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DESCRIPCION
Campo de la Invencion

La invencion se refiere a polipéptidos de fusién capaces de unirse al factor de crecimiento celular
del endotelio vascular (VEGF), a los miembros de la familia VEGF, y cortar y empalmar variantes con
caracteristicas especificamente deseables.

Breve Descripcion de la Invencién

La invencion proporciona una molécula aislada de acidos nucleicos que codifica un polipéptido
de fusion que se une e inhibe al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), que consiste en una
fusién de un dominio R1R2 a un segundo dominio R1R2 ((R1R2),) , donde la fusion es directa o mediante
un espaciador de aminoacidos y donde R1 es el dominio 2 de Ig de un componente del receptor del VEGF
de Flt-1 y R2 es el dominio 3 de Ig de Flk-1.

La invencion se dirige a una trampa del VEGF o polipéptido de fusion que comprende
componentes del receptor del VEGF (R1R2)x donde X es 2 y R1 y R2 son como se ha definido
previamente. Los componentes del receptor del VEGF R1 y R2 se pueden conectar directamente el uno al
otro o mediante una o mas secuencias de separacién. En una realizacién mas especifica, la trampa de
VEGF monomérica es SEQ ID NO:24 o una variante de aminoacido funcionalmente equivalente del
mismo.

La invencion también proporciona un polipéptido de fusion codificado por la molécula de acido
nucleico de la invencion.

La invencion también proporciona un vector de expresion que comprende la molécula de acido
nucleico de la invencion, unida de forma operativa a una secuencia de control de la expresion.

La invencion también proporciona un método para producir un polipéptido de fusién que se une e
inhibe al VEGF, que comprende las etapas de introducir en un sistema de expresion adecuado el vector
de expresion de la invencion y llevar a cabo la expresion del polipéptido de fusion .

La invencion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido
de la invencién, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona un polipéptido de fusién que puede unirse e inhibir al VEGF de
la invencion, para usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno que se mejora, alivia o se inhibe
por la eliminacién de la inhibicién de VEGF, donde dicha enfermedad o trastorno es: enfermedad de la
retina; o una enfermedad ocular seleccionada entre neovascularizacion coroidal, edema macular
diabético, retinopatia diabética proliferativa, neovasculariacion corneal/ rechazo de transplante, y
degeneracion macular asociada a la edad.

La presente invencion proporciona ademas un polipéptido de fusion que puede unirse e inhibir al
VEGF de la invencién para usar como un adyuvante en la cirugia de glaucoma, para tratar o prevenir la
hemangiogénsis y linfangiogénesis temprana y reclutamiento de macréfagos en la ampolla de filtrado tras
la cirugia del glaucoma.

En todas las realizaciones de la trampa de VEGF de la invencién, una secuencia sefial (S) puede
estar incluida al comienzo (o extremo N-terminal) del polipéptido de fusién de la invencion. La secuencia
sefial puede ser natural de la célula, recombinante, o sintética. Cuando una secuencia sefial esta unida al
extremo N-terminal de un primer componente receptor, entonces un péptido de fusién puede llamarse
como, por ejemplo, S-(R1R2),,.

Los componentes del polipéptido de fusién se pueden conectar directamente uno a otro o
mediante espaciadores. En realizaciones especificas, se conectan uno o mas componentes coparticipes
receptores y/o de fusion del polipéptido de fusion directamente uno a otro sin espaciadores. En otras
realizaciones, uno o mas componentes coparticipes receptores y/o de fusibn se conectan con
espaciadores.

La invencion abarca vectores que comprenden las moléculas de acidos nucleicos de la
invencion, incluyendo vectores de expresion que comprenden la molécula de acido nucleico unida de
forma operativa a una secuencia de control de la expresion. La invencion ademas abarca sistemas
hospedador-vector para la produccién de un polipéptido de fusién que comprende el vector de expresion,
en una célula hospedadora adecuada; sistemas hospedador-vector donde la célula hospedadora
adecuada es una bacteria, levadura, célula de insecto, célula de mamifero; una célula de E. coli, o una
célula COS o CHO. Adicionalmente, estan abarcadas las trampas de VEGF de la invencion modificadas
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por acetilacion o pegilaciéon. Los métodos para acetilar o pegilar una proteina son bien conocidos en el
estado de la técnica.

La invencion también se refiere a un método para producir una trampa de VEGF de la invencion,
gque comprende cultivar una célula hospedadora transfectada con un vector que comprende una
secuencia de acidos nucleicos de la invencion, bajo condiciones adecuadas para la expresion de la
proteina a partir de la célula hospedadora, y recuperar los polipéptidos de fusién asi obtenidos.

Las trampas de VEGF de la invencién son terapéuticamente Utiles para tratar cualquier
enfermedad o trastorno que mejora, se alivia, o se inhibe por separacion, inhibicién, o reduccién de
VEGF. Una lista no exhaustiva de condiciones especificas mejoradas por inhibiciéon o reduccion de VEGF
incluye, por ejemplo, pérdida de plasma no deseado o permeabilidad vascular, crecimiento no deseado
del vaso sanguineo, por ejemplo, tal como un tumor, edema asociado a enfermedades inflamatorias tales
como psoriasis o0 artritis, incluyendo artritis reumatoide; asma; edema generalizado asociado a
guemaduras; ascitis y efusion pleural asociadas a tumores; inflamacion o trauma; inflamacion crénica de
las vias aéreas; asma; sindrome de pérdida capilar; sepsis; enfermedad renal asociada a aumento de
pérdida proteica; adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) y enfermedades del ojo tales como la
degeneracion macular relacionada con la edad y la retinopatia diabética. La mini-trampa de VEGF es
particularmente util en el tratamiento de enfermedades del ojo, y como un adyuvante para la cirugia
ocular, incluyendo cirugia de glaucoma; y el tratamiento de tumores intraoculares, tales como por ejemplo,
melanoma coroideo (0 uveal), retinoblastoma, liberacion via intra-vitreo.

Por consiguiente, La invencion puede ser usada en un método terapéutico para el tratamiento de
una enfermedad o trastorno relacionado con VEGF, que comprende administrar una trampa de VEGF de
la invencion a un individuo que padece una enfermedad o trastorno relacionado con VEGF.

El individuo es preferiblemente un paciente humano.

Ademas, la invencién ademas se puede usar en métodos de diagndstico y prondstico, asi como
en kits para detectar, cuantificar, y/o monitorizar VEGF con las mini-trampas de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden una trampa de VEGF de la invencion con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable pueden comprender una trampa dimérica del polipéptido de fusion,
0 acidos nucleicos que codifican el polipéptido de fusion. Las mini-trampas de la invencidén encuentran
usos especificos en condiciones en las que es deseable una trampa de VEGF de semi-vida en suero
reducida (por ejemplo, evacuacion mas rapida) y/o una penetracion en tejido aumentada debido a un
tamafio més pequefio. Las aplicaciones especificas para la mini-trampa de VEGF incluyen, por ejemplo,
enfermedades donde es deseable la administracion local a un tejido o célula especifico. Ejemplos de tal
trastorno o enfermedad son las enfermedades oculares del ojo.

Otros objetos y ventajas seran evidentes a partir de una revision de la subsiguiente memoria
descriptiva detallada.

Descripcion Detallada de la Invencion

Antes de describir los presentes métodos, se ha de entender que esta invencion no esta limitada
a meétodos en particular, y las condiciones experimentales descritas, tales como métodos y condiciones,
pueden variar. También se ha de entender que la terminologia usada en la presente memoria sélo tiene el
propésito de describir realizaciones particulares, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la
presente invencién solo estara limitada por las reivindicaciones afiadidas.

Tal como se utiliza en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones afiadidas, las formas
singulares "un”, "una", y "el/la" incluyen referencia en plural a no ser que el contexto indique claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, una referencia a "un método" incluye uno o0 mas métodos, y/o etapas del tipo
descrito en la presente memoria y/o que seran evidentes para aquellas personas expertas en la materia al

leer esta descripcion y etc.

A no ser que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente memoria tienen el mismo significado que el entendido comdnmente por un experto en la materia
al que pertenece esta invencién. Aunque se puede utilizar cualquier método y material similar o
equivalente a aquellos descritos en la presente memoria en la practica o ensayo de la presente invencion,
los métodos y materiales preferidos se describen ahora.
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Descripcion General

La invencién abarca una trampa de VEGF capaz de unir e inhibir la actividad de VEGF, que es
un mondémero o multimero de uno o mas polipéptidos de fusion. Las moléculas de la invencion se unen e
inhiben la accion biolégica de VEGF y/o la reaccion o respuesta fisiologica. Para una descripcion de
antagonistas de trampas de VEGF basadas en el receptor de VEGF FIt1D2.FIk1D3.Fcl'C1 (a) (SEQ ID
NOs: 7-8) y VEGFR1R2-Fcl_C1(a) (SEQ ID NOs: 9-10), véase PCT WO/0075319.

Construcciones de Acido Nucleico y Expresion

La presente invencién proporciona la construcciéon de moléculas de acidos nucleicos que
codifican los polipéptidos de fusién de la invencion. Las variantes de secuencias de aminoacidos de los
componentes de receptor R1 y R2 de las trampas de la invencién también se pueden preparar por
creacion de mutaciones en las moléculas de acidos nucleicos codificadas. Dichos variantes incluyen, por
ejemplo, deleciones de, o inserciones o sustituciones de, restos de aminoacidos dentro de la secuencia
aminoacidica de R1 o R2. Se puede hacer cualquier combinacidon de delecidn, insercién, y sustitucion
para llegar a una construccion final, siempre que la construccion final posea la capacidad de unir e inhibir
VEGF.

Estas moléculas de acidos nucleicos estan insertadas en un vector que es capaz de expresar
polipéptidos de fusion cuando se introducen en una célula hospedadora apropiada. Células hospedadoras
apropiadas incluyen, pero no se limitan a, bacterias, levaduras, células de insecto, y células de mamifero.
Se puede usar cualquiera de los métodos conocidos por un experto en la materia para la insercion de
fragmentos de ADN en un vector para construir vectores de expresion que codifiquen los polipéptidos de
fusién de la invencién bajo el control de sefiales de control de la transcripcidn/traduccion.

La expresion de moléculas de &cidos nucleicos de la invenciéon puede ser regulada por una
segunda secuencia de &cidos nucleicos de tal forma que la molécula se expresa en un hospedador
transformado con la molécula de ADN recombinante. Por ejemplo, la expresién puede estar controlada
por cualquier elemento promotor/potenciador conocido en el estado de la técnica. Los promotores que
pueden utilizarse para controlar la expresion de moléculas polipeptidicas quiméricas incluyen, pero no se
limitan a, una repeticion terminal larga (Squinto et al. (1991) Cell 65:1-20); la region promotora temprana
de SV40, CMV, M-MuLV, el promotor de timidina quinasa, las secuencias reguladoras del gen de la
metalotionina; vectores de expresion procariética tales como el promotor de b-lactamasa, o el promotor
tac (véase también Scientific American (1980) 242:74-94); elementos promotores de levadura u otro
hongo tal como el promotor Gal 4, ADH, PGK, fosfatasa alcalina, y las regiones de control de la
transcripcion especificas de tejido derivadas de genes tales como elastasa .

Los vectores de expresion capaces de ser replicados en un hospedador bacteriano o eucariético
que comprenden las moléculas de acidos nucleicos de la invencidon son usados para transfectar al
hospedador y asi dirigir la expresion de dichos acidos nucleicos para producir los polipéptidos de fusién
de la invencion, que forman trampas capaces de unirse a VEGF. Las células transfectadas pueden
expresar, de forma transitoria o, preferiblemente, de forma constitutiva, las trampas de VEGF de la
invencion.

Las trampas de la invencion pueden ser purificadas por cualquier técnica que permita la posterior
formacion de una trampa estable biolégicamente activa. Por ejemplo, y no como limitacion, los factores
pueden recuperarse de células tanto como proteinas solubles o como cuerpos de inclusién, de los que se
puede extraer cuantitativamente por hidrocloruro de guanidinio 8M o por didlisis (véase, por ejemplo, la
Patente de EE.UU. No. 5.663.304). Ademas, con el fin de purificar los factores, se puede usar una
cromatografia convencional de intercambio i6nico, una cromatografia de interaccién hidrofobica, una
cromatografia en fase inversa o filtracion en gel.

