memoria sea una proteina que comprenda,
esencialmente consista, o que consista en un fragmento inhibidor o mutante inhibidor de la secuencia de aminoacidos
segln la SEC ID n.° 1 0 3, o de una variante de la misma que presenta una identidad de secuencia de por lo menos
80 % respecto a la secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n.°® 1 o 3. Es bien conocido de la técnica que las
proteinas que ejercen su funcién mediante interaccién proteina-proteina mediante un receptor comprenden dominios
que resultan necesarios para la unién al receptor, y dominios que inducen que el receptor transmita una sefial al interior
de la célula. De esta manera, el experto en la materia conoce perfectamente c6mo generar fragmentos o mutantes
inhibidores de dichas proteinas de unién a receptor. Por ejemplo, puede generarse una serie de proteinas Factor 1 o
Factor 2 truncadas N- y/o C-terminalmente y someterse a ensayo para su actividad proangiogénica en un ensayo tal
como se describe en el Ejemplo 2. Aquellos fragmentos que ya no muestren actividad proangiogénica seguidamente
se someten a ensayo en un ensayo tal como se describe en el Ejemplo 10, para su capacidad de inhibir la actividad
proangiogénica de la proteina Factor 1 o0 2. Los mutantes del Factor 1 y del Factor 2 pueden generarse tal como es
conocido de la técnica, p. ej., mediante mutagénesis de escaneo de alaninas. En el escaneo de alaninas, se genera
una serie de mutantes en la que cada mutante comprende 1, 2, 3 0 mas aminoécidos, que han sido mutados a alanina
(denominados «casetes») y en donde los mutantes difieren en las posiciones de los casetes dentro del Factor 1 0 2.
Los mutantes de Factor 1 0 2 que han perdido su actividad proangiogénica nuevamente pueden identificarse tal como
se describe en el Ejemplo 2. Los mutantes inhibidores seguidamente pueden identificarse mediante la utilizacién de
un ensayo tal como se describe en el Ejemplo 10.

El inhibidor puede ser un ligando, de unién especificamente a la secuencia de aminoécidos segin SEC IDn.°103, 0
de una variante de la misma, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80 % respecto a la secuencia
de aminoécidos segun la SEC ID n.° 1 0 3, o respecto al receptor que interactiia naturalmente con el Factor 10 3, o
una variante de los mismos, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80 % respecto a la secuencia
de aminoacidos segln la SEC ID n.° 1 0 3. El término «ligando» tal como se utiliza en la presente memoria puede
referirse a una fraccién quimica que se une especificamente al antigeno especificado. Los ligandos preferentes son
ligandos basados en aminoacido, como inmunoglobulinas, preferentemente anticuerpos o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, y proteinas de tipo anticuerpo. Alternativamente, los ligandos pueden ser peptidomiméticos.

El término «inmunoglobulina (lg)» se utiliza en la presente memoria para referirse a glucoproteinas que confieren
inmunidad de la superfamilia de inmunoglobulinas. Las «inmunoglobulinas de superficie» se unen a la membrana de
las células efectoras mediante su regién transmembrana y comprenden moléculas tales como, aunque sin limitacién,
receptores de células B, receptores de células T, proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase
I'y I, microglobulina beta-2 (B2M), CD3, CD4 y CD8. Habitualmente, el término «anticuerpo» tal como se utiliza en la
presente memoria se refiere a inmunoglobulinas secretadas que carecen de la regién transmembranal y pueden, de
esta manera, ser liberadas al torrente sanguineo y cavidades corporales. Los anticuerpos se agrupan en diferentes
isotipos basandose en la cadena pesada que posean. Existen cinco tipos de cadena pesada de Ig en el ser humano,
denotados por las letras griegas a, 8 €, y y M. El tipo de cadena pesada presente define la clase de anticuerpo, es
decir, estas cadenas se encuentran en los anticuerpos IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, respectivamente, realizando cada uno
de ellos diferentes funciones, y dirigiendo la respuesta inmunitaria apropiada contra diferentes tipos de antigeno. Las
diferentes cadenas pesadas difieren en tamafio y composicién: a y y comprenden aproximadamente 450 aminoéacidos,
mientras que Y y € presentan aproximadamente 550 aminoéacidos (Janeway et al. (2001) Immunobiology, Garland
Science). Los anticuerpos comprenden cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras
(L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende una regién variable de cadena
pesada (abreviada en la presente memoria como HCVR o VH, por sus siglas en inglés) y una regién constante de
cadena pesada. La regidén constante de cadena pesada comprende tres dominios: CH1, CH2 y CH3. Cada cadena
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ligera comprende una regidn variable de cadena ligera (abreviada en la presente memoria como LCVR o VL, por sus
siglas en inglés) y una regién constante de cadena ligera. La regién constante de cadena ligera comprende un dominio,
CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés), con regiones intercaladas con regiones que
estan més conservadas, denominadas regiones marco (FR, por sus siglas en inglés). Cada VH y VL estd compuesta
de tres CDR y cuatro FR dispuestos de extremo aminoterminal a extremo carboxiterminal en el orden siguiente: FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las CDR para las cadenas pesada y ligera pueden determinarse tal como es
conocido de la técnica. Por ejemplo, puede utilizarse el conjunto de reglas siguiente para encontrar las CDR dentro de
una secuencia de cadena ligera y pesada de anticuerpo, respectivamente.

CDR-1 de cadena ligera: Inicio: aprox. el residuo 24 antes de CDR-1, siempre una Cys; residuo después de CDR1
siempre un Trp. Normalmente Trp-Tyr-Gin, aunque también, Trp-Leu-GIn, Trp-Phe-Gin, Trp-Tyr-Leu; longitud: 10
a 17 residuos

CDR-2 de cadena ligera: Inicio: siempre 16 residuos después del final de L1; los residuos antes generalmente de
lle-Tyr, aunque también, Val-Tyr, lle-Lys, lle-Phe; longitud: siempre 7 residuos;

CDR-3 de cadena ligera: Inicio: siempre 33 residuos después del final de CDR-2; residuos anteriores siempre Cys;
residuos posteriores siempre Phe-Gly-XXX-Gly; longitud: 7 a 11 residuos

CDR-1 de cadena pesada: Inicio: aprox. el residuo 26, siempre 4 después de una Cys (basandose en la definicién
de AbM de Chothia; segun la definicién de Kabat se inicia 5 residuos después); residuos anteriores siempre Cys-
XXX-XXX-XXX; residuos posteriores siempre un Trp. Normalmente Trp-Val, aunque también Trp-lle, Trp-Ala;
longitud: 10 a 12 residuos [definicion de AbM, la definicion de Chothia excluye los Ultimos 4 residuos);

CDR-2 de cadena pesada: Inicio: siempre 15 residuos después del final de la definicién de Abm/Kabat, de CDR-1
de cadena pesada; residuos anteriores: normalmente Leu-Glu-Trp-lle-Gly, aunque existen variaciones; residuos
después de Lys/Arg-Leu/lle/Val/Phe/Thr/Ala-Thr/Ser/lle/Ala; longitud segln definicién de Kabat: 16 a 19 residuos
(definiciéon segln AbM:; la definicion de Chothia finaliza 7 residuos antes).

CDR-3 de cadena pesada: Inicio: siempre 33 residuos después del final de CDR-2 de cadena pesada (siempre 2
residuos aminoacidos después de una Cys); residuos anteriores siempre Cys-XXX-XXX (nhormalmente Cys-Ala-
Arg); residuos posteriores siempre Trp-Gly-XXX-Gly; longitud: 3 a 25 residuos. Este conjunto de reglas es conocido
por el experto en la materia y también puede encontrarse en http://www.bioinf.org.uk/abs/#cdrid.

La expresion “anticuerpo humano”’, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir anticuerpos que
presentan regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana.
Los mAb humanos pueden incluir residuos aminoéacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana (p. ej., mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o
mediante mutaciéon somatica in vivo), por ejemplo en las CDR. Sin embargo, la expresiéon «anticuerpo humanoy, tal
como se utiliza en la presente memoria, no pretende incluir «anticuerpos humanizados» en el que las secuencias de
CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero (p. €j.,, el ratén) han sido injertadas en secuencias
de FR humano. Los anticuerpos humanos también incluyen anticuerpos aislados a partir de bibliotecas de
inmunoglobulinas humanas o de animales transgénicos para una o mas inmunoglobulinas humanas y que no expresan
inmunoglobulinas endbgenas.

