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DESCRIPCION
IFN-beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a un IFN-beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado (denominado en
lo sucesivo sIFNbeta-lgGFcmut), los nucleétidos que codifican el mismo, los vectores y vectores de expresion que
comprenden el mismo, las células anfitrionas transformadas con el mismo y su uso como medicamento asi como su
uso en particular para tratar la esclerosis mdultiple. El IFN-beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado
comprende dos subunidades, comprendiendo la primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no ligado a una
proteina IFN-beta y comprendiendo la segunda subunidad un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteina IFN-
beta sencilla.

Antecedentes de |la Invencién

Se ha informado (véase Spiekermann GM et al. 2002) que las proteinas que comprenden el fragmento Fc de una
inmunoglobulina (lg) ligado a una proteina de interés, por ejemplo, Eritropoyetina (EPO), permiten la administracion
inhalable, aparentemente a través de la union al receptor de Fc relacionado con la clase | del MHC, FcRn, presente
en los pulmones humanos adultos que reconoce, se une y acepta el fragmento Fc de las inmunoglobulinas. La
fusién de una proteina a un fragmento Fc de inmunoglobulina permite que la proteina hibrida sea reconocida por el
FcRn. El fragmento Fc de inmunoglobulina consiste en dos brazos idénticos que comprenden la region bisagra (H) y
el segundo (CHy) y tercer (CH3) dominio de una cadena pesada de anticuerpo.

El FcRn es activo en tejido epitelial adulto (humano pero no de roedor) y se expresa en el lumen del intestino, las
vias aéreas pulmonares, las superficies nasales, las superficies vaginales, las superficies del colon y el recto
(Documento US 6.485.726). Las proteinas que comprenden un compafiero de uniéon de FcRn (por ejemplo, 19G,
proteinas de fusidn que contienen fragmentos Fc) pueden ser transportadas eficazmente a través de barreras
epiteliales por los FcRn, proporcionando asi un medio no invasivo para administrar sistémicamente una molécula
terapéutica deseada.

Se sabe que el fragmento Fc, también llamado dominio Fc, de las inmunoglobulinas (p. €j. las IgG) es responsable
de las denominadas funciones efectoras asociadas con la administracion de una inmunoglobulina (IgG) o de una
proteina de fusion que comprende dicho dominio Fc (IgGFc). Tales funciones efectoras incluyen la citotoxicidad
celular dependiente anticuerpos (ADCC) a través de interacciones con los receptores de Fc (FcyR) y citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) mediante la unidn al componente 1q del complemento (C1q).

Las isoformas de IgG ejercen diferentes niveles de funciones efectoras. La IgG1 y la IgG3 humanas tienen fuertes
efectos ADCC y CDC, mientras que la IgG2 humana ejerce efectos ADCC y CDC débiles. La IgG4 humana
despliega ADCC débil y ningun efecto CDC.

En la ADCC, la regién Fc de un anticuerpo (por ejemplo, IgG) se une a los receptores de Fc (FcyR) sobre Ila
superficie de las células efectoras inmunitarias tales como las asesinas naturales y los macréfagos, conduciendo a la
fagocitosis o lisis de las células elegidas como diana.

En la CDC, el anticuerpo (por ejemplo, IgG) destruye las células elegidas como diana mediante la activacion de la
cascada del complemento en la superficie celular. Las isoformas de IgG ejercen diferentes niveles de funciones
efectoras aumentando en el orden de IgG4 < 1gG2 < IgG1 < IgG3.

Los interferones son secretados naturalmente por las células infectadas y se identificaron por primera vez en 1957.
Su nombre deriva del hecho de que "interfieren" en la replicacion y la produccion viral. El interferén beta es un
interferon bien conocido que se utiliza actualmente para tratar la esclerosis multiple.

Se ha informado (documento WO 2005/001025) que los hibridos de dimero-monémero, con una molécula
biolbgicamente activa, pero dos porciones de una regidon constante de inmunoglobulina, por ejemplo, dos
comparfieros de unién de FcRn, funcionan y pueden ser transportados con mayor eficacia que los homodimeros,
también denominados aqui simplemente como dimeros o multimeros de orden superior con dos 0 mas copias de la
molécula biolégicamente activa. Los hibridos de mondmero-dimero de interferon beta se describen en el documento
WO 2005/001025. Un hibrido de monémero-dimero que comprende interferon beta humano fusionado con la regién
Fc de IgG1 humana se describe en el documento WO 2006/074199.

Compendio de la Invencién

En un primer aspecto, la invenciéon proporciona un IFN-beta sencillo fusionado a un dominio Fc de IgG mutado
(denominado en lo sucesivo slFNbeta-lgGFcmut). El sIFNbeta-lgGFcmut de la invencién consiste en dos
subunidades, la primera subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteina
IFN-beta y la segunda subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteina IFN-beta sencilla
(brazo IFNbeta-Fcmut) donde dicha primera subunidad consiste en el SEQ ID NO: 3 y dicha segunda subunidad
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consiste en el SEQ ID NO: 8. Las mutaciones introducidas dan como resultado una ADCC menor y una CDC menor.
En una realizacion preferida, las mutaciones son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S. En otro aspecto, la
invencion proporciona un polinucleétido, p. ej. un ADN, que codifica un sIFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la
presente invencion, los vectores y mas concretamente los vectores de expresion que contienen dicho ADN.

En otro aspecto, la invencion proporciona una célula anfitriona, preferiblemente una célula CHO, que contiene, por
ejemplo, como resultado de una transfeccion, un vector y en particular un vector de expresion de acuerdo con la
invencion.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un slFNbeta-lgGFcmut de
acuerdo con la presente invencién y su uso como un medicamento, en particular para tratar la esclerosis multiple.

En otro aspecto, la invencién describe el uso de un sIFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invencion en la fabricacion de
un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la leucemia de células pilosas, el sarcoma de Kaposi, la
leucemia mielégena crénica, la esclerosis multiple, la hepatitis A, la hepatitis B, la hepatitis C, el VIH y/o las
infecciones causadas por virus seleccionados ente el virus de Epstein-Barr, el virus del herpes y/o el virus del
papiloma.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para elaborar un slFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invencion,
el método que comprende cultivar una célula anfitriona, preferiblemente una célula CHO, de acuerdo con la
invencion y aislar el sIFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invencion.

Descripcion Detallada de la Invencién

La presente invencion se refiere a un IFN-beta sencillo fusionado a un dominio Fc de IgG mutado (denominado en lo
sucesivo slFNbeta-lgGFcmut) que se puede liberar a través de absorcion pulmonar, oral o subcutanea. El sIFNbeta-
IlgGFcmut de la presente invencién presenta funciones efectoras de Fc reducidas, buena actividad bioldgica, a la vez
que todavia mantiene niveles en suero y vida media elevados en el sistema circulatorio.

En un primer aspecto, la invencion describe un sIFNbeta-lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo
la primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteina IFN-beta y comprendiendo
la segunda subunidad un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteina IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut)
donde el dominio Fc de IgG mutado (IgGFcmut) es un dominio Fc de inmunoglobulina gamma de (IgG)-1 donde al
menos las posiciones 234, 235, 237, 330 y 331, de acuerdo con la posicion del indice de EU como definen Kabat et
al. (Kabat E. A. et al. 1991), se han mutado. Las mutaciones introducidas dan como resultado una ADCC menor y
una CDC menor. En una realizacion preferida, las mutaciones son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S. Con el
fin de evitar confusién en la numeracion de las posiciones de las mutaciones, en la siguiente Tabla 1 se informa de
una comparacion entre las posiciones de los aminoacidos de algunos SEQ ID NO: de la invencion y el indice de EU:

Tabla 1
Mutaciones | SEQ ID NO: SEQID SEQ ID SEQ ID NO: SEQ ID NO: Indice de EU
1 NO: 3,5 NO: 8, 10 14 15 (Kabat)
L—A 117 14 180 14 188 234
L—E 118 15 181 15 189 235
G—A 120 17 183 17 191 237
A—S 213 110 276 110 284 330
P—S 214 111 277 111 285 331
N—A 180 77 243 77 251 297

En la poblacion se encuentran diferentes alotipos de IgG1. La region constante pesada de IgG1 humana citada en el
SEQ ID NO: 1 es el alotipo referido como "marcador G1IM (no 1)" en Uniprot (nimero de acceso P01857). Las
mutaciones descritas en la presente invencion se pueden realizar en todos los alotipos diferentes encontrados en la
poblacién. En la presente invencion, el dominio Fc se derivé del alotipo "marcador G1M (no 1)" (véase el Ejemplo 1),
sin embargo, el dominio Fc también se puede derivar de cualquier otro alotipo.

Un dominio Fc de inmunoglobulina gamma (IgG)-1 donde al menos las posiciones 234, 235, 237, 330 y 331, de
acuerdo con la posicion del indice de EU, se han mutado para dar como resultado una ADCC menor y una CDC
menor sera referido aqui como IgGFcmut. El brazo del IgGFcmut no ligado a una proteina IFN-beta sera referido en
la presente memoria como brazo Fcmut. El brazo de IgGFcmut ligado a una proteina IFN-beta sencilla sera referido



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2400 107 T3

en la presente memoria como brazo IFNbeta-Fcmut (Figura 1). En una realizacién preferida, las mutaciones en el
IgGFcmut son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S.

En la presente memoria, un dominio Fc puede ser referido como un fragmento Fc, radical de Fc o region Fc. En la

presente memoria, los términos "dominio Fc", "fragmento Fc", "region Fc" o "radical de Fc" son intercambiables y se
debe interpretar que tienen el mismo significado.

El sIFNbeta-lgGFcmut de la invencién presenta una actividad biolégica similar a la proteina monémero-dimero de
IFN-beta descrita en el documento WO 2005/001025. La actividad biologica de IFN-beta se mide tipicamente en un
ensayo antiviral tal como el descrito en el Ejemplo 5.

El sIFNbeta-lgGFcmut de la invencién reduce o inhibe la toxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Por ejemplo, el sIFNbeta-lgGFcmut de la invencion reduce o
inhibe la unién a los receptores de Fc FcyRI, CD64, A, IIB, IlIA y/o llIB, y/o reduce o inhibe la unién a C1q. Ademas,
el sIFNbeta-lgGFcmut de la invencién mantiene las propiedades de unién (o de afinidad) para el FcRn. La reduccién
0 inhibicion de la ADCC y la CDC, si bien mantiene la union a FcRn del sIFNbeta-lgGFcmut de la invencién son
conferidas por las cinco mutaciones presentes en el dominio Fc. La invencion proporciona slFNbeta-lgGFcmut que
exhibe la misma actividad biol6gica y las mismas propiedades de unidn para el FcRn, con reduccién o inhibicion de
la ADCCy la CDC.

El sIFNbeta-lgGFcmut de la invencién puede ser administrado mediante inhalacion o mediante administracion
subcuténea.

Los niveles en suero y la vida media elevados en el sistema circulatorio (tiempo de residencia prolongado en los
fluidos corporales) del sIFNbeta-lgGFcmut de la presente invencion convierten la via subcutdnea en una forma
preferida de administracion.