Componentes del Receptor de VEGF

Los componentes del receptor de VEGF de la mini-trampa de VEGF de la invencién consisten en
el dominio 2 de Ig de Fit-1 (FIt1D2) (R1) y del dominio 3 de Ig de Flk-1 (FIk1D3) (R2) (juntos, R1R2). El
término "dominio Ig" de Flt-1, Flt-4, o Flk-1 pretende abarcar no sélo el dominio salvaje completo, sino
también variantes de insercion, de delecion, y/o de sustitucion de los mismos que sustancialmente
conservan las caracteristicas funcionales del dominio intacto. Sera facilmente evidente para un experto en
la materia que se pueden obtener numerosas variantes de los dominios Ig de mas arriba, que
sustancialmente conservaran las mismas caracteristicas funcionales que el dominio salvaje.

El término "equivalentes funcionales”, cuando se usa en referencia a R1 o R2, pretende abarcar
un dominio R1 o R2 con al menos una alteracion, por ejemplo, una delecién, adicion, y/o sustitucion, que
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conserva sustancialmente las mismas caracteristicas funcionales que el dominio salvaje R1, R2, o R3,
esto es, una unibn a VEGF sustancialmente equivalente. Se apreciard que varias sustituciones
aminoacidicas se pueden hacer en R1 o R2 sin salirse del espiritu de la invencién con respecto a la
capacidad de estos componentes del receptor para unirse e inactivar VEGF. Las caracteristicas
funcionales de las trampas de la invencién pueden determinarse por cualquier ensayo de escrutinio
apropiado conocido en el estado de la técnica para medir la caracteristica deseada. Ejemplos de dichos
ensayos estan descritos en la seccion experimental de mas abajo que permiten la determinacién de las
caracteristicas de unién de las trampas para VEGF (Kd), asi como su semi-vida de disociacion del
complejo trampa-ligando (Tl/z). Otros ensayos, por ejemplo, un cambio en la capacidad para unirse de

forma especifica a VEGF puede medirse por un ensayo de unién a VEGF de tipo competicién. Las
modificaciones de las propiedades de la proteina, tales como estabilidad térmica, hidrofobicidad,
susceptibilidad a degradacion proteolitica, o tendencia a agregarse, pueden ser medidas por métodos
conocidos por aquellos expertos en la materia.

Los componentes del polipéptido de fusiébn pueden conectarse directamente entre si o
conectarse via separadores. Generalmente, el término "separador" (o enlazador) significa una o0 mas
moléculas, por ejemplo, &cidos nucleicos o aminoacidos, o restos no peptidicos, tales como
polietilenglicol, que pueden ser insertados entre uno 0 mas dominios de componente. Por ejemplo, se
pueden usar secuencias separadoras para proporcionar un lugar de interés deseado entre componentes
para facilitar la manipulacion. Un separador también se puede proporcionar para mejorar la expresion del
polipéptido de fusion a partir de la célula hospedadora, para disminuir el impedimento estérico de forma
que el componente puede asumir su estructura terciaria éptima y/o interaccionar de forma apropiada con
su molécula diana. Para separadores y métodos para identificar separadores deseables, véase, por
ejemplo, George et al. (2003) Protein Engineering 15:871-879. Una secuencia separadora puede incluir
uno 0 mas aminodcidos conectados de forma natural a un componente receptor, 0 puede ser una
secuencia afiadida usada para potenciar la expresion de los péptidos de fusién, proporcionar lugares de
interés especificamente deseados, permitir que dominios de componentes formen estructuras terciarias
Optimas y/o potenciar la interaccion de un componente con su molécula diana. En una realizacion, el
separador comprende una 0 mas secuencias peptidicas entre uno 0 mas componentes que esta (estan)
entre 1-100 aminoacidos, preferiblemente 1-25.

En las realizaciones mas especificas, R1 es los amino&cidos 27-126 de la SEQ ID NO: 8, 0 1-126
de la SEQ ID NO: 8 (incluyendo la secuencia sefial 1-26); o los aminoacidos 27-129 de la SEQ ID NO: 10,
0 1-129 de la SEQ ID NO: 10 (incluyendo la secuencia sefial 1-26). En las realizaciones mas preferidas,
R2 es los aminoacidos 127-228 de la SEQ ID NO: 8, o los aminoacidos 130-231 de la SEQ ID NO: 10.
Cuando, por ejemplo, R2 es colocado en el extremo N-terminal del polipéptido de fusion, una secuencia
sefial puede preceder al componente receptor. El/los componente/s de receptor unido/s al componente
multimerizante puede/n ademas comprender un componente separador, por ejemplo, la secuencia GPG
de los aminoécidos 229-231 de la SEQ ID NO: 7.

Generacion de Mini-trampas de VEGF

La invenciéon proporciona mini-trampas de VEGF que tienen uno o mas dominios de
componentes de receptor (R1R2),, donde X es 2y R1y R2 son como se han definido mas arriba.

Usos Terapéuticos

Las mini-trampas de VEGF de la invencién son terapéuticamente Utiles para tratar cualquier
enfermedad o trastorno que se mejora, alivia o inhibe por eliminacion o inhibicién de VEGF. Una lista no
exhaustiva de condiciones especificas mejoradas por inhibicibn o reduccion de VEGF incluyen,
condiciones clinicas caracterizadas por proliferacion excesiva de células del endotelio vascular,
permeabilidad vascular, edema o inflamacioén tal como edema cerebral asociado a dafios, golpes o tumor;
edema asociado a enfermedades inflamatorias tal como psoriasis o0 artritis, incluyendo artritis reumatoide;
asma; edema generalizado asociado a quemaduras; ascitis y efusion pleural asociadas a tumores,
inflamacién o trauma; inflamacion crénica de las vias aéreas; sindrome de pérdida capilar; sepsis;
enfermedad renal asociada a aumento de pérdida proteica; y trastornos del ojo tales como la
degeneracion macular relacionada con la edad y la retinopatia diabética.

Las composiciones de la invencion son terapéuticamente Utiles para tratar una amplia variedad
de enfermedades asociadas a aumento en los niveles de VEGF. La inflamacion exagerada de Th2 y la
remodelacion de las vias aéreas son caracteristicas en la patogénesis del asma (véase, por ejemplo,
Elias et al. (1999) J. Clin. Invest. 104:1001-6). Se han detectado elevados niveles de VEGF en tejidos y
muestras biolégicas de pacientes con asma, que se correlaciona directamente con la actividad de la
enfermedad (Lee et al. (2001) J. Allergy Clin. Immunol. 107:1106-1108).e inversamente con el calibre de
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la via aérea y la respuesta de la via aérea. Ademas, Se ha postulado que VEGF contribuye al edema
asmatico de tejido.

Otra enfermedad asociada al aumento de VEGF es el adenocarcinoma ductal pancreatico
(PDAC). Este cancer a menudo exhibe focos potenciados de proliferacién de células endoteliales sobre
expresa de forma frecuente VEGF (Ferrara (1991) J. Mol. Med. 77:527-543). PDAC es responsable de un
20% de las muertes debidas a cancer gastrointestinal, haciéndola la cuarta causa mas comudn de
mortalidad relacionada con el cancer en Estados Unidos y otros paises industrializados. La evidencia
experimental confirma un importante papel de VEGF en cancer pancreatico, asi se ha prometido un
inhibidor de VEGF como terapia para atenuar el crecimiento del tumor intrapancreético y la metastasis
regional y distal.

Una mini-trampa no glicosilada y mas pequefia, expresada en E. coli (Ejemplo 4), una mini-
trampa glicosilada expresada en células CHO (Ejemplo 5) o una trampa monomeérica basada en receptor
(Ejemplo 6) tienen caracteristicas optimizadas para la liberacion local/intra-vitrea, es decir una semi-vida
en suero mas corta para una evacuacion mas rapida y reducida exposicion sistémica no deseada.
Ademas, debido a su pequefio tamafio, la mini-trampa tiene la capacidad de penetrar a través de la
membrana limitante interna (ILM) en el ojo, y difundirse a través del vitreo a la capa epitelial de la
retina/pigmento de la retina (RPE) que ayudara a tratar la enfermedad de retina. Adicionalmente, la mini-
trampa puede ser usada para administracion local para el tratamiento de enfermedad ocular tal como
neovascularizacién  coroidal, edema macular diabético, retinopatia diabética proliferativa,
neovascularizacion de la cérnea/rechazo de transplante. Ademas, la mini-trampa puede ser usada en
cualquier situacion donde se requiera el bloqueo transitorio (a corto plazo) de VEGF, por ejemplo, para
evitar la exposicion crénica a bloqueo de VEGF, tal como, por ejemplo, en el tratamiento de la psoriasis.

Un serio problema que lleva a fallo tras la cirugia del glaucoma es la inflamacion temprana y la
angiogénesis, asi como curacion demasiado agresiva de heridas. Por consiguiente, las trampas de VEGF
de la invencidn pueden ser empleadas de forma util como un adyuvante en cirugia del glaucoma para
prevenir hemangiogénsis y linfangiogénesis temprana y reclutamiento de macrdfagos en la ampolla de
filtrado tras la cirugia del glaucoma, y mejorar el resultado de la cirugia.

Terapias de Combinacién

Una trampa de VEGF puede ser administrada en combinaciéon con uno o mas componentes o
terapias adicionales, incluyendo una segunda molécula de trampa de VEGF, un agente quimioterapéutico,
cirugia, dispositivos de catéter, y radiacion. La terapia de combinacion incluye la administracion de una
sola formulacién farmacéutica posoldgica que contiene una trampa de VEGF y uno o méas agentes
adicionales; asi como la administracion de una trampa de VEGF y uno o mas agente(s) adicional(es) en
su propia formulacion farmacéutica posoldgica separada. Por ejemplo, una trampa de VEGF y un agente
citotoxico, un agente quimioterapéutico o un agente inhibidor del crecimiento pueden ser administrados a
un paciente juntos en una sola composicion posolédgica tal como una formulacion combinada, o cada
agente puede ser administrado en una formulacion posoldgica separada. Cuando se usan formulaciones
posoldgicas separadas, el polipéptido de fusion especifico de VEGF de la invencién y uno o mas agentes
adicionales pueden ser administrados al mismo tiempo, o separados en el tiempo, es decir,
secuencialmente.

El término "agente citotoxico” tal como se usa en la presente memoria, se refiere a una sustancia
gue inhibe o previene la funcion de células y/o que causa la destruccién de células. El término pretende

incluir isétopos radiactivos (por ejemplo, I131, I125, y90 y R9186), agentes quimioterapéuticos, y toxinas
tales como toxinas enzimaticamente activas de bacterias, hongos, de origen vegetal o animal, o
fragmentos de las mismas.

Un "agente quimoterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer.
Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida
(Cytoxan®); sulfonatos de alquilo tales comobusulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como
benzodopa, carboquona, meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina,
trietlenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosfaoramida y trimetilolomelamina; mostrazas
nitrogenadas tales como clorambucil, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida,
mecloretamina, hidrocloruro de o6xido de mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales como carmustinas, clorozotocina,
fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibiéticos tales como aclacinomisinas, actinomicina,
autramicina, azaserina, bleomicinas cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carminomicina,
carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubucina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorubicina, epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcellomicina, mitomicinas, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
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estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como
metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico tales como denopterina, metotrexato,
pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenales tales como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; reponedores del &cido félico tales como acido frolinico; aceglatona; glucdsido de
aldofosfamida; &cido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de elliptinio; etoglucida; nitrato de galio; hidroxiurea;
lentinano; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet;
pirarubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazina; procarbazina; PSK®; razoxano; sizofiran; espirogermanio;
acido tenuazoico; triaziquona; 2,2",2" -triclorotrietilamina; uretano; vindesina; decarbazina; manomustina;
mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabidasida ("Ara-C"); ciclofosfamica; tiotepa; taxanos;
por ejemplo paclitaxel (Taxol®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ) y docetaxel (Taxotere®,
Aventis Anthony, Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
andlogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etoposido (VP-16);
ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona; teniposido;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor RFS 2000 de la topoisomerasa;
difluorometilomitina (DMFO); &cido retinoico; esperamicinas; capacitabina; y sales. Acidos o derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los compuestos de mas arriba. También incluidos en esta
definicion estén los agentes anti-hormonales que acttan para regular o inhibir la accién hormonal sobre el
tumor, tales como anti-estrégenos, incluyendo por ejemplo tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles que
inhiben la aromatasa, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, ketoxifeno, LY117018, onapristona, y toremifeno
(Fareston); y anti-androgenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolina, y goserelina; y
sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los de mas arriba.