La expresién “anticuerpo monoclonal”’ tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una preparacion de
moléculas de anticuerpo de una Unica composicién molecular. Un anticuerpo monoclonal muestra especificidad y
afinidad de unidén Unicas para un epitopo particular. Los anticuerpos monoclonales pueden producirse con un
hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano, p. €j., un ratdn, fusionado con una célula
inmortalizada. La expresidn «anticuerpo humano», tal como se utiliza en la presente memoria, incluye todos los
anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados
de un animal (p.ej., un ratén) que es transgénico o transcromosémico con respecto a los genes de inmunoglobulina
humana o un hibridoma preparado a partir de los mismos, (b) anticuerpos aislados de una célula huésped transformada
para expresar el anticuerpo, p.ej., de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos
humanos combinatorial recombinante, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados mediante
cualesquiera otros medios que implican el corte y empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina con otras
secuencias de ADN. Tal como se utiliza en la presente memoria, un «anticuerpo heterélogo» se define en relacién a
un organismo transgénico que produce dicho anticuerpo. Dicho término se refiere a un anticuerpo que presenta una
secuencia de aminoéacidos o una secuencia de acidos nucleicos codificante que corresponde a la encontrada en un
organismo que no consiste en el organismo transgénico, y que se deriva generalmente de una especie diferente del
organismo transgénico. Tal como se utiliza en la presente memoria, un «anticuerpo heterohibrido» se refiere a un
anticuerpo que presenta cadenas ligeras y pesadas que se originan en diferentes organismos. Por ejemplo, un
anticuerpo que presenta una cadena pesada humana asociada a una cadena ligera humana es un anticuerpo
heterohibrido.

La expresidn «fragmentos de unién a antigeno» se refiere a fragmentos de un anticuerpo que conservan la funcién de
unién especifica a un antigeno o proteina antigénica pero que no presentan algunas o todas las demas caracteristicas
estructurales de un anticuerpo o constructos artificiales que comprenden partes de anticuerpos. Entre los ejemplos
preferentes de fragmentos de unién a antigeno se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los siguientes: fragmentos
Fab, fragmentos Fc, fragmento Fab’, F(ab'),, anticuerpos de dominio Unico (sdAb, por sus siglas en
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inglés),nanocuerpos, Fv de cadena sencilla, fragmentos variables de cadena sencilla divalente (di-scFv, por sus siglas
en inglés), scFv en tAndem, diacuerpos, diacuerpos de cadena sencilla (scDB, por sus siglas en inglés), triacuerpos,
anticuerpos Bl-especificos acopladores de células T (BIiTE, por sus siglas en inglés), o moléculas de
redireccionamiento de afinidad dual (moléculas DART, por sus siglas en inglés).

Los «fragmentos Fab» (también denominados «parte Fab» o «regién Faby»), cada uno con un Unico sitio de unién a
antigeno, y un «fragmento Fec» residual (también denominado «parte Fc» o «regidn Fc») cuyo nombre refleja su
capacidad de cristalizar con facilidad. La expresién «fragmento Fab'», que se refiere a un fragmento Fab que
adicionalmente comprende la regién bisagra de una molécula de Ig, mientras que «fragmentos F(ab’)o» se entiende
que comprende dos fragmentos Fab’ unidos quimicamente o conectados mediante un enlace disulfuro. Aunque sdAb
(Desmyter et al., 1996) y "nanocuerpos» solo comprenden un Unico dominio Vy, los fragmentos "Fv de cadena sencilla
(scFv)" comprenden el dominio variable de cadena pesada unido mediante un péptido conector corto al dominio
variable de cadena ligera (Huston et al. 1988). Los di-scFv pueden construirse mediante la unién de scFv (scFvA-
scFvB). Lo anterior puede llevarse a cabo mediante la produccién de una sola cadena peptidica con dos regiones Vy
y dos regiones V|, rindiendo «scFv en tandem» (VpA-VI A-VyB-V(B). Otra posibilidad es la creacién de scFv con
conectores que son excesivamente cortos para que las dos regiones variables se plieguen juntas, forzando a los scFv
a dimerizarse. Normalmente se utilizan conectores con una longitud de 5 residuos para generar dichos dimeros. Este
tipo se conoce como «diacuerpos». Los conectores todavia més cortos (Uuno o dos aminoacidos) entre un dominio Vy
y un dominio V conducen a la formacién de trimeros monoespecificos, denominados «triacuerpos» o «tricuerpos».
Los anticuerpos biespecificos se forman mediante la expresién de dos cadenas con la organizacién VuA-V (B y ViB-
VA or VIA-VLB y V| B-VHA, respectivamente. Los diacuerpos de cadena sencilla (scDb) comprenden un fragmento
VHA-V B y un fragmento VyB-VIA que se unen mediante un péptido conector (P) de 12 a 20 aminoacidos,
preferentemente de 14 aminoéacidos, (VHA-V B-P-VuB-VIA). Los «anticuerpos Bi-especificos acopladores de células
T (BiTE)» son proteinas de fusién que consiste en dos scFv de diferentes anticuerpos, en los que uno de los scFv se
une a células T mediante el receptor de CD3 y el otro se une a una célula tumoral mediante una molécula especifica
tumoral (Kufer etal., 2004). Las moléculas de redireccionamiento de afinidad dual (moléculas «DART») son diacuerpos
estabilizados adicionalmente mediante un puente disulfuro C-terminal.

La expresién «proteina de tipo anticuerpo» se refiere a una proteina que presenta propiedades similares a las de un
anticuerpo en el aspecto de que se une a un antigeno o proteina antigénica sin necesariamente presentar las
caracteristicas estructurales de un anticuerpo. Las proteinas de tipo anticuerpo pueden existir naturalmente o pueden
disefiarse artificialmente, p. ej., mediante biotecnologia. Entre los ejemplos de proteinas de tipo anticuerpo naturales
se incluyen, aunque sin limitacién, proteinas de unién a antigeno, tales como, p. €j., la familia de las lipocalinas, que
representa una familia de proteinas diversas que normalmente sirven para el almacenamiento o transporte de
compuestos fisiolégicamente importantes. Comparten un barril conservado de ocho cadenas B antiparalelas como su
motivo de plegamiento central y comprenden en un extremo de esta estructura de barril, seis bucles hipervariables
que estan conectados a cada par de cadenas B. Dichos bucles forman la entrada al bolsillo de unién. La diversidad
estructural entre los miembros de la familia de lipocalinas refleja las diferentes formas y propiedades quimicas de su
pareja de unién. De esta manera, aunque estan compuestas de un Unica cadena polipeptidica y son de tamafio mucho
menor que las inmunoglobulinas, muestran un enorme potencial de unirse a antigenos de diferentes especificidades.
Entre los ejemplos de proteina de tipo anticuerpo disefiadas artificialmente se incluyen las proteinas basadas en
andamiaje que se generan mediante fusién de péptidos de afinidad conocida para una determinada diana o mediante
insercién de dichos péptidos en una proteina de andamiaje para combinar las propiedades de unién del péptido con
las caracteristicas favorables deseadas del portador de andamiaje. El experto en la materia conoce un gran nimero
de tales proteinas basadas en andamiaje. La expresién «proteina de andamiaje» tal como se utiliza en la presente
memoria se refiere a una proteina que posee rigidez estructural, es decir, que se pliega en una estructura terciaria
estable. Los aminoacidos de una proteina de andamiaje es probable que ocupen una posicién tridimensional definida
dentro de la proteina de andamiaje. De esta manera, en el caso de que se sustituya uno o mas de los aminoécidos de
una proteina de andamiaje por un polipéptido de una longitud adecuada, el polipéptido ocuparéa posiciones similares
a las sustituidas. Lo anterior permite situar un polipéptido dado en una ubicacién y/u orientacién tridimensional definida
dentro de la proteina de andamiaje. De acuerdo con lo anterior, pueden utilizarse proteinas de andamiaje como una
alternativa a los anticuerpos para el reconocimiento molecular (ver, p. ej., Skerra A.: (2007) Curr. Opin. Biotechnol.
2007, 18:295-304 o Skerra A. (2000) J. Mol. Recognit. 2000, 13:167-187). Un ejemplo de dicha proteina de andamiaje
es el dominio SH3 Fyn, que comprende dos dominios que podrian mutarse para transferir nueva especificidad de
unién al dominio SH3. Los métodos para seleccionar los dominios SH3 Fyn que se unen especificamente a un antigeno
dado se dan a conocer en, p. €j., el documento n.° WO 2000/072742 o en el documento n.° WO 2008/022759.