El sIFNbeta-lgGFcmut de la invencion puede ser purificado mediante el uso de cromatografia de afinidad con
proteina A o proteina G.

El sIFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invencion contiene 5 mutaciones en el dominio Fc. En esta realizacion, la
ADCC y la CDC se inhiben significativamente o al menos se reducen significativamente.

La invencion describe ente otros un sIFNbeta-lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo la primera
subunidad un brazo Fc mutado de un dominio Fc de IgG no ligado (brazo Fcmut) a una proteina IFN-beta y
comprendiendo la segunda subunidad un brazo Fc mutado del mismo dominio Fc de IgG ligado a una proteina IFN-
beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) en la que el dominio Fc de IgG mutado (IgGFcmut) es un dominio Fc de una
inmunoglobulina gamma (IgG)-1 donde al menos las posiciones 234, 235, 237, 330 y 331, de acuerdo con la
posicion del indice de EU, se han mutado. Las mutaciones introducidas dan como resultado una ADCC menor y una
CDC menor. En una realizacion preferida, las mutaciones son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S.

En una realizacion preferida, el dominio Fc no contiene la mutacion N — A en el residuo de aminoacidos
correspondiente a la posicion del indice de EU namero 297. En una realizacion, la invencion describe un sIFNbeta-
lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo la primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no
ligado (brazo Fcmut) a una proteina IFN-beta y comprendiendo la segunda subunidad un brazo Fc de 1gG mutado
ligado a una proteina IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) donde el dominio Fc es el IgGFcmut y donde el brazo
IFNbeta-Fcmut comprende un brazo Fc de IgG mutado que esta directamente ligado a IFN-beta. En esta realizacion,
el sIFNbeta-IlgGFcmut no contiene ningun ligador entre IgGFcmut e IFN-beta.

En otra realizacion, la invencion describe un sIFNbeta-lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo la
primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteina IFN-beta y comprendiendo la
segunda subunidad un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteina IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) en el
que el dominio Fc es el IgGFcmut y donde el brazo IFNbeta- Fcmut comprende un brazo Fc de IgG mutado que no
esta directamente ligado a IFN-beta.

En una realizacion preferida adicional, el IgGFcmut no incluye la mutacibn N — A en el residuo de aminoacido
correspondiente a la posicion numero 297 del indice de EU. Por lo tanto, el IgGFcmut de acuerdo con la invencion
presenta en la posicion 297 el aminoacido N. Uno de los sIFNbeta-lgGFcmut descritos en la presente memoria
puede contener un ligador entre el IgGFcmut e IFN-beta.

El dominio Fc de IgG1 contiene al menos cinco mutaciones seleccionadas entre L234A, L235E, G237A, A330S y
P331S, de acuerdo con la posicion del indice de EU o al menos estas cinco mutaciones en las posiciones
equivalentes de cualquier otro dominio Fc. De este modo, las mutaciones anteriores se pueden realizar en el
dominio Fc de cualquier alotipo 1gG1.

Las tres mutaciones en 234 (por ejemplo L234A), 235 (por ejemplo, L235E) y 237, (por ejemplo G237A) estan
disefiadas para reducir o inhibir la ADCC; las dos mutaciones en 330 (p. ej. A330S) y 331 (p. €j. P331S) para reducir
o inhibir la CDC.
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En una realizacioén, el dominio Fc comprende o consiste en el dominio CH y/o el dominio CH3 y, opcionalmente, el
dominio CHji, la region bisagra o un fragmento de la misma, o cualquier combinacion de los mismos.
Preferiblemente, el dominio Fc comprende o consiste en la region de bisagra o un fragmento de la misma, el dominio
CHa y el dominio CHs. En una realizacion, el dominio Fc comprende o consiste en el dominio CHz y el dominio CHs.

La denominada "region bisagra" tal como se define en la presente invencion es una regiéon especifica situada entre
los CH; y CH.. La region bisagra es particularmente sensible a la escision proteolitica; tal proteolisis proporciona dos
o tres fragmentos dependiendo del sitio preciso de escision.

En una realizacion, el fragmento de la region bisagra consiste de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11 aminoacidos.

En otra realizacion, el fragmento de la regién bisagra consiste en 7 aminoacidos. Preferiblemente, la region bisagra
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 2 (DKTHTCP).

Mas preferiblemente, el IgGFcmut estd compuesto por el brazo Fcmut que comprende o consiste en el SEQ ID NO:
3y por la porciéon de aminoacidos de los residuos 167 a 393 del brazo IFNbeta-Fcmut que comprende o consiste en
el SEQ ID NO: 8 (Figura 1). EI SEC ID NO: 3 contiene las mutaciones L14A, L15E, G17A, A110S y P111S que
corresponden, respectivamente, a las mutaciones de 1gG1 L234A, L235E, G237A, A330S y P331S, de acuerdo con
la posicion del indice de EU. El SEQ ID NO: 8 contiene las mutaciones L180A, L181E, G183A, A276S y P277S que
corresponden, respectivamente, a las mutaciones de 1gG1 L234A, L235E, G237A, A330S y P331S, de acuerdo con
la posicion del indice de EU. Uno de los dominios Fc descritos en la presente memoria también puede modificarse
adicionalmente con el fin de reducir o inhibir las funciones efectoras.

Las siguientes mutaciones de Fc, de acuerdo con las posiciones del indice de EU, se puede introducir
adicionalmente en el dominio Fc de 1gG1:

T250Q y/o M428L,

M252Y, S254T, T256E, H433K y/o N434F,

E233P, L234V, L235A, AG236, A327G, A330S y/o P331S,

E333A y/o K322A.

Las mutaciones T250Q y/o M428L pueden aumentar la vida media en suero de las proteinas.

Las mutaciones M252Y, S254T, T256E, H433K y/o N434F pueden aumentar la vida media en suero de las
proteinas.

Las mutaciones E233P, L234V, L235A, AG236, A327G, A330S y/o P331S pueden reducir o inhibir la ADCC y la
CDC.

Mutaciones en Fc adicionales pueden ser, p. €], las sustituciones en las posiciones del indice de EU seleccionadas
entre 330, 331, 234, 0 235, o combinaciones de las mismas. Ademas, el residuo de cisteina en la posicidn del indice
de EU 220 también se puede reemplazar por un residuo de serina, eliminando el residuo de cisteina que
normalmente forma enlaces disulfuro con la regién constante de la cadena ligera de inmunoglobulina.

En una realizacion, un sIFNbeta-lgGFcmut descrito en la presente memoria comprende adicionalmente un ligador
entre el dominio Fc y la citoquina. En una realizacion, el ligador es un péptido que puede ser tan corto como de 1 a 3
residuos de aminoéacidos de longitud o mas, por ejemplo, 13 residuos de aminoacidos de longitud.

El ligador puede ser un tripéptido de la secuencia de EFM (Glu-Phe-Met), por ejemplo, o una secuencia conectora
de 13 aminoécidos que comprende EFGAGLVLGGQFM (Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-GIn-Phe-Met)
introducida entre la secuencia de la citoquina y la secuencia de la inmunoglobulina. Preferiblemente, el ligador
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 13 (EFAGAAAV).

Preferiblemente, el IFN es el IFN-beta humano (IFN-B), mas preferiblemente un IFN-beta humano recombinante. El
interferon beta-1a es una glicoproteina de 166 aminoacidos purificada con un peso molecular de aproximadamente
22.500 Daltons. Se produce mediante tecnologia de ADN recombinante utilizando células de ovario de hamster
chino disefiadas mediante ingenieria genética en las que ha sido introducido el gen del interferon beta humano.

Preferiblemente, el IFN es un IFN-beta humano recombinante que tiene una glicosilacion derivada de células CHO.
Preferiblemente, tanto el radical de IFN-B como las cadenas Fc estan glicosiladas. Mas preferiblemente, el IFN-beta
consiste en el SEQ ID NO: 7.

Rebif® y Avonex® son dos ejemplos de preparaciones comerciales de interferén beta-1a derivado de CHO.

Betaseron® es un ejemplo de preparacion comercial de interferén beta-1b derivado de E. coli.
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La primera subunidad de sIFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invenciéon que comprende un brazo Fc de
IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteina IFN-beta comprende o consiste en el SEQ ID NO: 3. El SEC ID
NO: 3 con su péptido sefial (péptido sefial de la cadena ligera de IgK de ratén, véase el Ejemplo 1) se especifica en
el SEQ ID NO: 5.

La segunda subunidad de sIFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invencién que comprende un brazo Fc de
IgG mutado ligado a una proteina IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) comprende o consiste en el SEQ ID NO:
8. EI SEC ID NO: 8 con su péptido sefial (péptido sefial IFN-beta) se especifica en el SEQ ID NO: 10.

El sIFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invencion es la proteina referida en la presente memoria como
"Compuesto 1". El Compuesto 1 es el sIFNbeta-lgGFcmut de la invencién y consiste en el SEQ ID NO: 3y el SEQ ID
NO: 8. El Compuesto 1 tiene cinco mutaciones en su dominio Fc para inhibir las actividades ADCC y CDC
(numeracién de acuerdo con el dominio de la cadena pesada de IgG humana convencional o la posicién del indice
de EU): L234A (L14A de los SEQ ID NO: 3y 5; L180A de los SEQ ID NO: 8 y 10 ), L235E (L15E de los SEC ID NO:
3y 5; L181E de los SEC ID NO: 8 y 10), G237A (G17A de los SEC ID NO: 3y 5; G183A de los SEC ID NO: 8y 10),
A330S (A110S de los SEQ ID NO: 3y 5; A276S de los SEQ ID NO: 8 y 10) y P331S (P111S de los SEQ ID NO: 3 y
5; P277S de los SEQ ID NO: 8 y 10). El dominio Fc del Compuesto 1 deriva del alotipo "marcador G1M (no 1)"
(véase el Ejemplo 1).

En otro aspecto, la invencion proporciona un polinucleétido, p. €j. un ADN, que codifica un sIFNbeta-lgGFcmut de
acuerdo con la presente invencion, los vectores y mas concretamente los vectores de expresion que contienen dicho
polinucledtido.

En una realizacion, el polinucleétido codifica el SEQ ID NO: 3, el SEQ ID NO: 8, el SEQ ID NO: 5 0 el SEQ ID NO:
10. Preferiblemente, un polinucledtido comprende o consiste en el SEQ ID NO: 4 que codifica la primera subunidad
de sIFNbeta-lgGFcmut (brazo Fcmut). Preferiblemente, un polinucleétido comprende o consiste en el SEQ ID NO: 9
que codifica la segunda subunidad de sIFNbeta-lgGFcmut (brazo IFNbeta-Fcmut). Preferiblemente, un polinucleétido
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 6 que codifica la primera subunidad de sIFNbeta-lgGFcmut (brazo Fcmut) y
un péptido sefial (es decir, el péptido sefial de la cadena ligera de IgK de raton). Preferiblemente, un polinucle6tido
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 11 que codifica la segunda subunidad de sIFNbeta-lgGFcmut (brazo
IFNbeta-Fcmut) y un péptido sefial (es decir, el péptido sefial de IFN-beta humano).