Un "agente inhibidor del crecimiento”, cuando se usa en la presente memoria, se refiere a un
compuesto o composicion que inhibe el crecimiento de una célula, especialmente una célula cancerosa
tanto in vitro como in vivo. Ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen agentes que
bloquean la progresion del ciclo celular (en un lugar distinto de la fase S), tales como agentes que inducen
la detencion de la fase G1 y la detencidon de la fase M. Bloqueantes clasicos de la fase M incluyen las
vincas (vincristina y vinblastina), Taxol®, e inhibidores de la topo Il tales como doxorubicina, epirubicina,
daunorubicina, etoposida, y bleomicina. Aquellos agentes que detienen la fase G1 también se extienden a
la detencion de la fase S, por ejemplo, agentes alquilantes del ADN tales como tamoxifeno, prednisona,
decarbazina, mecroretamina, cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo, y ara-C.

Métodos de Administraciéon

La invencion puede ser usada en métodos de tratamiento que comprenden administrar a un
individuo una cantidad eficaz de una trampa de VEGF de la invencion. En un aspecto preferido, la trampa
esta sustancialmente purificada (por ejemplo, sustancialmente libre de sustancias que limitan su efecto o
gue producen efectos secundarios no deseados). El individuo es, preferiblemente, un mamifero, y mas
preferiblemente un ser humano.

Se conocen varios sistemas de liberacién y pueden ser usados para administrar un agente de la
invencion, por ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcipsulas, células
recombinantes capaces de expresar el compuesto, endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo,
Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432), construccidon de un acido nucleico como parte de un
retrovirus u otro vector, etc. Los métodos de introduccion pueden ser enterales o parenterales e incluyen,
pero no se limitan a, rutas intradérmicas, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea,
intranasal, intraocular, y oral. Los compuestos pueden se administrados por cualquier ruta conveniente,
por ejemplo por infusién o inyeccion en bolo, por absorcién a través de las capas epiteliales o muco-
cutaneas (por ejemplo, mucosa oral, rectal y mucosa intestinal, etc.) y pueden ser administrados junto con
otros agentes biol6gicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local. La administracién
puede ser aguda o cronica (por ejemplo diariamente, semanalmente, mensualmente, etc.) o en
combinacion con otros agentes. También se puede emplear la administracién pulmonar, por ejemplo, por
uso de un inhalador o nebulizador, y formulacién con un agente tipo aerosol.

El agente activo puede ser liberado en una vesicula, en particular un liposoma, en un sistema de
liberacion controlada, o en una bomba. Cuando el agente activo de la invencién es un &cido nucleico que
codifica una proteina, el acido nucleico puede ser administrado in vivo para promover la expresion de la
proteina que codifica, construyéndolo como parte de un vector de expresion apropiado del acido nucleico
y administrandolo de forma que se vuelve intracelular, por ejemplo, usando un vector retroviral (véase, por
ejemplo, la Patente de EE.UU. No. 4.980.286), por inyeccion directa, o usando bombardeo de
microparticulas, o revistiéndolo con lipidos o receptores de superficie celular o agentes transfectantes, o
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administrandolo unido a un péptido de tipo homeobox que se conoce entra en el nicleo (véase, por
ejemplo, Joliot et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1864-1868), etc. Alternativamente, un acido
nucleico puede ser introducido de forma intracelular e incorporado dentro del ADN de la célula
hospedadora para la expresién, por recombinacién homéloga.

Puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion localmente en
el area que necesita el tratamiento; esto se puede lograr, por ejemplo, y no como forma de limitacién, por
infusién local durante la cirugia, aplicacion tépica, por ejemplo, por inyeccién, por medio de un catéter, o
por medio de un implante, siendo el implante de un material poroso, no poroso, o gelatinoso, incluyendo
membranas, tales como membranas sialacticas, fibras, o sustitutos de piel comerciales.

Una composicion util para practicar los métodos de la invencién puede ser un liquido que
comprende un agente de la invencion en solucién, en suspensién, o ambos. El término
"solucién/suspension” se refiere a una composicion liquida donde una primera porcion del agente activo
esta presente en solucion y una segunda porcion del agente activo esta presente en forma de particula,
en suspension en una matriz liquida. Una composicion liquida también incluye un gel. La composicion
liquida puede ser acuosa o en forma de un ungliento. Ademas, la composicién puede tomar la forma de
un articulo s6lido que puede ser insertado en el ojo, tal como por ejemplo entre el ojo y el parpado o en el
saco conjuntival, donde la trampa de VEGF es liberada. La liberacion a partir de dicho articulo
normalmente es a la cérnea, tanto via fluido lacrimal como directamente a la misma cérnea, con la que el
articulo sdlido esta generalmente en contacto directo. Los articulos sdélidos apropiados para implantacién
en el ojo estan generalmente compuestos principalmente de polimeros biodegradables o no
biodegradables. Una solucion y/o suspensién acuosa puede estar en forma de gotas oculares. Una
posologia deseable del agente activo puede medirse por administracion de un ndmero conocido de gotas
dentro del ojo. Por ejemplo, para un volumen de gota de 25 CI, la administracion de 1-6 gotas
administrara 25-150 0l de la composicién.

Una suspension o solucidn/suspension acuosa Util para practicar los métodos de la invencion
puede contener uno o mas polimeros como agentes suspensores. Polimeros Utiles incluyen polimeros
solubles en agua tales como polimeros de celulosa y polimeros insolubles en agua tales como polimeros
gue contienen carboxilo reticulado. Una solucion o solucién/suspension acuosa de la presente invencion
es preferiblemente viscosa o muco-adhesiva, o incluso mas preferiblemente, tanto viscosa como muco-
adhesiva.

Una composicion util para practicar los métodos de la invencion es una composicion acuosa
gelatinosa in situ. Dicha composicion comprende un agente gelificante en una concentracion eficaz para
promover la gelificacion en contacto con el ojo o con el fluido lacrimal. Agentes gelificantes apropiados
incluyen, pero no se limitan a, polimeros termoestables. El término "gelificante in situ", tal como se usa en
la presente memoria, no solo incluye liquidos de baja viscosidad que forman geles en contacto con el ojo
o con el fluido lacrimal, sino que también incluyen liquidos mas viscosos tales como semi-fluidos y geles
tixotrépicos que exhiben viscosidad sustancialmente aumentada o rigidez del gel en la administracion al
0jo.

Métodos de Diagndstico y Escrutinio

Las trampas de VEGF de la invencion pueden usarse de forma diagndstica y/o en métodos de
escrutinio. Por ejemplo, la trampa puede usarse para monitorizar niveles de VEGF durante un estudio
clinico para evaluar la eficacia del tratamiento. En otra realizacion, los métodos y composiciones de la
presente invencién se usan para escrutar individuos que entran en un estudio clinico para identificar
individuos que tienen, por ejemplo, un nivel de VEGF muy alto o muy bajo. Las trampas se pueden usar
en métodos conocidos en el estado de la técnica que se relacionan con la localizacion y actividad de
VEGF, por ejemplo, en métodos de formacion de imagenes, en métodos para medir niveles del mismo en
muestras fisioldgicas apropiadas, en métodos de diagnéstico, etc.

Las trampas de la invencién se pueden usar en ensayos de escrutinio in vivo e in vitro para
cuantificar la cantidad de VEGF no unido presente, por ejemplo, en un método de escrutinio para
identificar agentes de ensayo capaces de disminuir la expresion de VEGF. Mas generalmente, las
trampas de la invencidon se pueden usar en cualquier ensayo o0 proceso en el que se desea la
cuantificacion y/o el aislamiento de VEGF.

Composiciones Farmacéuticas

La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprende mini-
trampas de VEGF de la invencion. Dichas composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente
eficaz de una o mas mini-trampas, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El término
"farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora Federal o un gobierno
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estatal o listado en la Farmacopea de EE.UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para el uso en
animales, y mas particularmente en seres humanos. El término "vehiculo" se refiere e un diluyente,
adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra el agente terapéutico. Dichos vehiculos
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo aquellos de petréleo,
de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares. Excipientes farmacéuticos aceptables incluyen almidén, glucosa,
lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, caliza, gel de silice, estearato sédico, monoestearato de
glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares.
La composicién, si se desea, también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o
emulgentes, o agentes tamponantes de pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones,
suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, cépsulas, polvos, formulaciones de liberacion
sostenida y similares. Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables se describen en
"Remington’s Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin.

La mini-trampa de VEGF de la invencion se puede formular como formas neutras o sales. Sales
farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas formadas con grupos amino libres tales como aquellos
derivados de acidos hidroclérico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc. y aquellos formados con grupos
carboxilo libres tales como aquellos derivados de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos,
isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, etc.

Ademas, las composiciones acuosas Utiles para practicar los métodos de la invencion tienen pH
y osmolalidad oftdlmicamente compatibles. Se pueden incluir, en la composicién de la invencion, uno o
mas agentes ajustadores de pH y/o agentes tamponantes aceptables oftdlmicamente compatibles, que
incluyen &cidos tales como acido acético, bérico, citrico, lactico, fosférico e hidroclérico; bases tales como
hidroxido sédico, fosfato sédico, borato sédico, citrato sédico, acetato sddico, y lactato sédico; y tampones
tales como citrato/dextrosa, bicarbonato sédico y cloruro de amonio. Dichos &cidos, bases y tampones
estan incluidos en una cantidad necesaria para mantener el pH de la composicibn en un intervalo
oftdlmicamente aceptable. Se pueden incluir en la composicion una o mas sales oftadlmicamente
aceptables en una cantidad suficiente para llevar la osmolalidad de la composicion a un intervalo
oftdlmicamente aceptable. Dichas sales incluyen aquellas que tienen cationes sodio, potasio 0 amonio y
aniones cloruro, citrato, ascorbato, borato, fosfato, bicarbonato, sulfato, tiosulfato y bisulfito.

La cantidad de la trampa que seré eficaz para su previsto uso terapéutico se puede determinar
por técnicas clinicas clasicas basadas en la presente descripcion. Ademas, opcionalmente se pueden
emplear ensayos in vitro para ayudar a identificar los intervalos de posologia 6ptimos. Generalmente, los
intervalos de posologia apropiados para la administracion intravenosa son generalmente alrededor de 50-
5000 microgramos de compuesto activo por kilogramo de peso corporal. Los intervalos de posologia
apropiados para administracion intranasal son generalmente aproximadamente 0,01 pg/Kg de peso
corporal a 1 mg/kg de peso corporal. Las dosis eficaces pueden ser extrapoladas a partir de curvas de
dosis-respuesta derivadas de sistemas in vitro o sistemas de ensayo en modelos animales.

Para la administracién sistémica, se puede estimar una dosis terapéuticamente eficaz
inicialmente a partir de ensayos in vitro. Por ejemplo, se puede formular una dosis en modelos animales
para lograr un intervalo de concentracion circulante que incluye la ICg, tal como se determind en cultivo

celular. Dicha informacion se puede usar para determinar de forma mas precisa las dosis Utiles en seres
humanos. Las posologias iniciales también se pueden estimar a partir de datos in vivo, por ejemplo,
modelos animales, usando técnicas que son bien conocidas en el estado de la técnica. Un experto en la
materia facilmente puede optimizar la administracion a seres humanos baséandose en los datos en
animales.

La cantidad y el intervalo de posologia puede ajustarse individualmente para proporcionar niveles
de plasma de los compuestos que son suficientes para mantener el efecto terapéutico. En casos de
administracion local o captacion selectiva, la concentracion local eficaz del os compuestos puede no estar
relacionada con la concentracion plasmatica. Un experto en la materia sera capaz de optimizar las
posologias locales terapéuticamente eficaces sin excesiva experimentacion.

La cantidad de compuesto administrado sera, por supuesto, dependiente del individuo a tratar,
del peso del individuo, la severidad del mal, de la manera de administracion, y del juicio del médico que
prescribe. La terapia se puede repetir intermitentemente mientras los sintomas sean detectables o incluso
cuando no sean detectables. La terapia se puede proporcionar sola o en combinacién con otros farmacos.