En el contexto de la presente exposicion, el término «peptidomimético» se utiliza para referirse a cualquier molécula
cuyos elementos esenciales (farmacéforo) mimeticen un péptido o proteina natural en el espacio 3D y que retengan
la capacidad de interactuar con la diana bioldgica y de producir el mismo efecto biolégico. Entre los peptidomiméticos
se incluyen cadenas de tipo proteina pequefias disefiadas para mimetizar un péptido que puede obtenerse
normalmente mediante modificacion de un péptido existente, 0 mediante el disefio de sistemas similares que
mimetizan péptidos, tales como, p. ej., peptoides y péptidos B. Con independencia del enfoque, la estructura quimica
alterada esta disefiada para ajustar las propiedades moleculares ventajosamente en el aspecto de que, p. €], se
incrementa o se reduce la estabilidad o la actividad biolégica. Las modificaciones correspondientes implican cambios
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en el péptido que no ocurrira naturalmente, incluyendo, aunque sin limitacion, alteraciones del esqueleto y la
incorporacién de aminoacidos no naturales.

Las expresiones «unién especifica» 0 «que se une especificamente» a un antigeno, p. ej., Factor 1 o Factor 2, se
refieren a la capacidad de un ligando de unirse a un determinante antigénico de un antigeno con alta afinidad. En ese
contexto, «alta afinidad» se refiere a que la Kq para la interaccion es inferior a 1x10° M, preferentemente inferior a
1x10° M, méas preferentemente inferior a 1x107, todavia mas preferentemente inferior a 1x108M y lo mas
preferentemente, inferior a 1x10° M.

Los anticuerpos preferenters para el uso son anticuerpos monoclonales, preferentemente anticuerpos humanos o
humanizados.

El inhibidor puede ser un acido nucleico que inhiba o impida la transcripcién y/o traduccién de un ARNm codificante
de una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos segln la SEC ID n.°® 1 o 3, o de una variante de la
misma, que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80 % respecto a la secuencia de aminoacidos segun
la SEC ID n.° 1 0 3. El experto en la materia conocera perfectamente como determinar la secuencia de dichos acidos
nucleicos basandose en la secuencia genémica codificante de la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
segun la SEC ID n.° 1 o 3. Un ejemplo de dichos acidos nucleicos inhibidores son los ARN interfirientes pequefios
(ARNip) especificos del ARNm codificante de Factor 1 o Factor 2.

En aquellos casos en que el inhibidor es una proteina que puede estar codificada por un &cido nucleico, esta
contemplado que el inhibidor se administra mediante la provisién de un acido nucleico codificante del inhibidor. De
acuerdo con lo anterior, se da a conocer, ademas, aunque no forma parte de la presente invencion, un acido nucleico
codificante del inhibidor tal como se da a conocer en la presente memoria, anteriormente, para la utilizacién en el
tratamiento o la prevencién de una enfermedad en la que la angiogénesis contribuye al desarrollo o progresion de la
enfermedad. El 4cido nucleico puede comprender, ademas, cualquiera de los elementos descritos en el contexto del
segundo aspecto de la presente invencién.

De acuerdo con lo anterior, se da a conocer, ademas, aunque no forma parte de la presente invencién, un vector que
comprende el acido nucleico tal como se da a conocer en la presente memoria, anteriormente, para la utilizacién en
el tratamiento o la prevencidén de una enfermedad en la que la angiogénesis contribuye al desarrollo o progresién de
la enfermedad. El término «vector» en el presente contexto presenta el mismo significado que el descrito
anteriormente.

El vector puede ser un vector virico. Entre los vectores viricos adecuados se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
vectores adenoviricos, vectores viricos adenoasociados (VVA), vectores alfaviricos, vectores viricos herpes, vectores
del virus del sarampién, vectores del virus de la viruela, vectores viricos de la estomatitis vesicular, vectores retroviricos
y vectores lentiviricos. Ademas, también se da a conocer, aunque no forma parte de la presente invencién, una
composicién farmacéutica que comprende el inhibidor tal como se da a conocer anteriormente en la presente memoria,
el acido nucleico respectivo o el vector respectivo, y opcionalmente un excipiente farmacéutico adecuado, para la
utilizacién en el tratamiento o la prevencién de una enfermedad en la que la angiogénesis contribuye al desarrollo o
progresién de enfermedades. Dicha composicién farmacéutica puede comprender, ademas, cualquiera de los
ingredientes ensefiados anteriormente.

La expresién «una enfermedad en la que la angiogénesis contribuye al desarrollo o progresién de enfermedad» tal
como se utiliza en el contexto anterior se refiere a enfermedades en las que la proliferacion de células que forman
vasos sanguineos ocurre al inicio, durante el desarrollo y/o durante la progresion de la enfermedad. Las células que
forman vasos sanguineos y que podrian proliferar incluyen células endoteliales que revisten el interior del vaso
sanguineo y las células de musculo liso que forman la pared del vaso sanguineo. Ni las células endoteliales ni las
células de masculo liso proliferan en un vaso sano. Dichas células proliferan, p. ej., en respuesta a una lesién o
estimulos quimicos como, p. ej., VEGF. La angiogénesis también se denomina «neovascularizacién» y caracteriza el
proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. En algunas enfermedades como
las enfermedades de angiogénesis ocular, la formacién aberrante de vasos sanguineos es la causa de la enfermedad
y ocurre en algunas enfermedades como los tumores benignos o malignos. La angiogénesis ocurre durante la
progresién de la enfermedad y apoya la masa tumoral en crecimiento con oxigeno y nutrientes. En dichas
enfermedades, la angiogénesis no es la causa de la enfermedad, pero facilita la progresién de la misma. La
neovascularizaicén de tumores malignos también contribuye a la progresién de la enfermedad al proporcionar a las
células tumorales una ruta de escape de la masa tumoral, ayudando de esta manera a la metastizacién.

Preferentemente, la enfermedad en la que la angiogénesis contribuye al desarrollo o progresién de la enfermedad es
una enfermedad proliferativa. Las enfermedades proliferativas preferentes se seleccionan del grupo que consiste en
tumores benignos, tumores malignos, artritis reumatoide, soriasis, enfermedades de angiogénesis ocular, sindrome
de Osier-Webber, neovascularizacién de placas, injerto y estenosis postangioplastia, telaniectasia, articulaciones
hemofilicas, angiofibroma, granulacién de heridas, adhesiones intestinales, arterioesclerosis, escleroderma, cicatrices
hipertréficas, enfermedad por arafiazo de gato, y Ulceras, en particular, degeneracién macular, cancer adrenocortical,
cancer de vejiga, cancer 6seo, cancer cerebral, cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer de colon, cancer
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colorrectal, cdncer endometrial, cancer esofagico, cancer ocular, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, cancer de
cabeza y cuello, cancer laringeo, cancer hepético, cancer pulmonar, melanoma, trastornos mieloproliferativos, cancer
de cuello, cancer de piel no melanoma, cancer ovarico, cancer de préstata, hiperplasia prostética benigna, cancer
pancreético, cdncer rectal y cancertesticular. Las enfermedades preferentes que van a tratarse son tumores benignos,
tumores malignos y enfermedades de angiogénesis ocular.

Los presentes inventores han identificado que los anticuerpos dirigidos contra determinados epitopos del Factor 1 y
Factor 2 interfieren con la funcién proangiogénica del Factor 1y el Factor 2, respectivamente, es decir, son anticuerpos
antagonistas. De acuerdo con lo anterior, también se da a conocer, aunque no forma parte de la presente invencién,
ligandos de Factor 1y Factor 2, respectivamente, que inhiben la actividad proangiogénica del Factor 1 y del Factor 2,
respectivamente. Resultan particularmente preferentes los anticuerpos o fragmentos de los mismos que inhiben la
actividad proangiogénica del Factor 1 y del Factor 2, respectivamente. Los presentes inventores han podido
proporcionar ejemplos de dichos anticuerpos inhibidores mediante la generacién de anticuerpos que se unen
especificamente a dominios expuestos en superficie de los Factores 1y 2. Los ligandos que son capaces de unirse
especificamente a dichos fragmentos de los Factores 1y 2, respectivamente, también se dan a conocer. En el contexto
del mismo, las definiciones proporcionadas en el apartado de definiciones generales y la definicién especifica en el
presente contexto se aplican del mismo modo.