En una realizacion, un ADN de acuerdo con la invencién comprende un promotor bidireccional. Preferiblemente, el
promotor bidireccional es un promotor de CMV bidireccional de ratén.

Mas preferiblemente, un polinucledtido de la invencién comprende o consiste en el SEC ID NO: 12, también referido
en la presente memoria como vector C370 (Figura 11). Dicho vector contiene las secuencias de ADN que codifican
el Compuesto 1 (es decir, el SEC ID NO: 6 y el SEQ ID NO: 11).

En otro aspecto, la invencion proporciona una célula anfitriona que contiene, por ejemplo como resultado de una
transfeccion, un vector de acuerdo con la invencion, un polinucle6tido de acuerdo con la presente invencion.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende un sIFNbeta-lgGFcmut de
acuerdo con la presente invencion y su uso como medicamento, en particular para tratar la esclerosis multiple.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria son Utiles en el diagnéstico, la prevencioén y/o el
tratamiento (local o sistémico) de la esclerosis multiple.

El término "tratamiento” en el contexto de la presente invencién hace referencia a cualquier efecto beneficioso sobre
el progreso de la enfermedad, incluyendo la atenuacion, la reduccién, el descenso o la disminucion del desarrollo
patoldgico después de la aparicion de la enfermedad.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar con un portador farmacéuticamente
aceptable.

Se pretende que la expresion "farmacéuticamente aceptable" abarque cualquier portador, que no interfiera en la
eficacia de la actividad bioldgica del ingrediente activo y que no sea tdxico para el anfitrion al que se administra. Por
ejemplo, para la administracion parenteral, la proteina o proteinas activas pueden ser formuladas en una forma de
dosificacién unitaria para inyectables en vehiculos tales como solucién salina, solucion de dextrosa, albimina de
suero y solucion de Ringer.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién para su uso
como medicamento. En otro aspecto, la invencién describe un método para tratar una enfermedad en un paciente,
gue comprende administrar al paciente una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion. Preferiblemente,
la enfermedad se selecciona entre leucemia de células pilosas, sarcoma de Kaposi, leucemia mielégena croénica,
esclerosis mdltiple, hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, VIH y/o infecciones causadas por virus seleccionados entre
virus de Epstein-Barr, virus del herpes y/o virus del papiloma. Mas preferiblemente, la enfermedad es la esclerosis
multiple. En una realizacién, la enfermedad es esclerosis multiple remitente recurrente (EMRR).
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En otro aspecto, la invencién describe el uso de un sIFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invencion en la fabricacion de
un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de la leucemia de células pilosas, el sarcoma de Kaposi, la
leucemia mielégena cronica, la esclerosis mudltiple, la hepatitis A, la hepatitis B, la hepatitis C, el VIH y/o las
infecciones causadas por virus seleccionados entre el virus de Epstein-Barr, el virus del herpes y/o el virus del
papiloma.

En un primer uso de acuerdo con la invencién, una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién se
administra por via pulmonar.

En un segundo uso de acuerdo con la invencién, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién se
administra por via intranasal.

En un tercer uso de acuerdo con la invencién, un composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se
administra mediante inhalacion.

En un cuarto uso de acuerdo con la invencion, una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién se
administra por via oral.

En un quinto uso de acuerdo con la invencién, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se
administra por via intravenosa o intramuscular.

En una realizacion preferida, en un uso de acuerdo con la invencién, una composicion farmacéutica de acuerdo con
la invencién se administra por via subcutanea.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se administra de acuerdo con una cualquiera de las
rutas descritas anteriormente diariamente o en dias alternos.

Si se administra por via subcutanea o intramuscular, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se
administra una, dos o tres veces por semana, pero mas preferiblemente cada dos semanas.

Para su administracion parenteral (por ejemplo intravenosa, subcutdnea, intramuscular), una composicién
farmacéutica de la invencién se puede formular como una solucién, suspension, emulsién o polvo liofilizado en
asociacion con un vehiculo parenteral farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua, solucion salina, solucién de
dextrosa) y aditivos que mantengan la isotonicidad (por ejemplo, manitol) o estabilidad quimica (por ejemplo,
conservantes y tampones). La formulacion se esteriliza mediante técnicas utilizadas comunmente.

Los ingredientes activos de la composicidn farmacéutica de acuerdo con la invencién pueden ser administrados a un
individuo de varias maneras. Las rutas de administracion pueden incluir las rutas intradérmica, transdérmica (por
ejemplo, en formulaciones de liberacién lenta), intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, epidural,
tépica, oral y preferiblemente mediante administracion en aerosol, ruta intranasal o mediante inhalacién. Se puede
utilizar cualquier otra ruta de administracion terapéuticamente eficaz, por ejemplo la absorcién a través de los tejidos
epiteliales o endoteliales 0 mediante terapia génica en la que se administra al paciente (por ejemplo, mediante un
vector) una molécula de ADN que codifica el agente activo, que hace que el agente activo sea expresado y
secretado in vivo. Ademds, una composicion farmacéutica segun la invencién se pueden administrar junto con otros
componentes de agentes biolégicamente activos tales como agentes tensioactivos, excipientes, portadores,
diluyentes y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Preferiblemente, en un uso de acuerdo con la invencion, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién
es liberada por medio de un dispositivo de pulverizacion, aerosol o inhalador. En una realizacion, una composicién
farmacéutica de la invencion se pueden administrar utilizando dispositivos reconocidos. Los ejemplos que
comprenden sistemas de un solo vial incluyen dispositivos auto-inyectables o de pluma inyectora para el suministro
de una solucién tal como Rebiject®.

En otro aspecto, la invencion describe un dispositivo, en el que el dispositivo comprende una composicion
farmacéutica de acuerdo con la invencion. Preferiblemente, el dispositivo es un dispositivo de pulverizacion.

La dosis administrada, en forma de una dosis Gnica o mdltiple, a un individuo variard dependiendo de una variedad
de factores, incluyendo las propiedades farmacocinéticas, la via de administracion, las condiciones y caracteristicas
del paciente (sexo, edad, peso corporal, salud, tamafio), el grado de los sintomas, los tratamientos concurrentes, la
frecuencia de tratamiento y el efecto deseado.

Se pretende que la expresion "uso multi-dosis" incluya el uso de un solo vial, ampolla, o cartucho de una
composicion farmacéutica, un slFNbeta-lgGFcmut de la invencién para mas de una inyeccién y/o inhalacion, por
ejemplo 2, 3, 4, 5, 6 0 mas inyecciones y/o inhalaciones. Las inyecciones y/o inhalaciones se realizan
preferiblemente durante un periodo de al menos o alrededor de 12 horas, 24 horas, 48 horas, etc., preferiblemente
hasta un periodo de, o alrededor de, 12 dias. Las inyecciones y/o inhalaciones pueden estar espaciadas en el
tiempo, por ejemplo, por un periodo de 6, 12, 24, 48 0 72 horas.
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En una realizacion, en un uso de acuerdo con la invencion, una composicion farmacéutica de acuerdo con la
invenciéon se administra a una dosis de aproximadamente 30 a 120 ug de sIFNbeta-lgGFcmut por persona por dia.

Preferiblemente, en un uso de acuerdo con la invencién, una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion
se dosificaa 1, 5, 8, 10, 12, 15, 20 o mas pg de sIFNbeta-lgGFcmut/kg por inhalacion.

Preferiblemente, en un uso de acuerdo con la invencién, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion
se administra a una dosis de alrededor de 30 a 10.000 pg de sIFNbeta-lgGFcmut por persona por dia o alrededor de
60 a 2.000 ug de sIFNbeta-lgGFcmut por persona por dia o alrededor de 90 a 1000 ug de slFNbeta-lgGFcmut por
persona por dia.

En una realizacion, en un uso de acuerdo con la invencion, una composicion farmacéutica de acuerdo con la
invencién se dosifica al menos a 107, mas preferiblemente al menos a 157 pg de slFNbeta-lgGFcmut s.c. por
administracion.

En lugar de referirse al peso (ug) de sIFNbeta-lgGFcmut, la dosis puede ser calculada en cantidades equivalentes de
IFN-beta.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para elaborar un slFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invencion,
comprendiendo el método cultivar una célula anfitriona de acuerdo con la invencién y aislar el sIFNbeta-lgGFcmut de
acuerdo con la presente invencion.

La anterior descripcion de las realizaciones especificas revelara por tanto plenamente la naturaleza general de la
invencion que otros, aplicando el conocimiento dentro de la capacidad de la técnica (incluyendo el contenido de las
referencias citadas en la presente memoria), pueden modificar y/o adaptar facilmente para diversas aplicaciones
tales realizaciones especificas, sin experimentacion indebida, sin apartarse del concepto general de la presente
invencién. Por lo tanto, se pretende que tales adaptaciones y modificaciones se encuentren dentro del significado de
un intervalo de equivalentes de las realizaciones descritas, basandose en la ensefianza y la orientacién presentada
en la presente memoria. Se debe entender que la fraseologia o terminologia de la presente memoria tiene un
propésito descriptivo y no limitante.

Descripcion de las figuras

La Fig. 1 describe una de realizacion de la invencion y es una representacion esquematica de las dos subunidades
de un sIFNbeta-lgGFcmut. La Fig. 1a muestra las cinco mutaciones en los brazos Fc de un sIFNbeta-lgGFcmut
numeradas de acuerdo con la posicion del indice de EU y sus efectos. La Fig. 1b representa un sIFNbeta-lgGFcmut
y aclara los nombres de las subunidades.

La Fig. 2 describe una realizacién de la invencién y representa un alineamiento de secuencia de las mutaciones de
aminoécidos introducidas en el brazo Fcmut del Compuesto 1 (es decir, SEC ID NO: 3) mediante mutagénesis
dirigida al sitio en comparacion con la porcion equivalente del dominio Fc derivado de un clon de ADNc obtenido a
partir de un clon MGC/consorcio Imagen (HFC de PEAKS, un alotipo "marcador G1M (no 1))". La numeracion se
basa en el SEQ ID NO: 3. Las primeras tres mutaciones reducen la ADCC mientras las dos ultimas reducen la CDC.
Las mutaciones L14A (es decir, L234A de acuerdo con el indice de EU), L15E (es decir, L235E de acuerdo con el
indice de EU) y G17A (es decir, G237A de acuerdo con el indice de EU) eliminan la unién a los receptores de Fc
FcyRI, 1A, 1IB y llIA, mientras que las mutaciones A110S (es decir, A330S de acuerdo con el indice de EU) y P111S
(es decir P331S de acuerdo con el indice de EU) eliminan la unién de la proteina C1q iniciadora de la cascada del
complemento.