Transfeccion Celular y Terapia Génica

La presente invencion se refiere al uso de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de
fusion de la invencion para transfectar células in vitro. Estos acidos nucleicos pueden ser insertados
dentro de cualquier niumero de vectores bien conocidos para la transfeccion de células diana. Los acidos
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nucleicos se transfectan dentro de las células ex vivo, a través de la interaccion del vector y de la célula
diana. Las composiciones pueden ser administradas (por ejemplo, por inyeccién en un muasculo) a un
individuo en una cantidad suficiente para provocar una respuesta terapéutica. Una cantidad adecuada
para lograr esto es definida como "una dosis o cantidad terapéuticamente eficaz".

En otro aspecto, la invencion puede ser usada en un método para reducir los niveles de VEGF en
un ser humano u otro animal, que comprende transfectar una célula con un acido nucleico que codifica un
polipéptido de fusién de la invencion, donde el acido nucleico comprende un promotor inducible unido de
forma operativa al acido nucleico que codifica el polipéptido de fusién o mini-trampa. Para procedimientos
de terapia génica en el tratamiento o prevencion de enfermedad del ser humano, véase por ejemplo, Van
Brunt (1998) Biotechnology 6:1149-1154.

Kits

La invencion también se relaciona con un articulo de fabricacion que comprende material de
empaquetado y un agente farmacéutico contenido dentro del material de empaquetado, donde el agente
farmacéutico comprende al menos una trampa de VEGF compuesta por dos o mas polipéptidos de fusion
de la invencion, y donde el material de empaquetado comprende una etiqueta o paquete insertado que
indica que el polipéptido de fusion especifico de VEGF puede ser usado para tratar una enfermedad o
trastorno mediado por VEGF.

Animales Transgénicos

La invencion se refiere a animales transgénicos no humanos que expresan una trampa de la
invencion. Un animal transgénico puede ser producido introduciendo un &cido nucleico dentro del pro
ndcleo macho de un oocito fertilizado, por ejemplo, por microinyeccion, infeccién retroviral, y permitiendo
que el oocito se desarrolle en un animal adoptivo hembra pseudoprefiada. Cualquiera de las secuencia
reguladoras u otras secuencias Utiles en vectores de expresion pueden formar parte de la secuencia
transgénica. Una(s) secuencia(s) reguladora(s) especifica(s) de tejido puede(n) estar unida(s) de forma
operativa al transgén para dirigir la expresion del transgén a células en particular. Un animal transgénico
no humano que expresa un polipéptido de fusion o mini-trampa de la invencion es Util en una variedad de
aplicaciones, incluyendo como un medio de produccién de dicho polipéptido de fusion. Ademas, el
transgén puede ser colocado bajo el control de un promotor inducible de forma que la expresion del
polipéptido de fusibn o mini-trampa puede ser controlada por, por ejemplo, la administracion de un
molécula pequeia.

Realizaciones Especificas

En los experimentos abajo descritos, se generaron trampas de VEGF mas pequefias y se
investigd su capacidad para unir VEGF. Dichas mini-trampas de VEGF son preferiblemente usadas en
aplicaciones especificas. Por ejemplo, ciertas condiciones o enfermedades pueden ser tratadas
preferiblemente con administracién local de una trampa de VEGF para un 6rgano, tejido, o célula
especificos, en lugar de por administracién sistémica. En un experimento, se generd, por escision, una
trampa de VEGF mas pequefia por escision dirigida de una trampa de VEGF dimerizada que tiene una
region de escision (region C) generada en dominios Fc (Ejemplo 2). La trampa truncada exhibia afinidad
por VEGF y semi-vida comparables a la trampa parental de tamafio completo. Los Ejemplos 3-5 describen
la construccién de polipéptidos de fusién que tienen un componente receptor de VEGF y un componente
multimerizante que consiste en uno o mas restos de cisteina. Las medidas de afinidad mostraron que los
polipéptidos de fusién no glicosilados expresados en E. coli o los polipéptidos glicosilados expresados en
células CHO tenian afinidad de union por VEGF comparable a la trampa parental de tamafio completo. El
Ejemplo 6 ademas ilustra una trampa de VEGF monomérica que consiste en (R1R2)2 que es capaz de

unir e inhibir VEGF. El Ejemplo 7 describe la construccion de una mini-trampa de VEGF (SEQ ID NO: 26)
gue exhibe alta afinidad de unién por VEGF comparable a la trampa de longitud completa (SEQ ID NO:
10).

Otras caracteristicas de la invencion seran evidentes en el curso de las siguientes descripciones
de las realizaciones ejemplares que se dan para la ilustracién de la invencion y que no pretenden limitar la
misma.

Ejemplos

El siguiente ejemplo es propuesto con el fin de proporcionar a aquellos expertos en la materia
una revelacion y descripcion completa de cémo hacer y usar los métodos y composiciones de la
invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que la invenciéon considera como su invencion. Se han
hecho esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo,
cantidades, temperatura, etc.) pero se podrian explicar algunos errores y desviaciones experimentales. A
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no ser que se indique lo contrario, partes son partes en peso, peso molecular es peso molecular medio,
temperatura es en grados Celsius, y presion es la, o esta cerca de la atmosférica.

Ejemplo 1. Construccion de FIt1D2.FIk1D3.Fcl Cl(a)

La construccion de una trampa de VEGF parental, Flt1D2.FIk1D3.Fcl Cl(a) (SEQ ID NOs: 7-8),
VEGFR1R2. Fc[lC1(a) (SEQ ID NOs: 9-10), y Ftl1D2.VEGFR3D3. Fc[ Cl(a) (SEQ ID NOs: 12-13) se
describe en detalle en la publicacion PCT WO/0075319, incorporada especificamente por referencia en su
totalidad en la presente memoria. También se describen en WO/0075319 métodos para construir y
expresar construcciones de acidos nucleicos que codifican trampas de VEGF, métodos para detectar y
medir la unién a VEGF de trampas de VEGF, métodos para determinar la estequiometria de unién a
VEGF por andlisis BlAcore, y andlisis farmacocinéticos.

Ejemplo 2. Mini-trampa de VEGF dimérica escindida de Trombina

La construccion VEGFR1R2.FcOC1(a) (SEQ ID NOs: 9-10), se modificd por insercion de una
escision de trombina tras el CPPC del dominio de Fc (SEQ ID NO: 1). La trampa de VEGF purificada (5
1'g) se incub6 con trombina (Novagen) en Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, NaCl 50 mM, CaCl, 2,5 mM durante

16 horas a 37° C. Los controles incluian la proteina de escision control (CCP) y la proteina parental de la
trampa de VEGF incubadas sin trombina. El andlisis de SDS-PAGE (gel de Tris-Glicina al 4-20%; 5 (g de
proteina por pocillo) verifico la correcta escision (resultados no mostrados).

Determinacién de la afinidad: La Kd de unién de cada trampa de VEGF para hVEGF165 se
determiné tal como se describe en WO/0075319, para la trampa de VEGF parental, la trampa de VEGF
no escindida que contiene un lugar de escision de trombina ("trampa de VEGF no escindida"), la mini-
trampa de VEGF escindida y R1R2-myc myc his recombinante monomérico. Mas especificamente, la
capacidad de las trampas para bloquear la fosforilacion del receptor dependiente de VEGF g5 se

determiné usando ceélulas primarias de endotelio humano (HUVECs). VEGFgc se incubd en presencia

de concentraciones variables de las trampas ensayo, y la mezcla se afiadi6 a las HUVECSs para estimular
la fosforilacion en tirosina de VEGF. A concentraciones sub-estequiométricas de la trampa de VEGF, el
VEGF no unido indujo la fosforilaciéon del receptor. Sin embargo, a una relacion molar 1:1 o superior de
una trampa de VEGF al ligando, se observé el bloqueo completo de la sefializacién del receptor,
estableciendo que una sola molécula de un dimero de la trampa es capaz de bloquear una sola molécula
de VEGF 65 humana. Asi, la alta afinidad de unién de la trampa de VEGF por VEGF da como resultado

la formacion de un complejo que impide la interaccion de VEGF con los receptores de la superficie celular.
Se obtuvieron resultados similares para experimentos idénticos de inhibicion de la fosforilacion para la
trampa de VEGF parental, la trampa de VEGF no escindida, y la mini-trampa de VEGF escindida. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Trampa Relacion de Disociacion Cinética (1/s) Ty (horas)
Trampa de VEGF parental 5,51 x 10 -5 +0,94% 35
Trampa de VEGF no escindida 4,93%10 -5 +0.70% 3,9
Mini-trampa de VEGF escindida 5,46 x 10 -5 +0.62% 3,53
Monémero R1R2-myc myc his 6,74 x 10 -3 +0,38% 0,028

Ejemplo 3. Construccion de Plasmidos que Codifican Mini-Trampas de VEGF

Se construyeron mini-trampas de VEGF a partir del precursor de la trampa de VEGF parental,
VEGFR1R2.Fc[IC1(a) (SEQ ID NOs: 9-10), en las que los tres aminoacidos glicina-alanina-prolina servian
como un enlace entre Flk1 D3y Fc[1C1(a). Este plasmido, pTE115 se us6 en la construccion de las mini-
trampas de VEGF porque la secuencia enlazadora de ADN incluia una secuencia de reconocimiento de la
endonucleasa de restriccion Srfl que facilitaba la construccion de la trampa de VEGF. En todos los
demas aspectos, la trampa de VEGF codificada por pTE115 es idéntica a la trampa de VEGF,
VEGFR1R2. Fcl:C1(a) (SEQ ID NOs: 9-10) descrita en detalle en la publicacion PCT WO/0075319.
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Se construyeron dos mini-trampas de VEGF con dominios de multimerizacién que consisten
tanto de un solo resto de cisteina (R1R2) (SEQ ID NO: 2) como delos aminoacidos ACGC (SEQ ID NO: 4)
(RlRZACGC) (SEQ ID NO: 5) afadidos al extremo C-terminal de los componentes de receptor

FItiD2.FIk1D3. Ambas construcciones son capaces de formar moléculas homodiméricas estabilizadas por
un disulfuro intermolecular (RlRZC) o dos disulfuros intermoleculares (R1R2ACGC).

El plasmido pTE517 se hizo separando el fragmento de 690 pares de bases generado por
digestion del ADN de pTE115 con Srfl y Not | e insertando el fragmento de ADN sintético formado al
aparear los oligos RIR2NC (SEQ ID NO: 14) y R1R2CC (SEQ ID NO: 15). El plasmido resultante codifica
R1R2., que consiste en dominios Flt1D2.FIk1D3 seguidos de un resto de cisteina (SEQ ID NO: 23). De

forma similar, el plasmido pTE518 se hizo separando el fragmento de 690 pares de bases generado por
digestion del ADN de pTE115 con Srfl y Not I, seguido de ligacion con el fragmento de ADN sintético
formado al aparear los oligos R1IR2NACGC (SEQ ID NO: 16) y R1R2CACGC (SEQ ID NO: 17). El
plasmido resultante codifica R1IR2,~gc, que consiste en dominios FIt1D2.FIk1D3 seguidos de los

aminoacidos ACGC (SEQ ID NO: 25).