De acuerdo con lo anterior, también se da a conocer, aunque no forma parte de la invencién, un ligando,
preferentemente un anticuerpo o fragmento del mismo, o una proteina de tipo anticuerpo que se une especificamente
a un epitopo de la proteina Factor 1 comprendida o que consiste en los aminoacidos 61 a 76 de la SEC ID n.° 1 o una
regiéon de otra proteina Factor 1 correspondiente a dicho epitopo.

También se da a conocer, aunque no forma parte de la invencién, un ligando, preferentemente un anticuerpo o
fragmento del mismo, o una proteina de tipo anticuerpo que se une especificamente a un epitopo de la proteina Factor
2 humana comprendida o que consiste en los aminoéacidos 181 a 195 de la SEC ID n.° 3 0 una regién de otra proteina
Factor 2 correspondiente a dicho epitopo.

La expresion «region de otra proteina Factor 1 o 2 correspondiente a dicho epitopo» puede referirse a una secuencia
de aminoacidos de otra proteina Factor 1 0 2 que se alinea con las secuencias de aminoacidos indicadas del Factor 1
o 2 al utilizar herramientas estandares de alineacién como, p. €], Clustal\W, y parametros estandares, tal como se ha
detallado anteriormente. Las figuras 6 a 11 muestran algunas de dichas alineaciones de las proteinas Factor 1y 2. El
experto en la materia podra identificar facilmente el segmento de la SEC ID n.° 2 que presenta la secuencia de
aminoacidos CTIWRPQGKSYLYFTQ (SEC ID n.° 38) y determinar los aminoacidos correspondientes de otra proteina
Factor 1.

Ejemplos

Los Ejemplos estan disefiados para ilustrar adicionalmente la presente invencién y ayudar a una mejor comprension
de la misma. No deben interpretarse como limitativos del alcance de la invencién en modo alguno.

Ejemplo 1:

En un ensayo clinico multicéntrico controlado con placebo uno de los inventores sometidé a ensayo los efectos de la
infusién intracoronaria de células de médula ésea autdloga en pacientes con IAM (BOOST-2, n.° de identificacién de
ensayos controlados ISRCTN17457407). En el ensayo, se obtuvieron aspirados de médula ésea de pacientes de |AM
con fines de investigacion. Se aislaron células de médula 6sea CXCR4* mediante separacién celular magnética
(MiniMACS ™, Miltenyi Biotec). Tras dos etapas posteriores de purificacion, se obtuvo una poblacién celular
enriquecida en CXCR4" (pureza>95 % segln se confirmé mediante citometria de flujo). A continuacién, se aislé el
ARN a partir de dichas células y se utilizé el ARN en un analisis de micromatrices (Affymetrix GeneChip HG_U133
Plus 2.0). En un analisis bioinformatico posterior, se identificaron las 4000 etiquetas de secuencia expresada (EST,
por sus siglas en inglés) que se expresaban mas fuertemente en las células de médula ésea CXCR4* en la micromatriz.
Se utilizé una serie de herramientas bioinforméticas para identificar factores secretados putativos entre aquellas EST
que estaban caracterizadas por un péptido de sefial N-terminal, ausencia de péptidos de sefial mitocondrial o nuclear,
ausencia de una secuencia de retenciéon endoplasmética y ausencia de dominios transmembranales. En total se
identificaron 283 factores secretados putativos; se encontré en NCBI Blast que 117 de ellos presentaban un homélogo
de ratén. Los ADNc de los homélogos humanos se clonaron en pladsmidos de expresidn que seguidamente se
transfectaron individualmente en células renales embrionarias humanas (HEK, por sus siglas en inglés). Las células
HEK transfectadas se cultivaron en medio sin suero a fin de obtener sobrenadantes de cultivo acondicionados tras 30
horas. Los sobrenadantes acondicionados de células HEK se sometieron a ensayo individual para efectos
proangiogénicos en ensayos miniaturizados de angiogénesis y efectos citoprotectores en ensayos de muerte celular
de cardiomiocitos. Este cribado resulté en la identificacién de 2 proteinas secretadas: el «Factor 1» mostrd efectos
proangiogénicos y efectos citoprotectores en los ensayos anteriormente indicados; el «Factor 2» mostré efectos
proangiogénicos en los ensayos anteriores.

Las secuencias identificadas en el cribado y los homélogos de ratén o humanos respectivos fueron:
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Factor 1:
Se identificé el Factor 1 humano en el cribado y se utilizé en el Ejemplo 2 y en la figura 1:

Marco de lectura abierto 10 del cromosoma 19 de Homo sapiens (C190rf10)

La secuencia de acido nucleico codificante del Factor 1 humano se encuentra disponible en la secuencia de
referencia de NCBI: NM_019107.3 (SEC ID n.° 6). El aminoacido del Factor 1 humano se ilustra en la fig. 6 (SEC
ID n° 2).

Se utilizé el homoblogo de ratén en los Ejemplos 3 a6 y en las figuras 2 a 5:
segmento de ADN de Mus musculus, cromosoma 17, Wayne State University 104, expresado (D17Wsu104e). La
secuencia de acidos nucleicos codificante del Factor 1 de ratén se encuentra disponible en la secuencia de referencia
de NCBI: NM_080837.2 (SEC ID n.° 7). La secuencia de aminoacidos del Factor 1 de ratén se ilustra en la fig. 6 (SEC
ID n®13).

Factor 2:

Se identificé el Factor 2 humano en su forma secretada en el cribado y se utilizé en el Ejemplo 2 y en la figura 1:
Marco de lectura abierto 63 del cromosoma 19 de Homo sapiens (C190rf63), transcrito variante HSS1. La secuencia
de &cido nucleico codificante del Factor 2 humano se encuentra disponible en la secuencia de referencia de NCBI:
NM_175063.4 (SEC ID n.° 8). La secuencia de aminoéacidos de la forma secretada del Factor 2 humano se ilustra en
la fig. 8 (SEC ID n.° 4).

El Factor 2 humano en sus formas transmembranales:

Marco de lectura abierto 63 del cromosoma 19 de Homo sapiens (C190rf63), transcrito variante HSS1. La secuencia
de é&cidos nucleicos codificante de la forma transmembranal del Factor 2 humano se encuentra disponible en la
secuencia de referencia de NCBI: NM_206538.2 (SEC ID n.° 9). La secuencia de aminoacidos de la forma
transmembranal del Factor 2 humano se ilustra en la fig. 10 (SEC ID n.° 5).

La secuencia de aminoacidos de una variante de la forma transmembranal del Factor 2 humano se encuentra
disponible en GenBank: AY358710.1 (SEC ID n.° 34).

Se utilizé el homélogo de ratdbn de la forma secretada en los Ejemplos 4 a 6 y en las figuras 3 a 5:
ARNmM de péptido secretado 1 que contiene péptido de sefial hematopoyético de Mus musculus (2310044H10Rik),
alternativamente procesado. La secuencia de acidos nucleicos codificante de la forma transmembranal del Factor 2
de ratén se encuentra disponible en GenBank: AY761096.1 (SEC ID n.® 10). La secuencia de aminoécidos de la forma
secretada del Factor 2 de ratén se ilustra en la fig. 8 (SEC ID n.° 24).

El homélogo de ratdn de la forma transmembranal:

gen RIKEN de ADNc 2310044H10 de Mus musculus (2310044H10Rik). La secuencia de acidos nucleicos codificante
de la forma transmembranal del Factor 2 de ratén se encuentra disponible en la secuencia de referencia de NCBI:
NM_197991.2 (SEC ID n.° 11). La secuencia de aminoacidos de la forma transmembranal del Factor 2 de ratdn se
ilustra en la fig. 10 (SEC ID n.© 29).

Ejemplo 2:

Para confirmar las actividades proangiogénicas observadas en el cribado, se produjeron ambos factores (homélogos
humanos codificados por las secuencias de acidos nucleicos mostradas en las SEC ID n.° 6 y 8) en células COS7
como proteinas recombinantes etiquetadas con His. Tal como se muestra en la figura 1, el Factor 1 recombinante y el
Factor 2 recombinante promovieron los efectos proangiogénicos dependientes de la dosis en células endoteliales
humanas en cultivo.