La Fig. 3 describe una realizacion de la invencién y representa un alineamiento de secuencias entre el brazo Fcmut
del Compuesto 1 (es decir, SEC ID NO: 3), la porcién correspondiente del Compuesto 2 (es decir, SEQ ID NO: 14. El
Compuesto 2 es una proteina monémero-dimero que contiene una secuencia conectora de 8 aminoacidos entre el
IFN-B y el dominio Fc y contiene solo 1 mutacién en el dominio Fc) y la regién constante de cadena pesada del
alotipo "marcador G1M (no 1)" (es decir, SEC ID NO: 1). La numeracion se basa en el SEQ ID NO: 1. "." indica las
posiciones de aminoéacidos donde el SEC ID NO: 3 difiere de los SEQ ID NO: 1y 14. ":" Indica las posiciones de
aminoacido en donde el SEQ ID NO: 14 difiere de los SEQ ID NO: 1y 3.

La Fig. 4 describe una realizaciéon de la invencion y representa un alineamiento de secuencias entre el brazo
IFNbeta-Fcmut del Compuesto 1 (es decir, SEQ ID NO: 8), la porcion correspondiente del Compuesto 2 (es decir,
SEC ID NO: 15) y el IFN-B humano (Numero de acceso UniProt P01574). "|", indica las posiciones en las que el
brazo IFNbeta-Fcmut se ha mutado. "#" indica la posicién en la que el SEC ID NO: 15 se ha mutado. "§" indica las
posiciones que caracterizan a los dos alotipos diferentes sobre los que se han construido los Compuestos 1y 2.

La Fig. 5 describe una realizacion de la invenciéon y es un ensayo antiviral mediante el método WISH/VSV [células
WISH de la linea celular de amnion humana contra el efecto citopatico (ECP) del virus de la estomatitis vesicular
(VSV)]. Las curvas corresponden a las curvas dosis-respuesta del Compuesto 1, el Compuesto 2 e IFN-B-1a
humano recombinante. Los datos se presentan como el porcentaje de inhibicién del efecto citopatico.
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La Fig. 6 describe una realizaciéon de la invencion y es un ensayo antiproliferativo de células WISH. Las curvas
corresponden a las curvas dosis-respuesta del Compuesto 1, el Compuesto 2 e IFN-B-1a humano recombinante. Los
datos se presentan como el porcentaje de crecimiento celular.

La Fig. 7 describe una realizaciéon de la invencién y es un Andlisis del Gen Informador ("RGA por Reporter Gene
Assay") en células Vero. Las curvas corresponden a las curvas dosis-respuesta del Compuesto 1, el Compuesto 2 y
IFN-B-1a humano recombinante. Los datos se presentan como el porcentaje de las cuentas por segundo (cps).

La Fig. 8 describe una realizacién de la invencion y muestra la unién relativa del compuesto 1 y el Compuesto 2 a
células 11A1.6 transfectadas con CD64.

La Fig. 9 describe una realizacion de la invencién y muestra la uniéon de C1q al Compuesto 1 y al Compuesto 2. La
Fig. 9a incluye IgG1. La Fig. 9b excluye IgG1.

La Fig. 10 describe una realizacién de la invencion y presenta la Media (DT) de los perfiles en suero de IFN-B, el
Compuesto 1 o el Compuesto 2. Las curvas corresponden a: los niveles en suero de IFN-B después de la
administracion subcutdnea (SC) de 55 pmoles/kg Rebif®; los niveles en suero del Compuesto 1 después de la
administracion del Compuesto 1 via inhalacion (Inh.) a la dosis consignada nominal de 138 pmoles/kg; y los niveles
en suero del Compuesto 2 después de la administracion del Compuesto 2 via inhalacién a la dosis consignada
nominal de 138 pmoles/kg.

La Fig. 11 describe una realizacion de la invencion y presenta el vector de expresion C370 utilizado para producir el
Compuesto 1.

A continuacion la presente invencion se ilustra por medio de los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Protocolos analiticos utilizados para la caracterizacion

1. RP-HPLC

HPLC: Sistema Agilent de la serie 1100 (Agilent Technologies)
Columna: Aquapore BU-300 30x2,1 mm (Brownlee 0711-0062)
Disolvente A: TFA al 0,1% en agua

Disolvente B: TFA al 0,1% en acetonitrilo al 90%

Gradiente : ProtC4

Preparacion de la muestra:

15 pg inyectados

Disolver la proteina en el disolvente A hasta un volumen final de 100 pl

2. SDS-PAGE
Gel: NuPage Bis-Tris 4-12% (Invitrogen NP0322)
Tampoén: Tampdn de migracion NuPage MES SDS (Invitrogen NP0002)
10x tampdn de muestra concentrado.
afiadir DTT 10 mM para las condiciones reducidas
Condiciones de migracion: 200 V 40 min

Preparacion de la muestra:

Cargar 10 pg

Disolver la proteina en 10x tampon de muestra a un volumen final de 20 pl

Calentar durante 5 min a 95°C

Colorear en Azul de Coomassie al 0,1%, metanol al 30%, acido acético al 10%, 45 min.
Decolorar en metanol al 30%, acido acético al 10%

3. IEF
Gel: gel IEF de pH 3-10 (Invitrogen ECC6655A)
Tampones: Tampoén Anodo IEF (Invitrogen LC5300

Tampodn Catodo IEF (Invitrogen LC5310)
tampon de la muestra IEF de pH 3-10 (Invitrogen LC5311)
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Preparaciéon de la muestra:

Cargar 10 pg
Diluir la muestra con un volumen de tampdn de muestra IEF (No calentar las muestras)
Condiciones de migracién: 1 ha 100V

lha200V

2ha400Vv
Fijar el gel en metanol al 30%, acido acético al 10% 2 x 30 min.
Colorear en Azul de Coomassie al 0,1%, metanol al 30%, acido acético al 10%, 15 min.
Decolorar en metanol al 30%, acido acético al 10%

4. Transferencia Western

Solucién de blogueo: PBS/Triton X-100 al 0,1%, Leche al 5%
Solucién de lavado: PBS/Triton X-100 al 0,1%
Solucion de anticuerpos: Diluir anticuerpo en solucién de lavado.

Bloquear 1-2h a temperatura ambiente o durante la noche a 4°C

Lavar 3 x 5 minutos

Incubar con el 1¥ anticuerpo 1 hora a temperatura ambiente

Lavar 30 minutos

Incubar con el 22 anticuerpo 1 hora a temperatura ambiente

Lavar al menos 1 hora.

Deteccion de la transferencia Western mediante ECL: seguir el procedimiento proporcionado con el reactivo.

Anticuerpos

anti-Fc = anti-lgG humana de cabra, Fragmento Fc HRP (10000xdil.) (Jackson 109-036-098)
anti-IFN-beta =

1% anticuerpo: mAb anti-IFN-beta 117,1 0,1 pg/ml

22 anticuerpo: anti-IgG de raton de cabra HRP (1000xdil.) (Dako P0447)

5. Desglicosilacion

N-glicosidasa F (Roche 11 365 193 001)

10 pg de sIFNbeta-lgGFcmut en tampdn fosfato de pH 7,5/acetonitrilo al 10%
afiadir 5U de PNGasa F

Incubar durante la noche a 37°C

6. Reduccién después de la desglicosilacion
Incubacion de la muestra en HCl-guanidina 4M, DTT 10 mM, 1 hora a 56°C
7. Secuenciacion N-terminal

Cargar 200 pmol

La muestra se carga en un cartucho Prosob (ABI 402052) antes de ser secuenciada.

(El cartucho Prosorb esta disefiado para la rapida concentracién y limpieza de las muestras diluidas de proteinas
sobre una matriz adecuada para la secuenciacion (membrana de PVDF)).

Equipo:

Sistema de microsecuenciacion Procise Modelo 494 en linea con una HPLC Microgradient 140C (Applied
Biosystems).

8. Anédlisis de aminoéacidos

El analisis de aminoacidos se lleva a cabo mediante hidrdlisis en fase gaseosa a vacio en atmosfera de nitrégeno
durante 24 h en HCI 6N que contiene 1 mg/ml de fenol a 112°C.

El Acido Alfa-Amino Butirico (AABA) esta incluido en los productos hidrolizados como un patrén interno.

Las muestras se analizan por duplicado.

Los aminoé&cidos hidrolizados se cuantifican utilizando el paquete quimico Waters AccQ. Tag.

Waters AccQ.Tag

Esta es una técnica de derivatizacion pre-columna.
Los AA derivados se separan mediante RP-HPLC y se cuantifican mediante deteccién de la fluorescencia.
Se realiza un nivel de calibracién de 3 (20, 50 y 100 picomoles)
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Material

i) Hidrdlisis de Proteinas:

Ensamblaje de los viales de reaccion (Waters WAT007363)
Tubos de muestra (Waters WAT007571)

Estacion de trabajo Pico.Tag (Waters WAT007370)

i) Derivatizacion, Separacion y Cuantificacion de AAA:

HPLC: Sistema Agilent de la serie 1090 (Agilent Technologies)
Detector: FLD G1321A Agilent de la serie 1100 (Agilent Technologies)
Excitacion: 250 nm Emision: 395 nm

Columna: AccQ.Tag C18 4 um 3,9 m x 150 mm (Waters WAT052825)

Disolvente A: 900 ml de H>O + 90 ml de AccQ.Tag Eluent A Concentrate (WAT052890)
Disolvente B: Acetonitrilo al 60% (Baker, 9017) en H20

Gradiente HPLC:
Tiempo [min] %B Flujo  [ml/min]

0,50 2,0 1,000
15,00 7,0 1,000
19,00 10,0 1,000
32,00 33,0 1,000
33,00 33,0 1,000
34,00 100,0 1,000
37,00 100,0 1,000
38,00 0,0 1,000
50,00 0,0 1,000

9. EM MALDI-TOF

Se realizaron andlisis de espectrometria de masas en un espectrometro de masas Voyager DE-PRO MALDI-TOF
(Applied Biosystems) manejado en el modo lineal.

Se utiliz6 &cido sinapinico como molécula de absorcién de energia.

Las muestras de proteina purificada se suspendieron en una solucion de TFA al 0,1% a una concentracién de 1
mg/ml. Se aplic6 1 pg de proteina en el soporte de la muestra. Se afiadié 1 pl de una solucion saturada de &cido
sinapinico (acetonitrilo al 50% en H,0, mas TFA al 0,1%) en la parte superior de la gotita de proteina y se dejo secar
a temperatura ambiente.

La calibracién de masas se realiz6 para cada analisis utilizando patrones de calibracion de ABI.

10. Método SE-HPLC

HPLC: Waters Alliance 2695

Fase movil: Fosfato de Sodio 50 mM + NaCl 500 mM a un pH final de 7,5

Columna: Superdex 200 10/300GL a temperatura ambiente. La columna se debe
utilizar en posicién vertical.

Velocidad de flujo: de 500 pl/min a 750 pl/min (con presién maxima por debajo de 14,77 Kg/(:m2
"210 psi")

Cargador de muestras automatico: Waters Alliance 2695 a 5°C

Deteccion: Waters Fluorescence 2475 (con emulacién 474 en Empower

Software), con excitacion a 280 nm, emision a 348 nm, ventana de 18
nm, Ganancia 100, Atenuacion 1.