Los Plasmidos también se construyeron para dirigir la expresion de estas mini-trampas en E. coli.
Los cebadores R1R2N-Ncoll (SEQ ID NO: 18) y R1IR2CNot1 (SEQ ID NO: 19) se usaron para amplificar
un fragmento de ADN de pTE115 que codifica los aminoacidos G30 a K231, relacionados con la trampa
de VEGF parental (SEQ ID NO: 10). La amplificacion de esta secuencia dio como resultado la fusiéon de
un coddn de iniciacion de metionina en el extremo 5” y la fusion del codén para cisteina, seguido de un
codon de parada, en el extremo 3” (SEQ ID NO: 2). Luego, este fragmento de ADN se cloné dentro de los
lugares Nco | y Not | del plasmido de expresién pRG663 de E. coli para producir pRG1102 de forma que
la expresion de R1R2 . era dependiente de la transcripcion del promotor del fago T7 ®1.1. La induccion de

la expresion génica a partir de pRG1102 dio como resultado la acumulacion de R1R2cys en el citoplasma
de la cepa hospedadora RFJ238 de E. coli. De forma similar, los cebadores R1IR2N-Ncol (SEQ ID NO:
18) y RIR2ACGC-Notl (SEQ ID NO: 20) se usaron para amplificar el fragmento de ADN de pTE115 que
codifica los aminoacidos G30 a K231 (SEQ ID NO: 10) dando como resultado la fusién de un codén de
iniciacién de metionina en el extremo 5" y la fusién de codones para ACGC (SEQ ID NO: 4), seguidos de
un codon de parada, en el extremo 3" (SEQ ID NO: 5). Luego, este fragmento se clond dentro de los
lugares Nco | y Not | del plasmido de expresién pRG663 de E. coli para producir pRG1103 de forma que
la expresion de R1IR2,~5c era dependiente de la transcripcion del promotor del fago T7 ®1.1. La

induccion de la expresion génica tanto de pRG1102 como de pRG1103 dio como resultado la
acumulacion de R1R2: 0 RIR2pcges respectivamente, en el citoplasma de la cepa hospedadora

RFJ238 de E. coli.
Ejemplo 4. Purificacion y caracterizacion de mini-trampas de VEGF de E. coli

Tanto R1IR2~ como R1R2,~ Se expresaron como proteinas citopldsmicas en E. coli y se

purificaron por el mismo método. La induccién del promotor del fago T7 ®1.1 o pRG1102 o pRG1103 en
la cepa RFJ238 de E. coli K12 dio como resultado la acumulacion de la proteina en el citoplasma. Tras la
induccién, las células se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en Tris-HCI 50 mM, pH 7,5,
EDTA 20 mM, y se lisaron al pasarlas por un homogenizador celular Niro-Soavi. Los cuerpos de inclusion
se recogieron por centrifugacion a partir de las células lisadas, se lavaron una vez en H,0 destilada,

luego se solubilizaron en guanidinio-HCL 8 M, Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, sulfito de sodio 100 mM,
tetrationato de sodio 10 mM y se incubaron a temperatura ambiente durante 16 horas. El sobrenadante
aclarado se fracciond en una columna S300 equilibrada con guanidinio-HCL 6M, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5.
Las fracciones que contienen R1R2. se agruparony dializaron frente a Urea 6 M, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5.

La proteina dializada se diluyé con urea 2M, Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, cisteina 2 mM luego se agitd
lentamente durante 7 dias a 4° C. La proteina replegada se dializ6 frente a Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, luego
se cargd en una columna SP-Sepharose equilibrada con Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 y se eluyé con un
gradiente de NaCl de 0 a 1M en Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Las fracciones que contienen R1R2, se
agruparon, concentraron, y cargaron en una columna Superdex 200 equilibrada con Tris-HCI 50 mM, pH
7,5, NaCl 150 mM. Las fracciones que contienen el dimero de la mini-trampa se recogieron y agruparon.
El peso molecular de la mini-trampa purificada se estim6 que fue alrededor de 46 kD en SDS-PAGE.

Se llevaron a cabo ensayos BlAcore (como se describe en WO/0075319) para determinar la
afinidad de la trampa por VEGF, y los resultados mostraron que las mini-trampas de R1R2- vy
RIR2p e tenian una afinidad por VEGF comparable con la trampa de VEGF de longitud completa

(Tabla 2).
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Tabla 2
Trampa Relacion de disociacién Cinética (1/s) Tq/2 (horas)
Trampa de VEGF 423 x 10-5 4,53
RlRZC 3,39 X 10-5 5,68
RIRZ2acGe 3,41x107° 565

Ejemplo 5. Expresion de mini-trampas de VEGF en CHO K1

La expresion de las mini-trampas de VEGF codificadas por pTE517 y pTE518 es dependiente de
la trascripcion del promotor humano CMV-MIE y da como resultado la secrecion de las mini-trampas en el
medio de cultivo cuando se expresan en células CHO. Cuando se expresan como proteinas secretadas
en CHO K1, ambas mini-trampas se encontraron en el medio condicionado y la estimacion de su peso
molecular por SDS-PAGE sugirid, como se esperaba, que las proteinas estaban glicosiladas. El andlisis
por SDS-PAGE también indic6 que las mini-trampas eran capaces de formar moléculas homodiméricas
estabilizadas por disulfuro(s) intermolecular(es) entre la(s) cisteina(s) del extremo C-terminal. De forma
especifica, la mini-trampa R1R2C formaba, de forma eficaz, dimeros covalentes cuando se expresaba

como una proteina secretada en las células CHO.
Ejemplo 6. Construccion y expresion de una mini-trampa de VEGF de cadena sencilla

También se construy6 una mini-trampa de VEGF que no necesita un dominio de multimerizacion
(SEQ ID NO: 24). Esta mini-trampa se construy6 por fusion directa de un dominio Flt1D2.FIk1D3 (R1R2)
(aminoacidos 30-231 de la SEQ ID NO: 24) a un segundo domino FIt1D2.FIk1D3 (R1R2) (aminoacidos
234-435 de la SEQ ID NO: 24) con un enlazador Gly-Pro entre los dominios de receptor tdndem
(aminoacidos 232-233 de la SEQ ID NO: 24).

Para construir un gen que codifigue los dominios tdndem FIt1D2.FIk1D3, se sintetizd un
fragmento de ADN (Blue Heron Biotechnology) que codificaba un dominio FIt1D2.FIk1D3 que minimizaba
la homologia del ADN con el ADN que codifica el dominio FIt1D2.FIk1D3 encontrado en pTE115. Este
fragmento de ADN sintético se clon6 como un fragmento Srf I-Not | dentro de los lugares Srf I-Not | de
pTE115 para producir pTE570, que expresa la mini-trampa de VEGF R1R2-R1R2 del promotor de CMV-
MIE. Cuando este plasmido se transfecta en las células CHO K1 la mini-trampa R1R2-R1R2 se acumula
en el medio de cultivo.

Ejemplo 7. Construccion y expresion de una mini-trampa de VEGF

Se construydé una mini-trampa de VEGF, tal como se describe mas abajo, por fusion directa de
un dominio FIt1D2.FIk1D3 (R1R2) (aminoacidos 30-231 de la SEQ ID NO: 26) con una secuencia de
nueve aminoacidos que termina en CPPC en el extremo C-terminal. Cuando este pldsmido se transfecta
dentro de células CHO K1, la mini-trampa de VEGF de la SEQ ID NO: 26 es secretada al medio de
cultivo. La purificacion posterior por electroforesis no reductora en SDS-PAGE, asi como el analisis de
dispersion ligera natural identificaron una molécula trampa con peso molecular de aproximadamente 64
kDa. Este peso molecular indica que se formé un dimero covalente entre dos polipéptidos de fusion de
SEQ ID NO: 26. Se llevaron a cabo experimentos similares con plasmidos que codifican los polipéptidos
de fusion de SEQ ID NOs: 27 y 28, y, de forma similar, mostraron que estas moléculas formaban trampas
homodiméricas. Las determinaciones de afinidad para la union de VEGF-165 humano a trampas de EGF
compuesta de dimeros de SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 26 se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Trampa de VEGF ka (1Ms) Kd (1/s) KD (M)
SEQID NO: 10 273x10"7 1,79x 10 6,55 x 1013
SEQ ID NO: 26 2,00 x 10*7 6,56 x 108 3,28x10°13
SEQ ID NO: 26 2.61x10"7 577 x 108 2.21x1013
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Daly, Thomas J.
Fandl, James P.
Papadopoulos, Nicholas J.

<120> TRAMPAS DE VEGF Y USOS TERAPETICOS DE LAS MISMAS

<130> 710D2-WO

<140> A ASIGNAR
<141> 2004-06-29

<150> 10/609,775
<151> 2003-06-30

<160> 29

<170> FastSEQ para Windows, Version 4.0

<210>1

<211>4

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 1
Cys Pro Pro Cys
1

<210>2

<211> 200

<212> PRT

<213> homo sapiens
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<400> 2

Met
1
His
Pro
Pro
Ser
65
Vval

Ile

Gly
Met
Asn
Asp
50

Asn
Asn

Ile

Arg
Thr
Ile
35

Gly
Ala
Gly

Asp

Pro
Glu
20

Thr
Lys
Thr
His

Val
100

Phe
Gly
val
Arg
Tyr
Leu
85

val

val

ES 2354 847 T3

Val
Arg
Thr
Ile
Lys
70

Tyr
Leu

Leu

Glu
Glu
Leu
Ile
55

Glu
Lys

Ser

Met
Leu
Lys
40

Trp
Ile
Thr

Pro

Tyr
val
25

Lys
Asp
Gly

Asn

Ser
105

Gly Glu Lys Leu
115 120

Gly Ile Asp Phe Asn Trp Glu Tyr Pro

130 135

Lys Leu Val Asn Arg Asp Leu Lys Thr

145 150

Lys Phe Leu Ser Thr Leu Thr Ile Asp

165

Gly Thr Cys Ala Ala Ser Ser Gly Leu
180 185

Phe val Arg Val His Glu Lys Cys
195 200

<210> 3

<211>4

<212> PRT
<213> homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE

<222>1,3

<223> Xaa = Cualquier Aminoacido

<400> 3
Xaa Cys Xaa Cys
1

<210>4

<211>4

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 4
Ala Cys Gly Cys
1

<210>5

<211> 203

<212> PRT
<213> homo sapiens

15

Asn Cys Thr

Ser
10

Ile
Phe
Ser
Leu
Tyr
90

His
Ala
Ser
Gln
Gly

170
Met

Glu
Pro
Pro
Arg
Leu
75

Leu
Gly
Arg
Ser
Ser
155

val

Thr

Ile
Cys
Leu
Lys
60

Thr
Thr
Ile
Thr
Lys
140
Gly
Thr

Lys

Pro
Arg
Asp
45

Gly
Cys
Gln
Glu
Glu
125
His
Ser

Arg

Lys

Glu
vVal
30

Thr
Phe
Glu
Thr
Leu
110
Leu
Gln
Glu

Ser

Asn
190

Ile
15

Thr
Leu
Ile
Ala
Asn
95

Ser
Asn
His
Met
Asp

175
Ser

Ile
Ser
Ile
Ile
Thr
80

Thr
val
val
Lys
Lys
160
Gln

Thr



10

ES 2354 847 T3

<400> 5
Met Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr
1! 5
His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val
20 25
Pro Asn Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys
35 40
Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile Trp Asp
50 55
Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu Ile Gly
65 70
Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn
. 85
Ile Ile Asp Val Vval Leu Ser Pro Ser
100 105
Gly Glu Lys Leu Val Leu Asn Cys Thr
115 120
Gly Ile Asp Phe Asn Trp Glu Tyr Pro
130 135
Lys Leu Val Asn Arg Asp Leu Lys Thr
145 150
Lys Phe Leu Ser Thr Leu Thr Ile Asp
165
Gly Thr Cys Ala Ala Ser Ser Gly Leu
180 185
Phe Val Arg Val His Glu Lys Ala Cys
195 200

<210>6

<211>6

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 6
Leu Val Pro Arg Gly Ser
1 5

<210>7

<211> 1453

<212> DNA
<213> homo sapiens

16

Ser
10

Ile
Phe
Ser
Leu
Tyr
90

His
Ala
Ser
Gln
Gly
170
Met

Gly

Glu
Pro
Pro
Arg
Leu
75

Leu
Gly
Arg
Ser
Ser
155
val

Thrx

Cys

Ile
Cys
Leu
Lys
60

Thr
Thr
Ile
Thr
Lys
140
Gly

Thr

Lys

Pro
Arg
Asp
45

Gly
Cys
Gln
Glu
Glu
125
His
Ser

Arg

Lys

Glu
vVal
30

Thr
Phe
Glu
Thr
Leu
110
Leu
Gln
Glu

Ser

Asn
190

Ile
15

Thr
Leu
Ile
Ala
Asn
95

Ser
Asn
His
Met
Asp

175
Ser

Ile
Ser
Ile
Ile
Thr
80

Thr
Val
val
Lys
Lys
160
Gln

Thr



<400> 7
aagcttgggce
caaccaccat
tgettecteac
ccgaaattat
ctaacatcac
gcataatctg
ggcttctgac
atcgacaaac
ctgttggaga
acttcaactg
taaaaaccca
taacccggag
agaacagcac
caccgtgccc
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtecectgea
ccctececcage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
atagcaagct
tgatgcatga
aatgagcggc

<210>8
<211> 458
<212> PRT

tgcaggtcga
ggtcagctac
aggatctagt
acacatgact
tgttacttta
ggacagtaga
ctgtgaagca
caatacaatc
aaagcttgtc
ggaataccct
gtctgggagt
tgaccaagga
atttgtcagg
agcacctgaa
cctcatgatce
ccctgaggte
gccgcgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgececca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac
cgc