Se adquirieron células endoteliales arteriales coronarias humanas (HCAEC, por sus siglas en inglés) y células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC, por sus siglas en inglés) de Provitro (Berlin, Alemania). Las células
se cultivaron durante 24 horas en medio minimo en la ausencia (control) y en presencia de suero de feto bovino al 10
% (FCS, por sus siglas en inglés), VEGF-A recombinante humano (R&D Systems) o diferentes concentraciones de
Factor 1 humano recombinante (SEC ID n.° 2) o Factor 2 (SEC ID n.° 4), tal como se indica. (A) Se midié la proliferacién
de HCAEC mediante incorporacién de bromodesoxiuridina. (B) Se evalué la migracién de HCAEC tras lesionar una
monocapa confluyente de células endoteliales con una punta de pipeta. (C) Se evalué la formacién de una red de
HUVEC en células cultivadas sobre Matrigel reducido en factores de crecimiento. N=3-5 experimentos independientes
por condicién; *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001 vs. control (ver la figura 1).

Ejemplo 3:
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Para confirmar los efectos protectores de cardiomiocitos del Factor 1 observados en el cribado, se sometieron
cardiomiocitos ventriculares de ratas neonatales a lesiéon por isquemia-reperfusién simulada en la presencia o en
ausencia de Factor 1 recombinante. Se produjo Factor 1 (homdélogo de ratdn codificado por la secuencia de &cidos
nucleicos mostrada en la SEC ID n.° 7) en células COS7 como proteinas recombinantes etiquetadas con His. Tal como
se muestra en la figura 2, el Factor 1 recombinante promovié efectos antiapoptéticos dependientes de la dosis en
cardiomiocitos en cultivo.

Se aislaron cardiomiocitos ventriculares a partir de ratas Sprague-Dawley de 1 a 3 dias de edad mediante
centrifugacién en gradiente de densidad de Percoll. Se expusieron los cardiomiocitos a isquemia simulada durante
180 min (medio sin glucosa que contenia 2-desoxiglucosa en atmésfera de 5 % de CO2/95 % de N co2) seguido de
reperfusiéon simulada durante 60 min (nuevamente en medio que contenia glucosa en aire en 5 % de CO»/95 % aire
ambiente) en ausencia (control) o en presencia de GDF-15 humano recombinante (R&D Systems, citoquina
antiapoptética conocida) o diferentes concentraciones de Factor 1 de raton recombinante, tal como se indica. Se
evalué la muerte celular mediante marcaje in situ de extremos con dUTP mediado por TdT (TUNEL). N=3 experimentos
independientes por condicién; *P<0,05 vs. control.

Ejemplo 4:

Para explorar el potencial terapéutico de Factor 1 y Fator 2 en el contexto del IAM, se generaron adenovirus
codificantes de homélogos murinos de Factor 1 o Factor 2 (secuencias de 4cidos nucleicos mostradas en las SEC ID
n.° 7y 10) y se sometieron a ensayo en un modelo de ratén de IAM. La expresién adenovirica de ambos fatore resultd
en la mejora de la funcién sistdlica ventricular izquierda 28 dias después del infarto. Lo anterior estaba asociado a un
incremento de la densidad capilar en la zona marginal del infarto (figura 3).

Se clonaron los ADNc de Factor 1 o Factor 2 de ratén en adenovirus deficientes para la replicacién utilizando el sistema
de vector AdEasy XL (Stratagene). Como control se utilizé un adenovirus deficiente en replicaciéon codificante de
galactosidasa (lacZ). Se purificaron los virus con el kit de purificacién de virus Adeno-X (BD Biosciences). Se
anestesiaron ratones C57BL/6 macho de 10 a 12 semanas de edad y se ventilaron con isoflurano (al 1-2 %) y
sometieron a ligacién permanente de la arteria coronaria descendente anterior izquierda (DAI). Se inyectaron virus
(5x10° u.f.p.) en la cavidad ventricular izquierda (V1) inmediatamente después de la ligacion DAL (A) Se evalud la
funcién sistélica ventricular izquierda (cambio de superficie fraccional, FAC) mediante ecocardiografia transtoracica
(Visualsonics) 28 dias después de la ligacién DAl (N=10-12 ratones por grupo). (B) Se cuantificé la densidad capilar
positiva para isolectina en la zona marginal del infarto mediante microscopia fluorescente 28 dias después de la
ligacién DAI (N=3 ratones por grupo). *P<0,05, **P<0,01 vs. control Ad. lacZ

Ejemplo 5:

Para investigar el potencial terapéutico del Factor 1 y del Factor 2 al aplicarlos como proteinas recombinantes en el
contexto de IAM reperfundido (mimetizando la situacién clinica en pacientes de IAM que reciben terapia de
reperfusién), se sometieron ratones C57BL/6 macho de 10 a 12 semanas de edad a ligacién coronaria durante 1 hora
(isquemia) seguido de reperfusién durante 28 dias. Los ratones se trataron s.c. con ambos fatores durante los primeros
7 dias después de la reperfusién. Se produjo Factor 1 y Factor 2 (homélogos de ratén; secuencias de aminoacidos
segln las SEC ID n.° 13 y 24) en células HEK293 como proteinas recombinantes etiquetadas con His. El tratamiento
con Factor 1 recombinante o Factor 2 recombinante resulté en la mejora significativa de la funcién sistdlica ventricular
izquierda 28 dias después del infarto. Lo anterior estaba asociado a un incremento significativo de la densidad capilar
en la zona marginal del infarto (figura 4).

Se anestesiaron ratones C57BL/6 macho de 10 a 12 semanas de edad y se ventilaron con isoflurano (al 1-2 %) y
sometieron a ligacién transitoria de la arteria coronaria descendente anterior izquierda durante 1 hora, seguido de
reperfusién durante 28 dias. Los ratones recibieron una Unica inyeccidn s.c. de Factor 1 o Factor 2 recombinante (10
Mg cada uno) en el momento de la reperfusién (se inyecté PBS en los ratones de control). A lo anterior siguié una
infusidn s.c. continua durante 7 dias de Factor 1 o Factor 2 recombinante utilizando minibombas Alzet (10 pg/dia). Los
ratones de control recibieron una infusion de PBS. (A) Se evalué la funcidn sistélica ventricular izquierda (cambio de
superficie fraccional, FAC) mediante ecocardiografia transtorécica 28 dias después de la reperfusiéon (N=10-13 ratones
por grupo). (B) Se cuantific6 la densidad capilar positiva para isolectina en la zona marginal del infarto mediante
microscopia fluorescente 28 dias después de la reperfusién (N=6 ratones por grupo). *P<0,05, **P<0,01 vs. control de
PBS.

Ejemplo 6:

Para investigar si el Factor 1 o el Factor 2, al aplicarlos como proteinas recombinantes, pueden potenciar la
supervivencia tras IAM reperfundido, los ratones fueron sometidos a ligacién coronaria durante 1 hora seguido de
reperfusién durante 28 dias. Los ratones se trataron s.c. con ambos fatores durante los primeros 7 dias después de la
reperfusién. Se produjo Factor 1 y Factor 2 (homdlogos de ratén; SEC ID n.° 7'y 10) en células HEK293 como proteinas
recombinantes etiquetadas con His. El tratamiento con Factor 1 recombinante o Factor 2 recombinante resultd en la
mejora significativa de la supervivencia durante los primeros 28 dias después del infarto (figura 5).
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Se anestesiaron ratones C57BL/6 macho de 10 a 12 semanas de edad y se ventilaron con isoflurano (al 1-2 %) y
sometieron a ligacién transitoria de la arteria coronaria descendente anterior izquierda durante 1 hora, seguido de
reperfusién durante 28 dias. Los ratones recibieron una Unica inyeccidn s.c. de Factor 1 o Factor 2 recombinante (10
Mg cada uno) en el momento de la reperfusién (se inyecté PBS en los ratones de control). A lo anterior siguié una
infusién s.c. continua durante 7 dias de Factor 1 recombinante o

Factor 2 recombinante utilizando minibombas Alzet (10 pg/dia). Los ratones de control recibieron una infusién de PBS.
Se realizé una inspeccién diaria de los ratones durante 28 dias para evaluar la supervivencia postinfarto. N=29 ratones
tratados con PBS; N=25 ratones tratados con Factor 1; N=15 ratones tratados con Factor 2.

Ejemplo 7:

Se identificaron secuencias homdlogas de la proteina codificada por C190rf10 humano con el algoritmo BLASTP en
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=
blastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0 n&LINK_LOC=blasthome.
SEC ID n® 2 sirvidé de matriz.

Los parametros utilizados eran los parametros por defecto: 11 Extensién: 1, ajustes composicionales=un ajuste de
matriz de puntuaciones composicionales condicionadas junto con la base de datos de secuencias de proteina no
redundantes (nr).