Ejemplo 1

La proteina de la invencion es el sIFNbeta-lgGFcmut referido como Compuesto 1. En el Compuesto 1 una subunidad
(brazo IFNbeta-Fcmut, SEQ ID NO: 8) es el producto de fusién de IFN-B y un brazo Fc mutado del dominio Fc de
IgG1 humana. La otra subunidad (brazo Fcmut, SEQ ID NO: 3) es idéntica a la porcion Fc sola de la primera
subunidad. La secuencia de la porcion Fc presente en ambas subunidades se ha modificado sustituyendo en un
alotipo "marcador G1M (no 1)" cinco aminoacidos con el fin de reducir las funciones efectoras de la inmunoglobulina
(Figuras 1, 3 y 4). Una proteina monémero-dimero de IFN-beta descrita en el documento WO 2005/001025, en
adelante referida como "Compuesto 2", se ha preparado con fines comparativos. El Compuesto 2 contiene una
secuencia conectora de 8 aminoacidos entre el IFN-B y el dominio Fc y contiene sélo 1 mutacion (es decir, N297A de
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acuerdo con la posicion del indice de EU) en el dominio Fc en comparacion con la secuencia de Fc derivada de un
alotipo de IgG1 diferente (Figura 4).

La subunidad de Compuesto 2 no ligada a IFN-beta se especifica en SEQ ID NO: 15. La subunidad de Compuesto 2
ligado a IFN-beta a través de un conector de 8 aminoacidos se especifica en el SEC ID NO: 16.

La elaboracién del Compuesto 1 ha sido establecida mediante la generacion de un clon en células CHO-S cultivadas
en ausencia de suero. Las células CHO-S derivan de ovarios de hamster chino y estan adaptadas al cultivo en
suspension sin suero (Invitrogen/Gibco, La Jolla, CA).

1. Clonacién

El vector de expresion C370 (Figura 11; la secuencia del vector C370 se especifica en el SEQ ID NO: 12) utilizado
para producir el Compuesto 1 contiene un promotor murino bidireccional de CMV (IE1 e IE2). La secuencia de
codificacion de IFN-beta se obtuvo mediante PCR de ADN gendmico humano. Se obtuvo un clon de ADNc de la
cadena pesada de IgG1 (un alotipo "marcador G1M (no 1)") de un clon MGC/consorcio Imagen derivado de una
genoteca de ADNc de bazo humano. El dominio Fc de IgG1 humana mutado (IgGFcmut) se obtuvo mediante PCR
de un plasmido PEAKS8 que contenia el dominio Fc del alotipo "marcador G1M (no 1)", en el que el dominio Fc se
mutd en dos etapas utilizando el sistema de mutagénesis Quik Change Il (Stratagene). Se introdujeron varias
sustituciones de aminoéacidos individuales en el dominio Fc para mutar aminoacidos criticos para mediar en la
ADCC/CDC (Figuras 2 a 4). En la primera etapa, la secuencia que codifica los aminoécidos 17 1 GG del SEQ ID
NO: 1 (es decir 2*LLGG?’ del indice de EU) se muté a *’AEGA’®. En la 22 etapa, la secuencia que codifica los
aminoacidos A213 (es decir A330S de del indice de EU) y P214 (es decir P331 del indice de EU) del SEC ID NO: 1
se mutd a S213 y S214. Se generd un ADNc que codificaba el IFN-beta, incluyendo su secuencia del péptido sefial
cognada, en marco con un brazo Fc mutado del sIFNbeta-lgGFcmut mediante PCR solapante y se subclon6 aguas
abajo del promotor IE1. Se generé un ADNc que codificaba la secuencia del péptido sefial de la cadena ligera de IgK
de ratén fusionada a la secuencia codificante del otro brazo Fc mutado del sIFNbeta-lgGFcmut mediante PCR y se
subcloné aguas abajo del promotor IE2 (Figura 11).

2. Construccion de vectores de expresion

El gen de fusion del brazo IFNbeta-Fcmut fue generado de este modo mediante PCR recombinante y se clond en un
vector de expresion para la expresion constitutiva de alto nivel en células CHO. El vector final C370 contiene un
promotor de CMV bidireccional de raton.

La presién de seleccién estaba vinculada a la secuencia codificante del brazo Fcmut con el fin de tener un equilibrio
favorable del dimero de IFN-beta con respecto a sIFNbeta-lgGFcmut, permitiendo asi una mas facil eliminacion del
dimero de IFN-beta durante la purificacion DSP. El promotor bidireccional de CMV de raton conduce la expresiéon de
las dos cadenas del Compuesto 1. La seleccion esta relacionada con la expresion del brazo Fecmut utilizando un sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES) de poliovirus. La unidad de expresion estad protegida de la represion de la
cromatina cercana en el sitio de integracion al azar mediante el uso de secuencias aisladoras.

3. Preparacion de ADN para la transfeccion

El ADN plasmidico para la transfeccion se preparé para garantizar la Calidad de Transfeccion Estable. Se
transformaron bacterias DH5a (Invitrogen, Num. de Cat. 18265-017) con el ADN del plasmido original de acuerdo
con el protocolo del proveedor, y se seleccionaron en presencia de 100 pg/ml de ampicilina. Se recogié una sola
colonia; las células se cultivaron a lo largo del dia en 1 ml de LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina y se
amplificaron en un cultivo de 100 ml durante la noche. EI ADN del plasmido se aislé como se describe en el manual
del kit Nucleobond PC 500 EF (Macherey-Nagel, Nim. de cat. 740550). La calidad del ADN aislado se evaluo
midiendo la DO2go Yy la DO2go y se calculd la razén DO2s0/DO2go que tiene que ser mayor de 1,8. La identidad del
plasmido se verificd digiriendo el ADN con 4 enzimas de restriccion en reacciones independientes. Las regiones
codificantes para el brazo Fcmut y para el brazo IFNbeta-Fcmut fueron secuenciadas en ambas orientaciones antes
de la transfeccién. Ademas, el ADN plasmido se linealiz6 con una enzima apropiada cortando en la cadena principal
del vector.

El vector C370 se linealizé con Clal (1,255 pg/ul).

4. Origen de la célula anfitriona y procedimientos de cultivo normalizados

Las células CHO-S se obtuvieron de Invitrogen. Las células CHO-S no transfectadas se cultivaron en medio
ProCHOS5 (Bio Whittaker, NUm. de cat. 12-7660) con un suplemento de L-glutamina 4,5 mM (Sigma, NUm. de cat.
G7513). La transfeccion se llevd a cabo en el medio antes descrito. Para la seleccion, se utilizé ProCHOS5 con un
suplemento de L-glutamina 4,5 mM y 10 pg/ml de puromicina (Sigma, Nam. de cat. P-7255). Las lineas celulares se
cultivaron en suspension y se incubaron a 37°C en una incubadora que contenia CO; al 5% en frascos T75 o en
matraces Erlenmeyer (135 ml) sacudidos a 130 rpm. Generalmente las células se hicieron pasar por diluciéon a 0,2 x
10° células viables/ml 2-3 veces por semana.
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5. Congelacién, descongelacién y cultivo de células

Usualmente, se congelaron 5-10 x 10° células viables por vial. La cantidad requerida de células se centrifugd y se
resuspendié en 0,5 ml de medio ProCHOS. A continuacion, se afiadieron 0,5 ml de Medio de Congelaciéon ProCHO5
(Bio Whittaker, NUm. de cat. 12-768E), con un suplemento de DMSO al 15% (Sigma). Las células se congelaron a -
80°C, y a continuacion se transfirieron a un tanque de almacenamiento refrigerado con nitrégeno.

Para la descongelacién, se colocé una ampolla en un bafio de agua a 37°C. A continuacién, las células se
transfirieron a 10 ml del medio ProCHO5 precalentado, se centrlfugaron a 800g durante 3 min, y a continuacion se
resuspendieron en medio de nueva aportacion de 0,2 a 0,4 x 10° células/ml en un matraz T75.

Las células se pasaron 2 o 3 veces por semana diluyendo el cultivo a 0,2 x 10° células viables/ml. En matraces T75
las células se cultivaron en 10 - 20 ml de medio y en matraces Erlenmeyer en 35 ml de medio.

6. Transfecciones estables

El dia antes de transfeccion, las celulas CHO-S, que crecen en medio ProCHOS con un suplemento de L-glutamina
4,5 mM, se diluyeron a 0,7 x 10 ® células viables/ml. La transfeccion se realizé mediante electroporacion (400V,
250uF), 12 min de CHO-S, 10 mg (8 ul) de C370.

7. Seleccién

Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion se contaron las ceIuIas el medio gastado se separ6 mediante
centrifugacion, y las células se diluyeron a continuacion a 0,5 x 10° células viables/ml en medio de seleccion
(ProCHOS5 con un suplemento de L-glutamina 4,5 mM y 10 pg/ml de puromicina). El medio se cambi6 cada dos dias.
Las densidades celulares se controlaron a lo largo del tiempo y, cuando el nimero de células viables se redujo por
debajo de 0,1 x 10° células/ml, las células se concentraron en un volumen menor. Por otra parte, cuando el nimero
de células viables aumentd, las células se diluyeron a 0,4-0,5 x 10° células/ml. Este procedimiento se repitié hasta
que la viabilidad de la reserva alcanzd 90%. Las reservas obtenidas se analizaron a continuacién para determinar la
productividad (titulo y picogramos por célula por dia, pcd) y la actividad biolégica (bioanalsis), y se utilizaron
directamente para aislar protoclones.

8. Aislamiento de protoclones

Las reservas de células transfectadas establemente se diluyeron a 1 célula por pocillo (en 70 pl) en medio de
seleccion con un suplemento de 0,3% (v/v) de solucion de rojo fenol al 0,5% (Sigma, Nim. de cat. P0290) y se
cultivaron en placa en placas de 384 pocillos con la ayuda de un robot dispensador Multidrop (Thermo Labsystems).
Dos semanas después de la siembra, se recogieron los protoclones independientes y se redispusieron en placas de
96 pocillos en 200 ul de medio apropiado desprovisto de agentes selectivos. Se aislaron 300 protoclones para cada
reserva. Las células se diluyeron una vez a la semana 20 veces, en un formato de 96 pocillos, con la ayuda de un
robot Beckman Biomek 2000.

9. Aislamiento y evaluacién de los clones

El cultivo del protoclon se diluyé hasta una concentracién de 0,4 células por pocillo (en 70 pl) en un medio
adecuado con un suplemento de 0,3% (v/v) de rojo fenol y a continuacién se cultivd en placa en placas de 384
pocillos con la ayuda de un robot dispensador Multidrop. De cuatro a 5 dias después de la siembra, se examing el
crecimiento en cada pocillo al microscopio, y los pocillos con un solo clon en crecimiento se marcaron. Para
asegurar la clonalidad, se conté el numero de pocillos con células en crecimiento y tuvo que ser inferior a 33% de
toda la placa. Al cabo de 15 dias de crecimiento, los clones seleccionados se transfirieron a placas de 24 pocillos,
se expandieron, y a continuacién se analizaron seis clones para cada protoclon inicial para determinar la
productividad con un ensayo Biacore cuantitativo. Se evaluaron el titulo y la productividad especifica en pulsos de
24 horas en matraces T75. Los 4 mejores clones se escogieron y se analizaron adicionalmente en experimentos
en matraces sacudidos.