<213> homo sapiens

<400> 8
Met
1
Cys

val
Leu

Met Tyr

Ser

Leu

Ser

Tyr Trp

Leu Thr
20

Glu Ile

35

val
50
Lys

Leu

Lys
65
Trp Asp

Ile Gly

Ile

Phe

Ser

Leu

Pro Cys

Pro Leu
Lys
85

Thr

Arg

Leu
100
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tcgactctag
tgggacaccqg
tccggaggta
gaaggaaggg
aaaaagtttc
aagggcttca
acagtcaatg
atagatgtgg
ttaaattgta
tcttecgaage
gagatgaaga
ttgtacacct
gtccatgaaa
ctcctggggyg
tccecggacce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tceccgggatg
cccagcgaca
acgccteccg
aagagcaggt
aaccactaca

Asp Thr

Gly Ser

Pro Glu
Val
55

Thr

Arg

Asp
70
Gly Phe

Cys Glu

Gly
Ser
Ile
40

Thr
Leu

Ile

Ala

aggatcgatc
gggtccetget
gacctttcgt
agctcgtcecat
cacttgacac
tcatatcaaa
ggcatttgta
ttctgagtcc
cagcaagaac
atcagcataa
aatttttgag
gtgcagcatc
agggcccgygg
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgeecgtgga
tgctggactc

ggcagcaggg
cgcagaagag

Leu
10
Gly

val

Ser
25
Ile His

Ser Pro

Ile Pro
Ser
90

val

Ile

Thr
105

17

cccgggegag
gtgcgegetg
agagatgtac
teccectgeegg
tttgatccct
tgcaacgtac
taagacaaac
gtctcatgga
tgaactaaat
gaaacttgta
caccttaact
cagtgggctg
cgacaaaact
cttcctette
atgcgtggtyg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtce
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctctecctg

Leu Cys

Gly Arg

Met Thr
45
Ile
60
Gly

Asn

Asp
75
Asn. Ala

Asn Gly

Ala
Pro
Glu
Thr
Lys
Thr

His

ctcgaattcg
ctcagctgtce
agtgaaatcc
gttacgtcac
gatggaaaac
aaagaaatag
tatctcacac
attgaactat
gtggggattg
aaccgagacc
atagatggtg
atgaccaaga
cacacatgcce
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagce
ttcttectet
tcatgcteeg
tctecgggta

Leu
15
val

Leu

Phe
30
Gly Arg

vVal Thr

Arg Ile

Tyr Lys
95
Leu Tyr
110

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1453

Ser
Glu
Glu
Leu
Ile
80

Glu

Lys



Thr
Leu
Leu
145
Trp
Asp
Leu
Ala
vVal
225
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
305
His
Lys
Gln
Leu
Pro
385
Asn
Leu

val

Gln

<210>9

Asn
Ser
130
Asn
Glu
Leu
Thr
Ala
210
His
Ala
Pro
vVal
vVal
290
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
370
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
450

<211> 1377
<212> DNA

<213> homo sapiens

Tyr
115
Pro
Cys
Tyr
Lys
Ile
195
Ser
Glu
Pro
Lys
Val
275
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
355
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

435
Ser

Leu
Ser
Thr
Pro
Thr
180
Asp
Ser
Lys
Glu
Asp
260
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
340
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
420
Cys

Leu

Thr
His
Ala
Ser
165
Gln
Gly
Gly
Gly
Leu
245
Thr
val
vVal
Ser
Leu
325
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
405
Leu

Ser

Ser
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His
Gly
Arg
150
Ser
Ser
val
Leu
Pro
230
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
310
Asn
Pro
Gln
val
Val
390
Pro
Thr
Val

Leu

Arg
Ile
135
Thr
Lys
Gly
Thr
Met
215
Gly
Gly
Met
His
val
295
Tyxr
Gly
Ile
val
Ser
375
Glu
Pro
val
Met
Ser
455

Gln
120
Glu
Glu
His
Ser
Arg
200
Thr
Asp
Gly
Ile
Glu
280
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
360
Leu
Trp
val
Asp
His

440
Pro

Thr
Leu
Leu
Gln
Glu
185
Ser
Lys
Lys
Pro
Ser
265
Asp
Asn
val
Glu
Lys
345
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
425
Glu

Gly

18

Asn
Ser
Asn
His
170
Met
Asp
Lys
Thr
Ser
250
Arg
Pro
Ala
val
Tyr
330
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp

410
Ser

Ala

Lys

Thr
val
val
155
Lys
Lys
Gln
Asn
His
235
val
Thr
Glu
Lys
Ser
315
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
395
Ser

Arg

Leu

Ile
Gly
140
Gly
Lys
Lys
Gly
Ser
220
Thr
Phe
Pro
val
Thr
300
val
Cys
Ser
Pro
val
380
Gly
Asp
Trp

His

Ile
125
Glu
Ile
Leu
Phe
Leu
205
Thr
Cys
Leu
Glu
Lys
285
Lys

Leu

‘Lys

Lys
Ser
365
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
445

Asp
Lys
Asp
Val
Leu
190
Tyr
Phe
Pro
Phe
val
270
Phe
Pro
Thr
val
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

430
His

val
Leu
Phe
Asn
175
Ser
Thr
val
Pro
Pro
255
Thr
Asn
Arg
val
Ser
335
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
415
Gly

Tyr

val
val
Asn
160
Arg
Thr

Cys

Cys
240
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
320
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
400
Phe

Asn

Thr



<400>9

atggtcagct
acaggatcta
cccgaaatta
cctaacatca
cgcataatct
gggcttctga
catcgacaaa
tctgttggag
gacttcaact
ctaaaaaccc

gtaacccgga
aagaacagca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gccceccateg
accctgeccecc
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

actgggacac
gttccggaag
tacacatgac
ctgttacttt
gggacagtag
cctgtgaagc
ccaatacaat
aaaagcttgt
gggaataccc
agtctgggag

gtgaccaagg
catttgtcag
aactcctggg
tctceccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcctece
acaagagcag
acaaccacta

ES 2354 847 T3

cggggtcctg
tgataccggt
tgaaggaagg
aaaaaagttt
aaagggcttce
aacagtcaat
catagatgtg
cttaaattgt
ttcttcgaag
tgagatgaag

attgtacacc
ggtccatgaa
gggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcece
tgagctgacc
catcgcecgtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

ctgtgcgege
agacctttcg
gagctcgtca
ccacttgaca
atcatatcaa
gggcatttgt
gttctgagtce
acagcaagaa
catcagcata
aaatttttga

tgtgcagcat
aaggacaaaa
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct
agcctctccc

tgctcagctg
tagagatgta
ttccectgecg
ctttgatcce
atgcaacgta
ataagacaaa
cgtctcatgg
ctgaactaaa
agaaacttgt
gcaccttaac

ccagtgggcet
ctcacacatg
tcceccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctccaacaa
cccgagaacce
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctcatgetce
tgtctececggg

tctgettctc
cagtgaaatc
ggttacgtca
tgatggaaaa
caaagaaata
ctatctcaca
aattgaacta
tgtggggatt
aaaccgagac
tatagatggt

gatgaccaag
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1377

<210> 10

<211> 458

<212> PRT
<213> homo sapiens

19



<400> 10

Met
1
Cys
Phe
Gly
val

65

Arg
Tyr
Leu
Asp
Lys
145
Asp
val
Leu
Tyr
Phe
225
Pro
Lys
val

Tyr

Glu
305

val
Leu
Val
Arg
50

Thr
Ile
Lys
Tyr
Val
130
Leu
Phe
Asn
Ser
Thr
210
val
Ala
Pro
val
Val

290
Gln

Ser
Leu
Glu
35

Glu
Leu
Ile
Glu
Lys
115
val
Val
Asn
Arg
Thr
195
Cys
Arg
Pro
Lys
vVal
275
Asp

Tyr

Tyr
Leu
20

Met
Leu
Lys
Trp
Ile
100
Thr
Leu
Leu
Trp
Asp
180
Leu
Ala
Val
Glu
Asp
260
Asp
Gly

Asn

Txrp
Thr
Tyr
val
Lys
Asp
Gly
Asn
Ser
Asn
Glu
165
Leu
Thr
Ala
His
Leu
245
Thr
val
val

Ser

ES 2354 847 T3

Asp
Gly
Ser
Ile
Phe
70

Ser
Leu
Tyr
Pro
Cys
150
Tyxr
Lys
Ile
Ser
Glu
230
Leu
Leu
Ser

Glu

Thr
310

Thr
Ser
Glu
Pro
55

Pro
Arg
Leu
Leu
Ser
135
Thr
Pro
Thr
Asp
Ser
215
Lys
Gly
Met
His

val
295

Gly
Ser
Ile
40

Cys
Leu
Lys
Thr
Thr
120
His
Ala
Ser
Gln
Gly
200
Gly
Asp
Gly
Ile
Glu
280
His

Arg

val
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Gly
Cys
105
His
Gly
Arg
Ser
Ser
185
val
Leu
Lys
Pro
Ser
265
Asp

Asn

val

20

Leu
10

Gly
Glu
vVal
Thr
Phe
90

Glu
Arg
Ile
Thr
Lys
170
Gly
Thr
Met
Thr
Ser
250
Arg
Pro

Ala

Val

Leu

Ser

Ile

Thr

Leu
75

Ile
Ala
Gln
Glu
Glu
155
His
Ser
Arg
Thr
His
235
val
Thr
Glu
Lys

Ser
315

cys
Asp
Ile
Ser
60

Ile
Ile
Thr
Thr
Leu
140
Leu
Gln
Glu
Ser
Lys
220
Thxy
Phe
Pro
vVal
Thr

300
val

Ala
Thr
His
45

Pro
Pro
Ser
Val
Asn
125
Ser
Asn
His
Met
Asp
205
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
285
Lys

Leu

Leu
Gly
Met
Asn
Asp
Asn
Asn
110
Thr
val
Val
Lys
Lys
190
Gln
Asn
Pro
Phe
val
270
Phe

Pro

Thr

Leu
15

Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
95

Gly
Ile
Gly
Gly
Lys
175
Lys
Gly
Ser
Pro
Pro
255
Thr
Asn

Arg

Val

Ser
Pro
Glu
Thr
Lys
80

Thr
His
Ile
Glu
Ile
160
Leu
Phe
Leu
Thr
Cys
240
Pro
Cys
Trp

Glu

Leu
320



10

15

ES 2354 847 T3

His Gln Asp Trp Leu Asn

325

Lys Ala Leu Pro Ala Pro

340

Gln Pro Arg Glu Pro Gln

355

Leu Thr Lys Asn Gln Val

370

Pro Ser Asp Ile Ala Val
385 390
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro

405

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr

420

Val Phe Ser Cys Ser Val

435

Gln Lys Ser Leu Ser Leu

450

<210> 11

<211>4

<212> PRT
<213> homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE

<222>1,2,3,4

<223> Xaa = Cualquier Aminoéacido

<400> .11
Xaa Xaa Xaa Xaa
1

<210> 12

<211> 1444

<212> DNA
<213> homo sapiens

Gly
Ile
Val
Ser
375
Glu

Pro

Val '’