A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron ejemplos de diferentes especies de vertebrado,
principalmente de mamifero, aunque también se seleccioné un ejemplo de anfibio, de ave y de pez. Las secuencias
respectivas se enumeran en la Tabla 1.

Las secuencias de aminoacidos seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo CLUSTAW2 en
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. Los pardmetros respectivos utilizados fueron los pardmetros por
defecto: tipo de alineacion=lenta, matriz de pesos de proteina=Gonnet, apertura de hueco=10, extensiéon de
hueco=0,20, distancias de hueco=5, ningin hueco terminal=no; Opciones de salida: formato=Aln con numeros,
Orden=alineado. Las multiples alineaciones obtenidas se muestran en la figura 6 para todas las secuencias, y en la
figura 7, para las secuencias de mamifero.

Tabla 1: Secuencias de aminoacidos homdélogas del Factor 1 humano identificado con el algoritmo BLASTP. La
secuencia de Homo sapiens sirvié de matriz.

N° de acceso Origen Puntuacién Cobertura de Max. SEC ID

total blsqueda ident. n°
NP_061980.1 Homo sapiens 359 100 % 100 % 2
EHH29500.1 Macaca mulatta 357 100 % 99 % 12
NP_543027.1 Mus musculus 280 100 % 84 % 13
NP_001001164.1 | Bos taurus 305 100 % 89 % 14
XP_003421710.1 | Loxodonta africana 296 100 % 87 % 15
EHB15128.1 Heterocephalus glaber 294 100 % 87 % 16
AES10565.1 Mustela putorius furo 289 100 % 91 % 17
NP_001006342.1 | Gallus gallus 209 100 % 60 % 18
XP_003440079.1 | Oreochromis niloticus 185 100 % 53 % 19
NP_001093679.1 | Xenopus (Silurana) 182 91 % 55 % 20

tropicalis

Ejemplo 8:

Se buscaron secuencias de homélogos de la proteina codificada por la variante de corte y empalme HSS1 de C190rf63
humano con el algoritmo BLASTP en
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&P
AGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=blasthome. SEC ID n° 4 sirvié de matriz.

Los parametros utilizados eran los parametros por defecto: 11 Extensién: 1, ajustes composicionales=un ajuste de
matriz de puntuaciones composicionales condicionadas junto con la base de datos de secuencias de proteina no
redundantes (nr).

A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron ejemplos de diferentes especies de vertebrado,

principalmente de mamifero, aunque también se seleccion6 una secuencia de anfibio y una de pez. Las secuencias
respectivas se enumeran en la Tabla 2.
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Las secuencias de aminoacidos seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo CLUSTAW2 en
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. Los pardmetros respectivos utilizados fueron los pardmetros por
defecto: tipo de alineacion=lenta, matriz de pesos de proteina=Gonnet, apertura de hueco=10, extensiéon de
hueco=0,20, distancias de hueco=5, ningin hueco terminal=no; Opciones de salida: formato=Aln con numeros,
Orden=alineado. Las multiples alineaciones obtenidas se muestran en la figura 8 para todas las secuencias, y en la
figura 9, para las secuencias de mamifero.

Tabla 2: secuencias de aminoacidos homélogas de la forma secretada del Factor 2 humano identificado con el
algoritmo BLASTP. La secuencia de Homo sapiens sirvié de matriz.

N° de acceso Origen Puntuacién | Cobertura de Max. ident. SEC ID n®
total blsqueda
NP_778233.4 Homo sapiens 511 100 % 100 % 4
AFE66256.1 Macaca mulatta 503 100 % 98 % 21
XP_003465531.1 | Cavia porcellus 434 100 % 91 % 22
XP_863321.1 Canis lupus 427 100 % 91 % 23
familiaris

AAV30544.1 Mus musculus 401 93 % 86 % 24
XP_001494158.1 | Equus caballus 429 100 % 95 % 25
AAI417191 Xenopus laevis 275 89 % 61 % 26
NP_001157390.1 | Danio rerio 233 80 % 55 % 27

Ejemplo 9:

Se buscaron secuencias de homélogos de la proteina codificada por la variante de corte y empalme HSS1 de C190rf63
humano con el algoritmo BLASTP en
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&P
AGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=blasthome. SEC ID n° 5 sirvié de matriz.

Los parametros utilizados fueron los parametros por defecto: 11 Extensién: 1, ajustes composicionales=un ajuste de
matriz de puntuaciones composicionales condicionadas junto con la base de datos de secuencias de proteina no
redundantes (nr).

A partir de las secuencias identificadas, se seleccionaron ejemplos de diferentes especies de vertebrado,
principalmente de mamifero, aunque también se seleccion6 una secuencia de anfibio y una de pez. Las secuencias
respectivas se enumeran en la Tabla 3.

Las secuencias de aminoacidos seleccionadas se alinearon utilizando el algoritmo CLUSTAW2 en
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. Los pardmetros respectivos utilizados fueron los pardmetros por
defecto: tipo de alineacion=lenta, matriz de pesos de proteina=Gonnet, apertura de hueco=10, extensiéon de
hueco=0,20, distancias de hueco=5, ningin hueco terminal=no; Opciones de salida: formato=Aln con numeros,
Orden=alineado. Las multiples alineaciones obtenidas se muestran en la figura 10 para todas las secuencias, y en la
figura 11, para las secuencias de mamifero.

Tabla 3: secuencias de aminoacidos homdélogas de la forma transmembranal del Factor 2 humano identificado con el
algoritmo BLASTP. La secuencia de Homo sapiens sirvié de matriz.

N° de acceso Origen Puntuacién Coberturade | Max. ident. | SEC ID n°
total blsqueda

NP_996261.1 Homo sapiens 527 100 % 100 % 5

XP _001173798.1 | Pan troglodytes 520 100 % 99 % 28
AAH20179.1 Mus musculus 421 93 % 87 % 29
EHB05689.1 Heterocephalus glaber 426 93 % 92 % 30
XP_003406885.1 | Loxodonta africana 380 93 % 92 % 31
NP_988902.1 Xenopus (Silurana) 310 89 % 64 % 32

tropicalis
NP_001157390.1 | Danio rerio 223 77 % 54 % 33

Ejemplo 10:

Se cultivaron células endoteliales arteriales coronarias humanas (HCAEC, de Provitro) en matraces T75 en medio
EGM-2 (Lonza) complementado con FCS al 10 % (Biochrom). Se utilizaron las células de los pases 3 a 6. Antes de la
estimulacién con diversos agentes, las células se cultivaron durante la noche en MCDB131 (Life Technologies) que
contenia FCS al 2 %. A continuacién, se sembraron HCAEC en placas de 96 pocillos (5 x 10% células por pocillo) y se
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estimularon con Factor 1 humano recombinante, Factor 2 humano recombinante o VEGF (control positivo) en la
presencia o en ausencia de diferentes concentraciones de anticuerpo de conejo anti-Factor 1, anticuerpo de conejo
anti-Factor 2, o IgG de control durante 16 h. Los anticuerpos fueron generados por Eurogentec y se generaron contra
polipéptidos que contenian el Factor 1 humano (CTIWRPQGKSYLYFTQ, SEC ID n.° 38, es decir, los amino&cidos 61
a 76 de SEC ID n.° 1) o Factor 2 (CEQAQKAKNPQEQKSF; SEC ID n.° 39, es decir, los aminoéacidos 181 a 195 de
SEC ID n.° 3 més una Cys N-terminal). Se midi6 la proliferacién celular con un inmunoensayo colorimétrico de
incorporacién de BrdU (Roche). Los datos se presentan en la figura 12 (panel A: Factor 1; panel B: Factor 2; los datos
son de medias + SEM de 3 a 6 experimentos).
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REIVINDICACIONES

Proteina que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEC ID n° 1, o un fragmento o una variante
de la misma, para la utilizacién como un medicamento,

en la que el fragmento o variante (i) presenta una identidad de secuencia de por lo menos 90 % respecto a
la SEC ID n.° 1, en toda la longitud de la SEC ID n.° 1, y en la que el fragmento o variante (ii) muestra potencial
antiapoptético y protege las células o tejidos frente a la muerte celular apoptdtica, en donde el potencial
antiapoptdtico es por lo menos 50 % del potencial apoptético de la proteina con la secuencia de aminoécidos
segln la SEC ID n.° 1.