Como alternativa al método Biacore, se pueden utilizar RP-HPLC y SE-HPLC como métodos analiticos.

10. Medicién de la productividad

Se midieron la productividad g la concentracion especifica de proteina en pulsos de 24 horas. Para esto, las células
se resuspendieron a 0,8 x 10° células viables/ml en 10 ml de medio de nueva aportacidon (matraz T75 sacudido a 60
rpm). Después de 24 horas, las células se contaron y se recogié 1 ml del cultivo para someter a ensayo la
concentracion de proteina mediante un analisis Biacore especifico de IFN-B. La productividad especifica (expresada
como picogramos por célula por dia, pcd) se calculé como titulo (mg/l) / densidad celular media entre el comienzo y
el final del pulso (referido como células por ml) / duracién del pulso (1 dia). En experimentos en matraces sacudidos,
el pcd se calcul6 como una funcion de IVC a lo largo de un periodo de tiempo definido.
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11. Anélisis mediante SDS-transferencia Western

El andlisis mediante transferencia Western se realizé en sobrenadantes de cultivo. En resumen, las muestras de
proteinas se separaron en geles de acrilamida en gradiente de 8-18% de 1 mm de espesor, y la electroforesis se
realiz6 a corriente constante (30 mA) a 4°C seguido por transferencia a una membrana de PVDF. Se utiliz6 un
anticuerpo monoclonal o Fc anti-IFNB para la deteccion epitopo.

12. Andlisis mediante transferencia Northern

El ARN total se aislo de 8 x 10° células de acuerdo con el protocolo RNeasy MiniKit (Qiagen, Num. de cat. 74104).
Las transferencias Northern se prepararon utilizando el kit NorthernMax™-Gly (Ambion, Nim. de cat. 1946) segun el
protocolo del proveedor. Se cargaron 100 ng de ARN por pocillo, se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (agarosa al 1%) y se transfirieron hacia abajo a una membrana BrightStar-Plus (Ambion, NUm. de cat.
10102) utilizando el kit Turboblotter (Schleicher & Schuell, Nim. de cat. 10416328). Se utilizaron 10 pg de escalera
de ARN (Invitrogen, NUum. de cat. 15620-016) como marcador de tamafio. EI ARN se inmovilizé mediante
entrecruzamiento UV (Stratalinker) y se cocié (10 min, 70°C). El marcaje de la sonda con DIG y la hibridacion (a
68°C) se realizaron utilizando el Kit DIG Northen Starter (Roche, NUm. de cat. 2039672) segun el protocolo del
proveedor. Se utilizaron 100 ng/ml de la sonda de ARN para la hibridacién. La sonda se prepar6 usando el protocolo
de transcripcion in vitro convencional con ARN polimerasa de T3.

El patron obtenido se revelé mediante la exposicion de la membrana a Hyper Film (Amersham Pharmacia Biotech,
NUm. de cat. RPN2103K) o mediante la adquisicion de una imagen con Chemi Doc. (BioRad).

Ejemplo 2
1. Expresién

Para producir 60 mg del Compuesto 1, se aplic6 un procedimiento de cultivo genérico a escala de 5 L en
biorreactores. La linea celular (un clon) es CHO-S y se cultivd en ausencia de suero, en modo "lote alimentado en
bolo" (cultivo discontinuo con adiciones individuales). Fueron necesarias dos rondas para producir la cantidad
requerida.

Las células se amplificaron en matraces sacudidos para crear el inoculo de cada biorreactor. La amplificacion pasé
por matraces sacudidos de 125 ml, 500 ml y 1000 ml cargados respectivamente con 30 ml, 200 ml y 500 ml de
medio. El biorreactor de 5L contenia un volumen final de 3L, incluyendo el volumen de inéculo y las alimentaciones.

El medio de mantenimiento utilizado en todas las etapas fue el ProCHOS5 de Cambrex (Bélgica) con un suplemento
de L-glutamina 4,5 mM.

Se aplicaron dos alimentaciones de bolo. La primera, F1, contenia 0,68 g/L de hipoxantina de 0,68 g/L, 0,194 g/L de
timidina de 0,56 g, 42 mg/L de L-cisteina-HCI, acido félico 0,5 mM y L-glutamina 4,5 mM (concentraciones finales).
F1 se aplico el dia 2 después de la inoculacién. La alimentacion F2 se realiz6 con L-glutamina 4,5 mM, con o sin 5
g/L de glucosa (concentraciones finales). La glucosa se afiadio en F2 s6lo cuando la cantidad de glucosa residual en
el medio fue inferior a 3 g/L.

Las configuraciones del cultivo fueron las siguientes:
- temperatura = 37°C, baja a 32°C a la densidad celular maxima,
- agitacion = 100 rpm, aumenta a 120-130 rpm después de la primera alimentacion,
- pH méximo = 7,3. La alcalinizacién se control6 mediante la adicion de CO..
- PO, = 50% de saturacion.

Las concentraciones celulares en la inoculacion y durante la cosecha al cabo de 6 dias de cultivo fueron
respectivamente 4,0 x 10° y 3,4 x 106, con una viabilidad final de aproximadamente 72%.

Los parametros de cultivo se midieron en linea y se regularon. Las mediciones fuera de linea incluyeron los
recuentos de células, la evaluacion de la viabilidad mediante azul tripan, la concentracion de glucosa residual
(analizador YSI, Yellow Springs Instruments) y el patron de expresion de proteinas cualitativo a lo largo del tiempo.

2. Purificacién

Se ha desarrollado un protocolo de purificacion que aisla eficazmente la proteina sIFNbeta-lgGFcmut de las otras
formas producidas.

Se establecié un procedimiento de purificacion con el material generado cultivando una reserva de CHO inicial. Este
se aumento a escala y se utilizé directamente para purificar los sobrenadantes de cultivo celular de los protoclones.
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En la presente memoria, las moléculas etiquetadas con Fc seran referidas de la siguiente manera:
- "Dimero de Fc libre" (brazo Fcmut/brazo Fcmut)
- "sIFNbeta-lgGFcmut” (heterodimero de brazo Fcmut/brazo de INFbeta-Fcmut)
- "dimero de IFN-beta" (homodimero de INFbeta-brazo Fcmut/brazo de INFbeta-Fcmut)

La secuencia de purificacion consiste en el enriqguecimiento de "sIFNbeta-lgGFcmut" presente en los sobrenadantes,
mientras se eliminan la mayoria de los contaminantes relacionados ("Dimero de Fc libre", "dimero de IFN-beta",
formas truncadas y agregadas) y productos no relacionados (las proteinas del medio y secretadas por las células
CHO). Una etapa de captura inicial sobre Proteina A une todas las moléculas etiquetadas con Fc. El eluato se aplica
a continuacion sobre un gel Blue Sepharose que se une preferiblemente a moléculas etiquetadas con IFN, y por lo
tanto, se separa la mayor parte del "dimero de Fc libre".

Las dos etapas finales son una Cromatografia de Intercambio iénico seguida de una Cromatografia de Exclusion por
Tamafio que se comportan como etapas de refinado y eliminan una parte significativa del "dimero de IFN-beta" y
especies de alto peso molecular.

El proceso se ejecuta dos veces, cada vez con 3L de sobrenadante de cultivo celular como material de partida, para
producir la cantidad requerida del Compuesto 1.

2.1. Etapa de captura sobre Proteina A

Después del equilibrado con PBS de la columna empaquetada con 53 ml de Mab Select Sure (GE Healthcare), la
muestra se cargd durante la noche en la columna mediante la reduccion de la velocidad de flujo lineal a 35 cm/h. A
continuacion, la columna se lavé con PBS hasta hacer que la sefial de salida volviera a la inicial. La elucién se llevo
a cabo mediante una sola etapa a 100% de glicina 0,1 M de pH 2,7. El pico eluido se reuni6 y se cuantific6 mediante
UV utilizando un coeficiente de extincion molar de 100230 que da una Apsg= 1,38 UA para una concentracion de 1
mg/ml.

Las especies moleculares mas abundantes del eluato (sIFNbeta-lgGFcmut, dimero de IFN-beta y dimero de Fc libre)
tienen coeficientes de extincién molecular similares, que permiten una cuantificacion directa por espectrofotometria
uv.

A continuacién, la solucion se diluyé a 1,3 mg/ml en Glicina 0,1 M de pH 2,7 y se neutraliz6 inmediatamente
mediante la adicion de Tris 0,1 M al 20% (v/v) de pH 8.

2.2. Purificacién en Blue Sepharose

Después de una etapa de intercambio de tampon en G25, se cuantificé el contenido de proteina y la solucién se
aplico sobre gel Blue Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) en dos rondas paralelas. El sIFNbeta-lgGFcmut se
une facilmente al medio, mientras que la mayor parte del dimero de Fc libre se recupera en la fracciéon no retenida.

Un primer lavado con Tris-HCI 50 mM de pH 8,5 eliminé los residuos de la especie de dimero de Fc, y una primera
etapa de elucion con Tris-HCI 50 mM al 56% de pH 8,5 y 44% de una solucion de propilenglicol al 45% + NaCl 1,4 M
+ Tris-HCI 50 mM de pH 8,5 elimin6 algunos agregados y dimeros de IFN-beta. La segunda etapa de elucion con
100% de tampon de propilenglicol al 45% + NaCl 1,4 M + Tris-HCI 50 mM, pH 8,5 contenia principalmente sIFNbeta-
IgGFcmut y algunos dimeros de IFN-beta.

2.3. Refinado en Q Sepharose Fast Flow

El eluato de la etapa de Blue Sepharose se sometio a intercambio de tampon en Tris 50 mM de pH 8,5, y se inyectd
en una columna Q Sepharose Fast Flow. Después de una etapa de lavado con Tris 50 mM de pH 8,5, se aplicé un
gradiente de sal llegando hasta NaCl 0,5 M + Tris 50 mM de pH 8,5. El pico grande y principal que contenia el
sIFNbeta-IlgGFcmut se recogid y se cuantific6 mediante espectrofotometria UV.

Este eluato se aplicé luego a una unidad de filtro Centriprep de 10 kDa (Amicon) para concentrar el material antes de
la etapa siguiente y final.

2.4. Refinado en Superdex 200

La solucion de proteina se sometié a una cromatografia de exclusion por tamafio. Con el fin de mantener una alta
resolucion, el volumen de inyeccion se mantuvo al minimo, haciendo obligatorias inyecciones multiples. Como se
especificd para formular la proteina en Tris 50 mM + NaCl 500 mM + glicerol al 10% de pH 7,5, el tampon utilizado
para la filtracion en gel fue Tris 50 mM de pH 7,5 + NaCl 500 mM. Unicamente se recogié la parte central del pico
agudo con el fin de no contaminar la proteina de interés con los agregados y los dimeros de IFN-beta. A
continuacion, la proteina se concentré hasta 1 mg/ml en filtros Centriprep con un corte a 10 kDa y se afiadié glicerol
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al 10%. Finalmente, la solucion se filtr6 sobre una membrana de 0,22 micras y se dividié en alicuotas. Los viales se
almacenaron a -80°C.