Met

Ser
455

Lys
Glu
Tyr
360
Leu
Trp
Val
Asp
His

440
Pro

Glu
Lys
345
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
425
Glu

Gly

21

Tyr
330
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
410
Ser

Ala

Lys

Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
395
Ser

Arg

Leu

Cys
Ser
Pro
Val
380
Gly
Asp

Trp

His

Lys
Lys
Ser
365
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
445

val
Ala
350
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

430
His

Ser
335
Lys
Asp
Phe
Glu

Phe

‘415

Gly

Tyr

Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
400
Phe

Asn

Thr



<400> 12
aagcttggge
caaccaccat
tgcttctcac
ccgaaattat
ctaacatcac
gcataatctg
ggcttctgac
atcgacaaac
tggtagggga
cctttgactg
gctcccaaca
acgacctggg
ccgaggtcat
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccececatcga
ccctgececcec
aaggcttcta

actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca
ccgce

<210> 13
<211> 455
<212> PRT

tgcaggtcga
ggtcagctac
aggatctagt
acacatgact
tgttacttta
ggacagtaga
ctgtgaagca
caatacaatc
gaagctggtce
ggactaccca
gacccacaca
ctcgtatgtg
tgtgcatgaa
actcctgggg
ctceccggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagcgac

cacgcctccce
caagagcagqg
caaccactac

<213> homo sapiens

ES 2354 847 T3

tcgactctag
tgggacaccg
tcecggaggta
gaaggaaggg
aaaaagttte
aagggcttca
acagtcaatg
atagatatcc
ctcaactgca
gggaagcagg
gaactctcca
tgcaaggcca
aatggcccgg
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgg

gtgctggact

tggcagcagg
acgcagaaga

aggatcgatc
gggtcctgcet
gacctttegt
agctcgtcat
cacttgacac
tcatatcaaa
ggcatttgta
agctgttgcc
ccgtgtggge
cagagcgggg
gcatcctgac
acaacggcat
gcgacaaaac
tcttectett
catgecgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag

cccgggcgag
gtgcgecgetg
agagatgtac
tcecectgecgg
tttgatcect
tgcaacgtac
taagacaaac
caggaagtcg
tgagtttaac
taagtgggtg
catccacaac
ccagcgattt
tcacacatgce
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecctce
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag

ctcgaatteg
ctcagctgtc
agtgaaatce
gttacgtcac
gatggaaaac
aaagaaatag
tatctcacac
ctggagctgce
tcaggtgtcea
ccecgagcgac
gtcagccage
cgggagagca
ccaccgtgee
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gceccteccecag
caggtgtaca
tgcctggtcea
ccggagaaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

ccgacggctc cttcttcectc tatagcaage 1320
ggaacgtctt ctcatgctcc gtgatgcatg 1380
gcctctcect gtctcecgggt aaatgagegg 1440

22
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<400> 13
Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser
1 5 10 15
Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg Pro Phe Val Glu
20 25 30
Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu
35 40 45
Leu Val Ile Pro Cys Arg Val Thr Ser Pro Asn Ile Thr val Thr Leu
50 55 60
Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile
65 70 75 80
Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu
85 90 95
Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys
100 105 110
Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Ile Gln
: 115 1200 ' 125
Leu Leu Pro Arg Lys Ser Leu Glu Leu Leu Val Gly Glu Lys Leu Val
130 135 140
Leu Asn Cys Thr Val Trp Ala Glu Phe Asn Ser Gly Val Thr Phe Asp
145 150 155 160
Trp Asp Tyr Pro Gly Lys Gln Ala Glu Arg Gly Lys Trp Val Pro Glu
165 170 175
Arg Arg Ser Gln Gln Thr His Thr Glu Leu Ser Ser Ile Leu Thr Ile
180 185 190
His Asn Val Ser Gln His Asp Leu Gly Ser Tyr Val Cys Lys Ala Asn
195 200 205 -
Asn Gly Ile Gln Arg Phe Arg Glu Ser Thr Glu Val Ile Val His Glu
210 215 220
Asn Gly Pro Gly Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
225 230 235 240
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
245 250 255
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Vval
260 265 270
Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
] 275 280 285
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr
290 295 300
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
305 310 315 320
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
325 330 335
Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
340 345 350
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
355 360 365
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
370 375 380
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys

23



10

15

20

25

30

35

ES 2354 847 T3

385 390

395

400

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser

405

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser

420

Cys Ser Val Met His Glu Ala

435
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455
<210> 14
<211>24
<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 14
gggctgttga gagagagaga gage

<210> 15

<211> 28

<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 15
ggccgctcete tetetctete aacagece

<210> 16

<211> 23

<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 16
gggcgeatge ggttgttgag age

<210> 17

<211> 27

<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 17
ggccgctcte aacaaccgca tgcgeec

<210> 18

<211> 36
<212>DNA

<213> homo sapiens

<400> 18
gagagagacc atgggtagac ctttcgtaga gatgta

<210>19

<211> 48

<212> DNA

<213> homo sapiens

410

Arg Trp Gln Gln
425
Leu His Asn His

440

24

24

28

23

27

36

415

Gly Asn Val Phe Ser

430
Tyr Thr Gln Lys
445

Ser



10

15

20

ES 2354 847 T3

<400> 19

agagaggcgg ccgctttatc aacacttttc atggaccctg acaaatgt

<210> 20

<211>57

<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 20

48

agagaggcgg ccgctttatc aacaaccgca tgccttttca tggaccctga caaatgt

<210>21

<211> 39

<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 21
agttccggaa gtgecatggg tagacctttc gtagagatg

<210> 22

<211> 44

<212> DNA

<213> homo sapiens

<400> 22
agagaggcgg ccgctgttat cacttctegt gcacgegeac gaag

<210> 23

<211> 235

<212> PRT

<213> homo sapiens

25

39

44

57



<400> 23
Met Val Ser Tyr
1
Cys Leu Leu Leu
20
Phe Val Glu Met
35
Gly' Arg Glu Leu
50
Val Thr Leu Lys
65
Arg Ile Ile Trp

Tyr Lys Glu Ile
100

Leu Tyr Lys Thr

115
Asp Val val Leu
130

Lys Leu Val Leu

145

Asp Phe Asn Trp

Val Asn Thr Gln
180

Leu Ser Thr Leu

195
Tyr Thr Cys Ala
210
Phe Val Arg Val
225

<210> 24

<211> 435

<212> PRT
<213> homo sapiens

Trp
Thr
Tyr
Val
Lys
Asp
85

Gly
Asn
Ser
Asn
Glu
165
Ser
Thr
Ala

His

ES 2354 847 T3

Asp
Gly
Ser
ile
Phe
70

Ser

Leu

Tyr

Pro
Cys
150
Tyr
Gly
Ile

Ser

Glu
230

Thr
Ser
Glu
Pro
55

Pro
Arg
Leu
Leu
Ser
135
Thr
Pro
Ser
Asp
Ser

215
Lys

Gly
Ser
Ile
40

Cys
Leu
Lys
Thr
Thr
120
His
Ala
Ser
Glu
Gly
200
Gly

Gly

Val Leu
10

Ser Gly

25

Pro Glu

Arg Val
Asp Thr
Gly Phe
90
Cys Glu
105
His Arg
Gly-'Ile
Arg Thr
Ser Lys
170
Met Lys
185
val Thr
Leu Met

Pro Gly

26

Leu
Ser
Ile
Thr
Leu
75

Ile
Ala
Gln
Glu
Glu
155
His
Arg
Arg

Thr

Cys
235

Cys
Asp
Ile
Ser
60

Ile
Ile
Thr
Thx
Leu
140
Leu
Gln
Asp

Ser

Lys
220

Ala
Thr
His
a5

Pro
Pro
Ser
val
Asn
125
Ser
Asn
His
Leu
Asp

205
Lys

Leu
Gly

Met

Asn

Asp
Asn
Asn
110
Thxr
val
val
Lys
Lys
190
Gln

Asn

Leu
15

Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
95

Gly
Ile
Gly
Gly
Lys
175
Lys
Gly

Ser

Ser
Pro
Glu
Thr
Lys
80

Thr
His
Ile
Glu
Ile
160
Leu
Phe

Leu

Thr



<400> 24

Met
1
Cys
Phe
Gly
vVal

65

Arg
TYyTr
Leu
Asp
Lys
145
Asp
Val
Leu
Tyxr
Phe
225
Tyr
val
Lys
Asp
Gly
305
Asn
Ser
Asn
Glu
Leu
385
Thr

Ala

His

Val
Leu
Val
Arg
50

Thr
Ile
Lys
TYYX
Val
130
Leu
Phe
Asn
Ser
Thr
210
val
Ser
Ile
Phe
Ser
290
Leu
Tyr
Pro
Cys
Tyr
370
Lys
Ile

Ser

Glu

Ser
Leu
Glu
35

Glu
Leu
Ile
Glu
Lys
115
val
val
Asn
Arg
Thr
195
Cys
Arg
Glu
Pro
Pro
275
Arg
Leu
Leu
Ser
Thr
355
Pro
Thr
Asp

Sex

Lys
435

Tyr
Leu
20

Met
Lenu
Lys
Trp
Ile
100
Thr
Leu
Leu
Trp
Asp
180
Leu
Ala
val
Ile
Cys
260
Leu
Lys
Thx
Thr
His
340
Ala
Ser
Gln
Gly

Gly
420

Trp
Thr
Tyr
val
Lys
Asp
85

Gly
Asn
Ser
Asn
Glu
165
Len
Thr
Ala
His
Pro
245
Arg
Asp
Gly
Cys
His
325
Gly
Arg
Ser
Ser
val

405
Leu

ES 2354 847 T3

Asp
Gly
Ser
Ile
Phe
70

Ser
Leu
Tyr
Pro
Cys
150
Tyr
Lys
Ile
Ser
Glu
230
Glu
Val
Thr
Phe
Glu
310
Arg
Ile
Thr
Lys
Gly
390

Thr

Met

Thr
Ser
Glu
Pro
55

Pro
Arg
Leu
Leu
Ser
135
Thr
Pro
Thr
Asp
Ser
215
Lys
Ile
Thr
Leu
Ile
295
Ala
Gln
Glu
Glu
His
375
Ser

Arg

Thr

Gly
Ser
Ile
40

Cys
Leu
Lys
Thr
Thr
120
His
Ala
Ser
Gln
Gly
200
Gly
Gly
Ile
Ser
Ile
280
Ile
Thr
Thr
Leu
Leu
360
Gln
Glu

Ser

Lys

vVal
Ser
25

Pro
Arg
Asp
Gly
Cys
105
His
Gly
Arg
Ser
Ser
185
val
Leu
Pro
His
Pro
265
Pro
Ser
val
Asn
Ser
345
Asn
His
Met

Asp

Lys
425

27

Leu
10

Gly
Glu
val
Thr
Phe
90

Glu
Arg
Ile
Thr
Lys
170
Gly
Thr

Met

Gly

Met
250
Asn
Asp
Asn
Asn
Thr
330
vVal
val
Lys
Lys
Gln

410
Asn

Leu
Ser
Ile
Thr
Leu
75

Ile
Ala
Gln
Glu
Glu
155
His
Ser
Arg
Thr
Arg
235
Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
315
Ile
Gly
Gly
Lys
Lys
395
Gly

Ser

Cys
Asp
Ile
Ser
60

Ile

Ile

Thr

Thr
Leu
140
Leu
Gln
Glu
Ser
Lys
220
Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
300
His
Ile
Glu
Ile
Leu
380
Phe

Leu

Thr

Ala
Thr
His
45

Pro
Pro
Ser
val
Asn
125
Ser
Asn
His
Met
Asp
205
Lys
Phe
Gly
val
Arg
285
Tyr
Leu
Asp
Lys
Asp
365
val
Leu

Tyr

Phe

Leu
Gly
30

Met
Asn
Asp
Asn
Asn
110
Thr
val
val
Lys
Lys
190
Gln
Asn
val
Arg
Thr
270
Ile
Lys
Tyr
val
Leu
350
Phe
Asn
Ser

Thr

val
430

Leu
15

Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
95

Gly
Ile
Gly
Gly
Lys
175
Lys
Gly
Ser
Glu
Glu
255
Leu
Ile
Glu
Lys
val
335
val
Asn
Arg
Thr
Cys