Proteina o el fragmento o variante para la utilizacién segun la reivindicacién 1, en donde el medicamento esta
destinado a la utilizacion en:

(i) el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en atrofia, hipoplasia, dafio,
lesién, isquemia, preferentemente isquemia del corazén, dafio por reperfusion, preferentemente dafio por
reperfusion del corazén, traumatismo, sobrecarga mecénica, intoxicacién, cirugia, cardiomiopatia primaria
o adquirida, disfuncién contractil postisquémica, infarto de miocardio, preferentemente infarto agudo de
miocardio, angina de pecho, insuficiencia cardiaca, inflamacién del corazén y trastorno del musculo
esquelético, en donde el trastorno del musculo esquelético se selecciona del grupo que consiste en
distrofia muscular, debilidad muscular, atrofia muscular, miositis, enfermedad del nlcleo central, miopatia
nemalinica (bastones), miopatia centronuclear, miopatia miotubular, miopatia miotubular centronuclear,
oftalmoplejia ocular y miopatia mitocondrial,

(ii) la mejora de la funcién sistélica ventricular izquierda tras infarto de miocardio, o

(iii) la proteccién de los cardiomiocitos frente a la apoptosis en un paciente.

Proteina para la utilizacién seguln la reivindicaciéon 1 o 2, en la que la proteina comprende la SEC IDn.°2 o
un fragmento de la SEC ID n° 2 que presenta una delecion de hasta 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,25 o
30 aminoacidos, preferentemente en la que la delecién se encuentra en el extremo N-terminal.

Proteina para la utilizacién segun la reivindicacién 1 0 2, en la que la proteina comprende la SEC ID n.° 1.
Proteina para la utilizacién segln la reivindicacién 1 0 2, en la que la proteina consiste en la SEC ID n.° 1.

Proteina o el fragmento o variante para la utilizacién segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que
el medicamento esta destinado a la utilizacion en el tratamiento de la cardiomiopatia primaria,
preferentemente la cardiomiopatia hereditaria o la cardiomiopatia causada por mutaciones espontaneas.

Proteina o el fragmento o variante para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un
fragmento o una variante del mismo, para la utilizacién en el tratamiento de cardiomiopatia adquirida,
preferentemente cardiomiopatia isquémica causada por enfermedades arteriales coronarias,
ateroescleréticas o de otro tipo, cardiomiopatia causada por infeccién o intoxicacién del miocardio,
enfermedad cardiaca hipertensiva causada por hipertensiéon arterial pulmonar y/o hipertensién arterial y
enfermedades de las valvulas cardiacas.

Proteina o el fragmento o variante para la utilizacién segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que
la cardiomiopatia se selecciona del grupo que consiste en cardiomiopatia hipertréfica (HCM o HOCM),
cardiomiopatia ventricular derecha arritmogénica (ARVC), miopatia mitocondrial no compactada ventricular
aislada, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia restrictiva (RCM), cardimiopatia de Takotsubo,
endocarditis de Loeffler, cardiomiopatia diabética, cardiomiopatia alcohdlica o cardiomiopatia asociada a
obesidad.

Acido nucleico codificante de una proteina que comprende la secuencia de aminoéacidos segtn la SEC ID n°
1, o un fragmento o una variante de la misma, para la utilizacién como un medicamento,

en la que el fragmento o variante (i) presenta una identidad de secuencia de por lo menos 90 % respecto a
SEC ID n.° 1 en toda la longitud de SEC ID n.° 1, y en la que el fragmento o variante (ii) muestra potencial
antiapoptético y protege las células o tejidos frente a la muerte celular apoptdtica, en donde el potencial
antiapoptdtico es por lo menos 50 % del potencial apoptético de la proteina con la secuencia de aminoécidos
segln la SEC ID n.° 1.

Vector que comprende un acido nucleico codificante de una proteina que comprende la secuencia de
aminoacidos segun la SEC ID n° 1, o un fragmento o una variante de la misma, para la utilizacién como un
medicamento,

en el que el fragmento o variante (i) presenta una identidad de secuencia de por lo menos 90 % respecto a
SEC ID n.° 1 en toda la longitud de la SEC ID n.° 1, y en el que el fragmento o variante (ii) muestra potencial
antiapoptético y protege las células o tejidos frente a la muerte celular apoptdtica, en donde el potencial
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antiapoptdtico es por lo menos 50 % del potencial apoptético de la proteina con la secuencia de aminoécidos
segln la SEC ID n.° 1.

Composicién farmacéutica para la utilizacién como un medicamento, comprendiendo dicha composicién:
(i) la proteina o el fragmento o variante segln se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
(i) el &cido nucleico segln se define en la reivindicacién 9, o
(iii) el vector segun se define en la reivindicacién 10, y
opcionalmente un excipiente farmacéutico adecuado.
Composicién farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacién 11, en la que dicha composicién
farmacéutica estd formulada para la administracién por via oral, intravenosa, intramucosa, intraarterial

intramuscular o intracoronaria.

Composicién farmacéutica para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, formulada
para la administracién antes, simultdneamente o después de una terapia de reperfusién.

Composicién farmacéutica para la utilizaciéon segin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13, en la que la
administracion se lleva a cabo mediante una o mas inyecciones y/o infusiones de bolo.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 6
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. CLUSTAL 2.1 alineacidn de miltiples secuencias

 3EQ_ID_NO_Z

| SEQ_ID_NO_1Z
| SEQ_ID EN 14
 SEQ_ID_NO_17
. SEQ_ID_NO_15
. SEQ_ID WO 18
- 3EQ_ID_NU_13
. SEQ_ID_NO_18
| SEQ_ID_NO_Z20
 SEQ_ID_NO_1%

- SEQ_ID NO_Z

- 3EQ_ID_NO_12
| BEQ_ID_NO_l4
 REQ_ID_NO_17
. SEQ_ID N0 1%
 EEQ_ID_KO_16
. SEQ_ID_WO_13
CSEQ_ID WD 18
. SEQ_ID_NO_20
- SEQ_ID NO_1%

. SEQ_ID_NO_2

- SEQ_ID WO 12
- SEQ_ID_NO_14
. BEQ_ID NO 17
- 3EQ_ID NO_L%
CREQ_ID NO_16
- SEQ_ID WO 13
. SEQ_ID WO 18
- SEQ_ID_NO_20
- SEQ_ID_NO_1@

HAAPSGHUHG-VEASLEAL LLGAVALRFAE AVEEP T TV AFDYRP GOV VHG PN G R LD

M P SGENG-VoASLAAL L LGAVAL SFAR AVSEFT TV AFDVRPGOVVH I FISHNVERGER
MAAPSGRENGEGEANLWWELLLAARAL R FYETYVEEFTTVAFDYRPGLEVVHE FESONVEGEGD ¢
MR AP SERENG-GEASLWAALLLAARA LB PARAVSEPTIVAFDYRPLLEVVHI FRQNVEEGE

MAAPRGEENGIAGASIAGALL LAAVALBSVEAYIEPTIVAFRYRPGEVVHA FIHIAGEGD
HAAPRGNELG-COGANFAALL LAAVALRPAFAVSEPTIVAFDYVRPLGGVVHE FIANVGEGD
HEAPH- - GOFWTAVVLAMAALKLARAVIEPTTVE FDVRPGEYVYHI FAALWEP LN
MAAPCORISR - - -~ WLWAAVY PAAVLCLAVRAMAREASTAE FOVRPGCEVHF FARS LG~ -~
ATV G- —- IICAFLLLLAVE S - - — - AQEESSTEEFLVRPGCLHE FTSELG- —-

MARQONTCAG- -HLAFLFALALTARRVFAR ASEEQAHTVE VP T GOVVHT FOEG TG~~~ |

ki . * « [ +* Tk XFX w ke %
* . 3 e woom PER M

A TONFTY A QGETHEQON S LTS EDHOHF TCT IR P CE S Y LY F IO FFAEVRGAETEY
KiTONFTYAS QLETHEQUON S LT SEDHQHFTCTINRPQGHSY LY FTUFRAEVREGAE IEY
KiTEWFTTAS QLGTNERIION S LT SEDHQHFTCT INRP UCREY LY FTU FFAEVRGAE IEY
KYTCAFTYASQGOTHEROM I LG SELHQHFTCT IR FQCK S Y LY FTOFRAEVRGAR IEY
RFTCTFTY A QGOTHENINS LTS ELHQHFTCTINR PO CE R Y LY FTQFEAEYRGAQIEY
EFTCTrTR & GoTE QUM LT REDECHF TC T IWE EQCES VLY FT FEAEVHRAETEY
KFTCTFTY RSN GETNEQICN S LT 3 ED AQHF T CTINR PG SV LY FTO FEAR LRGAETEY
DY TR AQ GETNEQUOME TGV EDHLL FRCSWIRP QG S Y LFFTU FEARVEGARTEY
DYACTFTYAAN GETHERIHNSVEL SDDNQHFS CA INRPQGE ST LF P T FRAEVTGGHIE Y
ETECAF T AR QGG TNEQ LN Y GLTE DB L FA CSVWRFUGKS T LI FTUFEAE LEGTEIEY