La proteina final purificada esta formada esencialmente por sIFNbeta-lgGFcmut. La forma de dimero libre de Fc es
casi inexistente.

El protocolo de purificacion puede entregar alrededor de 60 mg de Compuesto 1 purificado por 3 litros de
sobrenadantes de cultivos celulares a partir del protoclon de CHO.

El andlisis SDS-PAGE de sIFNbeta-lgGFcmut ha demostrado que ambos polipéptidos de la proteina estan
glicosilados (dominio Fc e IFN-beta) y unidos por enlaces disulfuro. EI Compuesto 1 ha demostrado asi un alto grado
de pureza y actividad. La proteina final purificada se elabora esencialmente de sIFNbeta-lgGFcmut (la forma de
dimero de Fc libre esta casi ausente).

Ejemplo 3 - Productividad

La generacion de una reserva que expresa el Compuesto 1 se realizé de acuerdo con los Ejemplos 1y 2. Después
de la transfeccion y la seleccion, se sometié a ensayo la expresion de la molécula, utilizando un andlisis Biacore
desarrollado para medir el IFN-f.

La reserva se sometid a ensayo para determinar la secrecién en pulsos de 24 horas, utilizando medio ProCH5. Se
obtuvo una mayor productividad especifica a una temperatura mas baja.

Los protoclones se aislaron a partir de una distribucién convencional a 1 célula/pocillo. Se seleccionaron alrededor
de 300 protoclones y se sometieron a ensayo para la determinar la productividad en un formato HTS.

Se sometieron a ensayo los mejores 15 protoclones a medida que se sometian a ensayo en el analisis HTS en el
pulso de 24 horas en 6 pocillos y matraces T75 conduciendo a la seleccion de 3 protoclones candidato. Estos 3
protoclones se clonaron distribuyendo 0,4 células/pocillo. Para cada protoclon, se seleccionaron 20 clones;
asegurandose de que la placa de la que fueron seleccionados cumplian los criterios de clonacion estadisticos (<33%
de recuperacion, eliminacion de cualquier pocillo con dos colonias después de la inspeccion visual).

Los clones se rastrearon por primera vez en el analisis HTS, y los cinco mejores de cada uno provenientes de cada
protoclon se sometieron a ensayo adicionalmente en cultivos discontinuos en matraces con sacudimiento. La
siembra inicial fue de 0,2 x 10° células viables/ml de cultivo en medio ProCHOS5 a 37°C. El sacudimiento fue a 130
rpm. Los cultivos se detuvieron en WD7 cuando la viabilidad comenz6 a disminuir. Los cultivos se sometieron a
ensayo para determinar el nimero de células, la viabilidad, el titulo, y se realiz6 una SDS-WB para eliminar cualquier
clon que mostrara un tamafio e integridad moleculares anormales. Los dos mejores clones mostraron titulos de
hasta 40 mg/L y un PCD de alrededor de 4 a 37°C. La densidad celular fue razonable y el crecimiento fue vigoroso
sin ninguin signo de muerte celular temprana, y se detect6 la molécula intacta en una transferencia SDS-WB.

Los dos mejores clones se seleccionaron y se volvieron a someter a ensayo adicionalmente en el matraz con
sacudimiento con cambio de temperatura. Los resultados confirmaron los resultados iniciales obtenidos en los
matraces con sacudimiento.

Se obtuvieron titulos de hasta 120 mg/L, segin se detectdé mediante un ensayo Biacore especifico para IFN-$
disminuyendo la temperatura. Esto se obtuvo usando un clon especifico del que se deriva el Compuesto 1. Se
observaron un crecimiento vigoroso y una viabilidad muy buena de las células en el lote. La productividad especifica
subié a 12 pdc. Este clon mostr6 de este modo un perfil ventajoso y muy buen potencial para el desarrollo de
procedimientos para la produccion material con Buenas Préacticas de Laboratorio/Buenas Practicas de Fabricacion
(GLP/GMP en sus siglas Inglesas). La viabilidad y el crecimiento celular después de la descongelacion se verificaron
de acuerdo con el protocolo convencional. La prueba del Mycoplasma y de esterilidad se llevaron a cabo utilizando
protocolos de acuerdo con la FDA.

Ejemplo 4 - Estabilidad y Solubilidad

4.1 Lote utilizado

El Compuesto 1 se diluy6 1:2 en el tamp6n original: fosfato de Na 50 mM + NaCl 500 mM + glicerol al 10% de pH
7,5. La concentracion de proteina en los ensayos fue de 0,66 mg/ml.

4.2 Condiciones sometidas a ensayo
estabilidad térmica mediante SE-HPLC: - 1 semana a + 40°C
-1mesa+5°C

-1 mes a+ 25°C
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estabilidad de congelacion/descongelacién mediante SE-HPLC después de 1y 5 ciclos (-20°C)
4.3 Resultados
A tiempo t = 0 la muestra tiene una concentracion de sIFNbeta-lgGFcmut de >98,5%, con menos de 2% de HMW.

Después de 1 semana a +40°C, la concentracion de sIFNbeta-lgGFcmut disminuye a aproximadamente 81%, con
aproximadamente 19% de HMW.

Después de 1 mes a +5°C la concentracion sIFNbeta-lgGFcmut es de aproximadamente 99%, con una ligera
disminucion en el contenido de HMW.

Después de 1 mes a +25°C, las dos muestras duplicadas mostraron, después de la incubacion, la presencia de
precipitado. Mediante analisis SEC, el pico esperado de sIFNbeta-lgGFcmut eluy6é a un mayor tiempo de retencion, y
estuvieron presentes otros picos de menor MW. Un analisis adicional mediante SDS-PAGE y secuenciacion N-
terminal (por transferencia a membrana de PVDF después de Electroforesis en Gel-SDS) han confirmado la
hipétesis de la hidrdlisis cerca del sitio de fusion, y no se encontraron trazas de la secuencia de IFN-.

Después de los 1 y 5 ciclos de congelacidon/descongelacion el contenido de sIFNbeta-lgGFcmut es de alrededor de
98%.

4.4 Experimentos de congelacién/descongelacion

Las muestras se diluyen a las concentraciones de ensayo y se almacenan a +4°C durante al menos 24 horas para el
equilibrado.

A continuacion, después de medir el perfil de SEC a t = 0, las muestras se almacenan a -20°C durante al menos un
dia, después se descongelan a +4°C (durante al menos un dia) y a continuacion se analizan mediante SEC.

4.5 Experimentos de congelacién/descongelacion (5 ciclos)

Las muestras se diluyen hasta la concentracion de ensayo y se almacenan a 4°C durante al menos 24 horas para
llegar al equilibrio.

A continuacion, después de medir el perfil SEC a t = 0, las muestras se almacenan a -20°C durante al menos un dia,
después se descongelan a +4°C (durante al menos un dia), a continuacion se congelan/descongelan de nuevo hasta
cinco ciclos con el mismo procedimiento.

Al final, después del quinto ciclo de descongelacion (y re-equilibrado a 4°C durante al menos 24 horas), las muestras
son analizadas mediante SEC.

4.6 Solubilidad

La proteina se almacené a -80°C en el tampon siguiente (preformulacion):

Fosfato de Na 50 mM + NaCl 500 mM + glicerol al 10% de pH 7,5

Dicho lote del Compuesto 1 tenia la siguiente concentracion: 1,32 mg/ml.

Se realizaron pruebas de estabilidad y F/T en este lote en tampén de almacenamiento.

Ejemplo 5 - Comportamiento biolégico de dos proteinas heterodiméricas IFN-B-Fc: Compuesto 1 y Compuesto 2

5.1 Introduccién

El comportamiento biolégico de dos preparaciones de proteinas heterodiméricas IFN-B-Fc, el Compuesto 1 y el
Compuesto 2 en comparacion con IFN-B1 humano recombinante (preparacion de referencia 3 MUI/ml, 11 ug/mL) se
verificé en términos de actividad antiviral (WISH/VSV, Figura 5) y antiproliferativa (células WISH, Figura 6) asi como
en un analisis del gen informador (células Vero de mono transfectadas con pMX-Luc, Figura 7).

5.2 Métodos
5.2.1 Andlisis antiviral

Se estudio la actividad antiviral de las proteinas heterodiméricas IFN-B-Fc mediante la medicién de la proteccion
ejercida por la molécula de IFN-B sobre células WISH (linea celular de amnion humana), contra el efecto citopatico
(ECP) del virus de la estomatitis vesicular (VSV;. Rubinstein et al 1981).

Las células WISH, desarrolladas en MEM + FBS al 10%, se cultivaron en placa en MEM + FBS al 5% a 4 x 10*
células en cada pocillo de una placa de microtitulacion de 96 pocillos que contenia las muestras de IFN-beta
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(partiendo de una concentraciéon de 0,7 ng/ml), a ocho diluciones seriadas 1:1,5. Las células se incubaron después
durante 18-22 horas a 37°C, CO; al 5%. Al final del tiempo de incubacién, se afiadi6 la suspension de VSV (en MEM
+ FBS al 2,5%) y se incub6 durante otras 20-25 horas a 37°C, con CO; al 5%.

Las células se tifieron con MTT Bromuro de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Y se midié la densidad
optica (DO a 595 nm) en cada pocillo mediante un espectrofotémetro de barrido multipocillo.

Las preparaciones de IFN-B-Fc se sometieron a ensayo en paralelo en dos experimentos independientes. Las
curvas dosis-respuesta generadas de este modo se interpolaron mediante una curva dosis-respuesta (pendiente
variable) sigmoidea (Graph Pad Software). Se informé de las concentraciones (pM) sobre el eje de las x y se informé
de los valores de absorbancia relevantes (DO), que se normalizaron contra el virus de control y las células de control
(crecimiento 0 y 100%) sobre el eje las y como porcentaje de inhibicién del efecto citopatico.

5.2.2 Andlisis antiproliferativo

Las células WISH en MEM + FBS al 5% se cultivaron en placa a 1 x 10* en cada pocillo de una placa de
microtitulacion de 96 pocillos que contenia las muestras de IFN-beta (partiendo de una concentraciéon de 40 ng/ml), a
nueve diluciones seriadas 1:2, a continuacion se incubaron durante 72 horas a 37°C, CO; al 5%. Al final del periodo
de incubacidn, las células se tifieron con MTT y se midio la densidad éptica (DO a 595 nm) en cada pocillo mediante
un espectrofotometro de barrido multipocillo.

Las preparaciones de IFN-B-Fc se sometieron a ensayo en paralelo en dos experimentos independientes. Las
curvas dosis-respuesta generadas de este modo se interpolaron mediante una curva dosis-respuesta (pendiente
variable) sigmoidea (Graph Pad Software). Se informé de las concentraciones (pM) sobre el eje de las x y se inform6
de los valores de DO, que se normalizaron contra las células de control (sin IFN-B afiadido, 100% de crecimiento),
sobre el eje de las y como porcentaje del crecimiento celular.