415
Arg

Ser
Pro
Glu
Thr
Lys
80

Thr
His
Ile
Glu
Ile
160
Leu
Phe
Leu
Thr
Met
240
Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
320
Leu
Leu
Trp
Asp
Leu
400
Ala

vVal



10

<210> 25
<211> 238
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 25

Met
1
Cys
Phe
Gly
val

65

Ala
Tyr
Leu
Asp
Lys
145
Asp
val
Leu

Tyr

Phe
225

val
Leu
val
Arg
50

Thr
Ile
Lys
Tyr
vVal
130
Leu
Phe
Asn
Ser
Thr
210
val

<210> 26

<211> 240
<212> PRT
<213> homo sapiens

Ser
Leu
Glu
35

Glu
Leu
Ile
Glu
Lys
115
vVal
val
Asn
Arg
Thr
195
Cys

Arg

Tyr
Leu
20

Met
Leu
Lys
Trp
Ile
100
Thr
Leu
Leu
Trp
Asp
180
Leu

Ala

val

Trp
Thr
Tyxr
val
Lys
Asp
85

Gly
Asn
Ser
Asn
Glu
165
Leu
Thr

Ala

His

ES 2354 847 T3

Asp
Gly
Ser
Ile
Phe
70

Ser
Leu
Tyr
Pro
Cys
150
Tyxr
Lys
Ile

Ser

Glu
230

Thr
Ser
Glu
Pro
55

Pro
Arg
Leu
Leu
Ser
135
Thr
Pro
Thr
Asp
Ser

215
Lys

Gly
Ser
Ile
40

Cys
Leu
Lys
Thr
Thr

120
His

Ala

Ser
Gln
Gly
200
Gly

Gly

val
Ser

25
Pro

Asn
Gly
Cys
105
His
Gly
Arg
Ser
Ser
185
val

Leu

Pro

28

Leu
10

Gly
Glu
vVal
Thr
Phe
90

Glu
Arg
Ile
Thr
Lys
170
Gly
Thr
Met

Gly

Leu
Ser
Ile
Thr
Leu
75

Ile
Ala
Gln
Glu
Glu
155
His
Ser
Arg

Thr

Ala
235

Cys
Asp
Ile
Ser
60

Ile
Ile
Thr
Thr
Leu
140
Leu
Gln
Glu
Ser
Lys

220
Cys

Ala
Thr
His
45

Pro
Pro
Ser
val
Asn
125
Ser
Asn
His
Met
Asp

205
Lys

Leu
Gly
30

Met
Asn
Asn
Asn
Asn
110
Thr
Val
val
Lys
Lys
190
Gln

Asn

Cys

Leu
15

Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
95

Gly
Ile
Gly
Gly
Lys
175
Lys
Gly

Ser

Ser
Pro
Glu
Thr
Lys
80

Thr
His
Ile
Glu
Ile
160
Leu
Phe

Leu

Thr
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<400> 26
Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser
1 5 10 15
Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ser Asp Thr Gly Arg Pro
20 25 30
Phe Val Glu Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu
35 40 45
Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val Thr Ser Pro Asn Ile Thr
50 55 60
Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys
65 70 75 80
Arg Ile Ile Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr
85 90 95
Tyr Lys Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His
100 105 110
Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile
115 120 125

Asp Val Val Leu Ser Pro Ser His Gly Ile Glu Leu Ser Val Gly Glu
130 135 140

Lys Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Ile

145 150 155 160

Asp Phe Asn Trp Glu Tyr Pro Ser Ser Lys His Gln His Lys Lys Leu

165 170 175
Val Asn Arg Asp Leu Lys Thr Gln Ser Gly Ser Glu Met Lys Lys Phe
180 185 190
Leu Ser Thr Leu Thr Ile Asp Gly Val Thr Arg Ser Asp Gln Gly Leu
195 200 205

Tyr Thr Cys Ala Ala Ser Ser Gly Leu Met Thr Lys Lys Asn Ser Thr
210 215 220

Phe Val Arg Val His Glu Lys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys

225 230 235 240

<210> 27

<211> 240

<212> PRT
<213> homo sapiens
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<400> 27

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Vval Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser
1 5 10 15

Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ser Asp Thr Gly Arg Pro

20 25 30

Phe Val Glu Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu
L 35 40 45

Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val Thr Ser Pro Asn Ile Thr

50 55 60

Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp Gly Lys
65 70 75 80
Arg Ile Ile Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile Ile Ser Asn Ala Thr

Tyr Lys Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly His
100 105 110
Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile
115 120 125
Asp Val Val Leu Ser Pro Ser His Gly Ile Glu Leu Ser Val Gly Glu
130 135 140
Lys Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala‘Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Ile
145 150 155 160
Asp Phe Asn Trp Glu Tyr Pro Ser Ser Lys His Gln His Lys Lys Leu
165 170 175
vVal Asn Arg Asp Leu Lys Thr Gln Ser Gly Ser Glu Met Lys Lys Phe
180 185 190
Leu Ser Thr Leu Thr Ile Asp Gly Val Thr Arg Ser Asp Gln Gly Leu
195 200 205
Tyr Thr Cys Ala Ala Ser Ser Gly Leu Met Thxr Lys Lys Asn Ser Thr
210 215 ' 220
Phe Val Arg Val His Glu Lys Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Cys
225 230 235 240

<210> 28

<211> 237

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 28
Met Vval Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser
1 5 10 15

30



Cys
Phe
Gly
val
65
Arg
TyXx
Leu
Asp
Lys
145
Asp
val
Leu
Tyr

Phe
225

Leu
Val
Arg
50

Thr
Ile
Lys
Tyr
val
130
Leu
Phe
Asn
Ser
Thr

210
Val

<210> 29

<211> 434
<212> PRT
<213> homo sapiens

Leu
Glu
35

Glu
Leu
Ile
Glu
Lys
115
val
Val
Asn
Arg
Thr
195
Cys

Arg

Leu
20

Met
Leu
Lys
Trp
Ile
100
Thr
Leu
Leu
Trp
Asp
180
Leu

Ala

val

Thr
Tyr
Val
Lys
Asp
85

Gly
Asn
Ser
Asn
Glu
165
Leu
Thr

Ala

His

ES 2354 847 T3

Gly
Ser
Ile
Phe
70

Ser
Leu
Tyxr
Pro
Cys
150
Tyr
Lys
Ile

Ser

Glu
230

Ser
Glu
Pro
55

Pro
Arg
Leu
Leu
Ser
135
Thr
Pro
Thr
Asp
Ser

215
Lys

Ser
Ile
40

Cys
Leu
Lys
Thr
Thr
120
His
Ala
Ser
Gln
Gly
200
Gly

Asp

Ser
25

Pro
Arg
Asp
Gly
Cys
105
His
Gly
Arg
Ser
Ser
185
val

Leu

Lys

31

Gly
Glu
val
Thr
Phe
90

Glu
Arg
Ile
Thr
Lys
170
Gly
Thr

Met

Thr

Ser
Ile
Thr
Leu
75

Ile
Ala
Gln
Glu
Glu
155
His
Ser
Arg

Thr

His
235

Asp
Ile
Ser
60

Ile
Ile
Thr
Thr
Leu
140
Leu
Gln
Glu
Sex
Lys

220
Thr

Thr
His
45

Pro
Pro
Ser
val
Asn
125
Ser
Asn
His
Met
Asp
205
Lys

Ccys

Gly
30

Met
Asn
Asp
Asn
Asn
110
Thr
Val
val
Lys
Lys
190
Gln

Asn

Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
95

Gly
Ile
Gly
Gly
Lys
175
Lys
Gly

Ser

Pro
Glu
Thr
Lys
80

Thr
His
Ile
Glu
Ile
160
Leu
Phe

Leu

Thr



<400> 29

Ser
1
Ile
Thr
Leu
Ile

65

Ala
Gln
Glu
Glu
His
145
Ser

Arg

Thr

Asp
Ile
Ser
Ile
50

Ile
Thr
Thr
Leu
Leu
130
Gln
Glu

Ser

Lys

Thr
His
Pro
35

Pro
Ser
val
Asn
Ser
115
Asn
His
Met

Asp

Lys

Gly
Met
20

Asn
Asp
Asn
Asn
Thr
100
Val
val
Lys
Lys
Gln

180
Asn

Arg
Thr
Ile
Gly
Ala
Gly
85

Ile
Gly
Gly
Lys
Lys
165
Gly

Ser

ES 2354 847 T3

Pro
Glu
Thr
Lys
Thr
70

His
Ile
Glu
Ile
Leu
150
Phe

Leu

Thr

Phe
Gly
Val
Arg
55

Tyr
Leu
Asp
Lys
Asp
135
val
Leu
Tyr

Phe

val
Arg
Thr
40

Ile
Lys
TYYX
Val
Leu
120
Phe
Asn
Ser

Thr

val

Glu
Glu
25

Leu
Ile
Glu
Lys
Val
105
Val
Asn
Arg
Thr
Cys

185
Arg

32

Met
10

Leu
Lys
Trp
Ile
Thr
90

Leu
Leu
Trp
Asp
Leu
170
Ala

val

Tyr
val
Lys
Asp
Gly
75

Asn
Ser
Asn
Glu
Leu
155
Thr
Ala

His

Ser
Ile
Phe
Ser
60

Leu
Tyr
Pro
Cys
Tyr
140
Lys
Ile

Ser

Glu

Glu
Pro
Pro
45

Arg
Leu
Leu
Ser
Thr
125
Pro
Thr
Asp

Ser

Lys

Ile
Cys
30

Leu
Lys
Thr
Thr
His
110
Ala
Ser
Gln
Gly
Gly

190
Glu

Pro
15

Arg
Asp
Gly
Cys
His
95

Gly
Arg
Ser
Ser
Val
175

Leu

Ser

Glu
vVal
Thr
Phe
Glu
80

Arg
Ile
Thr
Lys
Gly
160
Thr

Met

Lys



Tyr
Pro
225
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
305
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
385
Lys
Glu

Gly

Gly
210
Ser
Arg
Pro
Ala
val
290
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
370
Asp
'Ser

Ala

Lys

195
Pro

val
Thr
Glu
Lys
275
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
355
Asn
Ser

Arg

Leu

Pro
Phe
Pro
val
260
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
340
val
Gly
Asp

Trp

His
420

Cys
Leu
Glu
245
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
325
Ser
Lys
Gln
Gly

Gln

405

Asn

ES 2354 847 T3

Pro
Phe
230
val
Phe
Pro
Thr
val
310
Ala
Gln
Gly
Pro
sSer
390
Glu

His

Pro
215
Pro
Thr
Asn
Arg
val
295
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
375
Phe
Gly

Tyr

200
Cys

Pro
Cys
Trp
Glu
280
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
360
Asn
Phe

Asn

Thr

Pro
Lys
val
Tyr
265
Glu
His
Lys
Gln
Met
345
Pro
Asn
Leu

val

Gln
425

33

Ala
Pro
val
250
val
Gln
Gln
Gly
Pro
330
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

410
Lys

Pro
Lys
235
val
Asp
Phe
Asp
Leu
315
Arg
Lys
Asp
Lys
Serx
395
Ser

Ser

Glu
220
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
300
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
380
Arg
Cys

Leu

205
Phe

Thr
val
Val
Ser
285
Leu
Ser
Pro
Gln
Ala
365
Thr
Leu

Ser

Ser

Leu
Leu
Ser
Glu
270
Thr
Asn
Ser
Gln
val
350
val
Pro
Thr

val

Leu
430

Gly
Met
Gln
255
val
Tyr
Gly
Ile
val
335
Ser
Glu
Pro
Val
Met

415
Ser

Gly
Ile
240
Glu
His
Arg
Lys
Glu
320
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
400
His

Leu
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ES 2354 847 T3

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica un polipéptido de fusién que se une e
inhibe al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), que consiste en una fusién de un dominio
R1R2 a un segundo dominio R1R2 ((R1R2);) , donde la fusion es directa o mediante un espaciador de
aminoacidos y donde R1 es el dominio 2 de Ig de un componente del receptor del VEGF de Flt-1 y R2 es
el dominio 3 de Ig de Flk-1.

2. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1, donde el espaciador es un un
enlazador Gly-Pro.

3. Un polipéptido de fusion codificado por la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1 6 2.

4. El polipéptido de fusion de la reivindicacion 3 cuya secuencia de aminoacidos es la de SEQ ID
NO: 24.

5. Un vector de expresién que comprende la molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 1 6
2, unida de forma operativa a una secuencia de control de la expresion.

6. Un método para producir un polipéptido de fusion que se une e inhibe al VEGF, que
comprende las etapas de introducir en un sistema de expresion apropiado el vector de expresion de la
reivindicacion 5 y efectuar la expresion del polipéptido de fusion.

7. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de fusion de la reivindicaciéon 3 6
4, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Un polipéptido de fusion que se puede unir e inhibir al VEGF de la reivindicacion 3 6 4, para
usar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno que es mejorado, aliviado o inhibido por la
eliminacién o inhibiciéon del VEGF, donde dicha enfermedad o trastorno es: enfermedad de la retina; o una
enfermedad ocular seleccionada entre neovascularizacion coroidal, edema macular diabético, retinopatia
diabética proliferativa, neovasculariacion corneal/ rechazo de transplante, y degeneracion macular
asociada a la edad.

9. Un polipéptido de fusion que se puede unir e inhibir al VEGF de la reivindicacion 3 0 4, para
usar como un adyuvante en la cirugia de glaucoma, para tratar o prevenir la hemangiogénsis y
linfangiogénesis temprana y reclutamiento de macréfagos en la ampolla de filtrado tras la cirugia del
glaucoma.
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