FOEEF o FAXKKFF K _ 2k v X Frh v WEXAFFTFFAT2EX Fraxs F 2FFy

AMAYSEARFERESTYPLETEE FEVIFTAVAHRPGAFFAE L SHLVIVARKASETEL 173
AMAYSHAAFEPESLVPLETEE FEVIKTAVAHRFMGAFKAREL SELVIVAKASRTEL 173
GMATYSEAAFEFE SVEFLENER FEVTETAVIHR FRAFKAR L SHLVIVAERATRSEL 174
CHAYEKARFEREZLYPLESER FEVIKTAVIHRPCAFRKAEL SKLYIVARASRSEL 173
CHAT 3 ARSERE XVPLENEE FEVTET TVAHR PLAFRAE L SKLVIVARKASHEEL 174
AMAYSKARFERE SBVPLENEE FEVTELAAVAHRPGAFRAR L SELVIVARFANSEL 1733
AMAYSKARFERE SDVPLESEE FEVTETAVIHRPGAFHAR L SKLVIVARABRIEL 166
AMAY SOAAVCAYSDIPLECEEFEITETTVSHREGEFRFEL A LMIVAETPHREL 167
SEAVSOASIDGSSDYELESSEYDVIDNVY SHRPGSFSSSLTELVLVARSEHREL 158
AMNATYSUGARGGOSDYPLEEE FTIGES TV ITHEDGRFSAQ L SELTVIGETOEREL 169
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Figura 7
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| CLUSTAL 2.1 alineacidn de miitiplss secusncias

 SEQ_ID NO 2

. SEQ_ID WO 12
 SEQ_ID HO 15
SEQ_ID MO 16
CBEQ_ID WO 14
. BEQ_ID MO 17
. 8EQ_TD MO 13

- SEQ_ID KO _2

 SEQ_ID MO 12
 SEQ_ID _NO_1S
- BEQ_ID_NO_15
C SEQ_ID NO_14
. SEQ_ID KO 17
 SEQ_ID KO 13

! BEQ_ID MO 2

3EQ_IDn NO_1Z
- SEQ_ID MO 15
| SEQ_ID NO_L€
- SEQ_TID WO_14
BEQ_ID ¥O 17
3EQ_ID MO 13

MAAPEGENG-VEAS LTAAL LLGAVALRFAE AV SEPTTVAFDVR P GEVVHS FEHNV G GD
MAA RSO~ YEAS LNAA L LLGAVAL SFARE AWSEFTTVAFDVR P GV VHS FIHNYGP D
MAAFRGRRNGIAGASNNGALLLAAVAL R VEAVEE FTIVAFD VR P GOVVHEFSHSAG P D
MNAAPRENED G- CoFANFAALLLAAVALRFAEAVER P TTVAFDVRP GV VHEFRQHVETFED
Vs P SERENGS CEAN LY S LL LAARA LR PVETYSEP TTVAFDYE P YV FOQNVGRGD
MaAPEERRNG-GEASLNAAT LLASR BT RIAE ATSEPTTVAFDVR P GEVVHSFEQNVGR GD
MAAFE~—m e~ GEFNTAYVLASBAT KL A8 AV SR PFTTVPFDVRP GEVVHIFEIDVGP G

HFEEN P s FEEATARN FEETIEARATRSESS - whE .
Y n " e .

B TCHFTY AR GETHE QUOMS LG TSEDHOEF TCTIWRPOGESY LY FTQFEAEVREGAETEY
TP Ty A QG T E QUM S LTS EDHCHF TC T IR PO GRS Y LY FTOFEAEYRGAETEY
BFTCTFTY A GETNE O S LTS EDHOEFTCTIWR PO GE S Y LY FTOFEAEYRGANIEY
EF LT FTY A CETHE MO AL GTAERPHOHF TC L INRPOGE S Y LY FTQFRAEVHEARTEY
KT YR T AS G TNE KOS LG T SEDHOEF TCTINR FOCEAY LY FTQFEAEVRGARETEY
KYTCAFTY &S GETNERN M LG SEPHOEFTCTINRFOGES Y LYFTJFRAEVRGAETEY
EF TRy A GG THE QRO S LTS ED S QHF TC T IR POCRSY LY FTOFRAELRGAETEY

1IET SETNAATEISNA CEXTST AXE EIFHT CSININATTREES SN e Wh2 0 SV e WHE

AMATIKASFERESD Y LKTEEFEV TR TAVANRFGAFKARELSELVIVAKASRETEL 173
AMAYSFRAFERESDYPLKTEEFEVTKTAVAHRPCAFKARLSKLVIVARASRTEL 173
GMAY3HALSERE SDYPLENEEFEYTRT TVAHRP FAFRARLIKLVIVAMASHIEL 174
AMAYSKAAFERESDYPLENEEFEVIEAAVAHR PAFRAE LSKLVIVAKEAHSEL 173
GMAY3KALFEFE SDVPLENEEFEVIETAY FHRFAFEAELSELVIVAKATRIEL 174
GHAYSKAAFERESDVPLESEEFEVIETAYVSHRFGAFKARLSELVIVAKASESEL 173
AMATSKAAFERESD VP LESEEFEVIVTAVIHRFGAFKAELSELVIVAKALEAEL 166
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Figura 8

ES 2986 021 T3

. CLUSTAL Z.1 alineacidn de miiltiples secuencias

SEQ_ID_HO 4
SEQ ID HO 21
SEQ_ID MO 25
SEQ_ID WO Z3
SEQ_ID MO 22
. REQ_ID NG 24
| SEQ_ID_ND 26
3E(_ID NG 27

SEQ_ID_NU_4
BEQ_ID MO 21
- SEQ_ID_NO_25

SEQ_ID NGO 24
| SEQ_ID_WO_Z6
| SEQ_ID NGO 27

 BEQ_ID_NU_4
3EQ_ID N0 21
SEQ_ID NNQ 25
SEQ_ID NO 23
CSEQ_ID MO 22
C SEQ_ID_ND 24
. SEQ_ID_NO 26
CSEQ_TD NGO 27

SEQ_ID NG 4
SEQ_ID NO_21
. BEQ_ID_NG_25
SEQ_ID _NO 23
5E0_TD_NO_332
SEQ_TD_ NN 34
. SEQ_ID N 26
SEQ_TD_WOD 27

 SEQ_ID_NU_4
 3EQ_ID NG 21
BEQ ID MO 25
SEQ_ID_NO_23
- BEQ_ID_NO 22
SEQ_ID_HO 24
3E0_ID_BO 36
- GEQ_ID MD 29

o= MAAABAGAT-FLLEL LLMAVAA P FEARGIGCRAGTGARGAGAE GRECEACGTVELL
e~ TSGRAT-HLLLLLLMAVA L F SRR GIGIRAGTCARGAGAR GREGEACETYGLL
-——-MAMAGAGAT-RLLLLLLNARA AP SRARGAGLRPCTAARGAGAE GREGEGC G PYGLL
~~~HAAAGAYYT~RLFLLLINAAA AP SRAR G GLRECAALRFAGAE CREZEGUFTYGLL

—e—-MALAGAGAP-RLLLLLLIVAAAPSRARGS SCRAGAATRGY GAE GREGESCLTVGLL

e =MV AR RAEYT~RLLYLLLNFALAP SRARGS GOV GASARGTGAD CREARGCETVALL

FRIFAGP LA TV TRNCYVH L TALFFLAVT A GIRVCRLET G~~~ - ~~ DEEESESCGTN~LE

~~~~~ HAPIRVLS~»-L?LPILSTWPLLLTQFGECNNGRRH~~~~bﬁAHDTDFSGFS~?P
. . . * » o« * .
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CLUSTAL 2.1 alinescidn de miltiples secuencias
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Figura 10
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Figura 11
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1 alineacidn de mGltiples secuencias
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Figura 12
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