También se pueden utilizar un sistema de célula/virus diferente (por ejemplo A549/EMCV) y una linea celular
diferente (Hs294T) para la medicién de las actividades antivirales y antiproliferativas.

5.2.3 Anadlisis del gen informador

El ensayo del gen informador (RGA) se desarroll6 como un andlisis bioldgico in vitro altamente especifico y sensible
para el seguimiento de la actividad IFN-f. Se transfectaron establemente células Vero (células de rifidn de mono
verde Africano de la ATCC, CCL 81), carentes de IFN-a e IFN-B endégenos con el plasmido PMX-Luc que portaba el
gen de la Luciferasa (Luc) bajo el control del promotor Mx1 murino inducible por IFN-a/B. Se seleccioné un clon
sobre la base de la inducibilidad de Luc por IFN-B (Canosi et al. 1996).

El andlisis esta basado en la medicidn de la emision de luz causada por la oxidacion de la Luciferina por Luciferasa.

La cantidad de luciferasa producida por las células Vero de mono transfectadas es una funcién de la cantidad de
IFN-B afadido y se mide automaticamente mediante un luminémetro conectado al soporte Idgico.

Las células Vero se cultivaron en placa (40.000 células) en cada pocillo de placas de microtitulacion de 96 pocillos
gue contenian muestras de IFN- a siete diluciones seriadas 1:2 con una concentracién inicial de 234 pg/ml.
Después de alrededor de 21 horas de incubacion (37°C en CO; al 5%), la placa de ensayo se invirtié para eliminar el
contenido, la capa de células se lavé una vez con PBS y se afiadid a cada pocillo tamp6n de lisis celular. La placa se
dej6 durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente y después se introdujo luz Victor 1420, donde se
inyecté automaticamente el Reactivo de Ensayo de Luciferasa (LAR) en cada pocillo y la luz emitida, causada por la
oxidacion de la Luciferina por Luciferasa, se midié como cuentas por segundo (cps).

Las preparaciones de IFN-B-Fc se sometieron a ensayo en paralelo en dos experimentos. Las curvas dosis-
respuesta generadas de este modo en cada ensayo fueron interpoladas mediante una curva dosis-respuesta
(pendiente variable) sigmoidea (Soporte Légico Graph Pad), en la que se informé de la actividad de IFN-B,
expresada como masa (pg/ml) sobre el eje de las x y se inform6 de los valores de cps relevantes, que se
normalizaron contra el valor basal y el valor maximo (0 y 100%) sobre el eje de las y como porcentaje de cps.

Para calcular la concentracidon de IFN-B real que se iba a afadir a las células, se considerd la contribucién de la
masa de IFN-B al IFN-B-Fc:

- Compuesto 1: 0,94 mg/ml de IFN-B-Fc = 0,26 mg/ml de IFN-B
- Compuesto 2: 1,10 mg/ml de IFN-B-Fc = 0,31 mg/ml de IFN-B
5.2.4 Resultados y conclusiones

Independientemente del sistema celular utilizado, el slFNbeta-lgGFcmut (Compuesto 1) mostré una actividad
biolégica comparable a la de una proteina de monémero-dimero que contenia una sola mutacién N — A en la
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posicion 297 de acuerdo con el indice de EU (Compuesto 2; Figuras 5 a 7) y comparable a la preparacion de IFN-
humana recombinante.

Ejemplo 6 - Bioandlisis

Se calculd el titulo tanto del Compuesto 1 como del Compuesto 2 sobre una base tedrica y se determiné utilizando el
método convencional (VSV-WISH), aplicado actualmente a la determinacion del titulo de IFN-B. Los resultados se
resumen en la Tabla 2:

Tabla 2
Actividad Teorica (MUI/mL) Titulo (MUI/mL)
Compuesto 1 100 81,8
Compuesto 2 83 62,5

La actividad tedrica se basa en la siguiente consideracion:
Para IFN- (22kD), el factor de conversion de MUI en [ug] es 3,66. Asi, 1 MUI corresponde a 3,66 pg.

Para IFN-B-Fc (77 kD), si suponemos que la actividad especifica de la masa es lineal, el factor se multiplica por 3,5y
termina siendo 12,8. Asi, 1 MUI corresponde a 12,8 ug.

Ejemplo 7 — Andlisis de unién del receptor de Fc/complemento

7.1 Introduccién

Debido a que contienen porciones Fc de anticuerpos, las proteinas de fusion IFN-beta tienen el potencial de
provocar funciones efectoras asociadas con anticuerpos: citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente del complemento ( CDC).

En la ADCC los anticuerpos especificos de los antigenos (IgG, por ejemplo) dirigen las células inmunoldgicas
efectoras del sistema inmunitario innato que expresan los receptores de Fc gamma (FcyR) para destruir las células
gue expresan el antigeno. Los FcyR se expresan sobre las células NK, neutréfilos, monocitos/macréfagos, células
dendriticas y células B y comprenden tres clases: FcyRIl (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIll (CD16). En seres
humanos, las dos ultimas clases se dividen adicionalmente en FcyRIlla y FcyRIlb, FcyRllla y FcyRIllb. Estos
receptores difieren en su afinidad por las diferentes subclases de 1gG y se pueden dividir en receptores de afinidad
alta, intermedia o baja. El receptor de alta afinidad (CD64) se une a IgG monomérica y se encuentra hormalmente
ocupado por IgG en suero. Los receptores de afinidad intermedia y baja (CD16 y CD32, respectivamente) se unen a
IgG agregada y a complejos inmunitarios que contienen IgG. Se cree que las células NK son los principales actores
en la ADCC, a pesar de que los monocitos-macréfagos y neutrofilos pueden también desemperiar un papel, y CD16
expresado por las células NK es considerado como el "receptor de ADCC". Las células NK destruyen sus células
diana a través de la liberacion de granulos citotoxicos (perforina, granulisina y granzima).

La activaciéon del complemento a través de la llamada "via clasica" se produce tras la uniéon de C1q al dominio Fc de
las inmunoglobulinas, 1gG o IgM, complejado con antigenos. C1q es una gran glicoproteina compleja de ~410 kDa
presente en el suero humano a una concentracion de alrededor de 70 pg/ml.

Junto con dos serina proteasas, C1lr y Cls, Clq forma el complejo C1, el primer componente del complemento. La
capacidad de las cuatro subclases de IgG humanas (en forma monomérica) para unirse a Clqg disminuye en el
siguiente orden: 1gG3>lgG1>IgG2>lgG4 (IgG4 no activa el complemento). La flexibilidad de Fab-Fab y Fab-Fc
dependiente de la bisagra determina la accesibilidad del sitio de unién del complemento a Clq, por tanto IgG3, la
subclase de IgG humana con la bisagra mas larga, es la subclase mas eficaz en la activacion del complemento. La
incapacidad de IgG4 para activar el complemento es debida a la estructura del fragmento Fc, asi como al
impedimento estérico de los sitios de unién al complemento por los brazos Fab.

El Compuesto 1 contiene las modificaciones que reducen las "funciones efectoras"”, es decir, la uniéon a los
receptores Fcy y a C1q (Figuras 1y 2). Para demostrar formalmente la eficacia de estas mutaciones, se llevé a cabo
un estudio para comparar la capacidad del Compuesto 1 y el Compuesto 2 para unirse a uno de los receptores Fcy,
FcyRI (CD64) y a C1q. Se emplearon métodos de citometria de flujo basados en células y ELISA de unién.

7.2 Resultados

El Compuesto 1 y el Compuesto 2 mostraron reduccion de la uniéon a CD64 (FcyRI), en comparacién con IgG1
humana.
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Tanto IgG4 como IgG1 se unieron a CD64 expresado en la superficie de las células All1.6 transfectadas, de una
manera dependiente de la dosis, mostrando IgG4 una unién ligeramente menor que IgG1. Por el contrario, el
Compuesto 2 mostré sustancialmente menos uniéon que IgGl humana y el Compuesto 1 mostré incluso una
reduccion adicional de la unién, comparable a la obtenida con un control negativo (Figura 8). Ninguna de las
moléculas se unen a las células 11A1.6 no transfectadas.

Para caracterizar la unién de C1q al Compuesto 1 y al Compuesto 2 se llevo a cabo un ensayo de unién ELISA-C1q.
Los resultados se presentan en la Figura 9 (Fig. 9a y Fig. 9b). La IgG1 presenté una alta actividad de unién a Cl1q
mientras que no se detectd unidén para el Compuesto 1, o los controles negativos (NEG e IgG4). El Compuesto 2
present6 una unién muy ligera. Las IgG2 no se unieron a C1q bajo estas condiciones experimentales.

Para investigar adicionalmente la capacidad de union a C1q del Compuesto 1 y el Compuesto 2, se utiliz6 un sensor
de resonancia de plasmén superficial para medir la afinidad de estas moléculas por Clg. IgG1 sirvi6 como control
positivo, mientras que IgG4 se incluyé como control negativo.

Las moléculas de IFN-B-Fc, junto con los controles se inmovilizaron individualmente en un chip CM5 entrecruzando
residuos de aminas primarias con la superficie de dextrano. Se verificaron la asociacion y la disociacién en tiempo
real de C1q con las proteinas inmovilizadas en un biosensor Biacore 3000. La unién de C1q a IgG1 se caracterizd
por un fuerte aumento de la respuesta durante la fase de asociacion del sensograma y una disminucion lenta de la
fase de disociacion. El Compuesto 2 mostré muy poca union a C1q, mientras que el Compuesto 1 no mostré union.

De este modo, las mutaciones contenidas en el Compuesto 1 impiden completamente la union del Compuesto 1 a
Clq (Figura 9). Los estudios descritos anteriormente demuestran que las mutaciones introducidas en la porcion Fc
de Compuesto 1 no sélo reducen eficazmente la unidon de esta molécula a células transfectadas con CD64 (FcyRI),
sino que también suprimen la unién del Compuesto 1 a Clg en contraste con el Compuesto 2. Se obtuvieron
resultados similares con células monociticas humanas U937 no transfectadas que expresan CD64 enddgeno. En el
caso de las células transfectadas con CD64, la union fue idéntica a la obtenida con un control negativo.

En resumen, los datos obtenidos demuestran que el Compuesto 1 no se une Clq bajo las condiciones
experimentales empleadas en este estudio, mientras que el Compuesto 2 conserva una baja union.

Ejemplo 8 - Estudio PK/PD en monos

Se realiz6é un estudio farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) en monos, la Unica especie animal casi igualmente
sensible a IFN-B humano.

Tanto el Compuesto 1 como el Compuesto 2 se analizaron en muestras de suero utilizando un inmunoensayo
enzimatico para el analisis de los niveles en suero de IFN-beta en monos (FujiRebio, modificado y validado en el
suero mono para el andlisis de IFN-(3).

El Compuesto 1 y el Compuesto 2, en lugar del patrén IFN-B, se utilizaron para la construccion de las curvas de
calibracion.

8.1 Introduccién

El Compuesto 1 contiene varias mutaciones dirigidas a reducir la uniéon a los receptores Fcy y a C1q. Para
comprobar si estas mutaciones alteraron las propiedades PK/PD del Compuesto 1, se realizé un estudio in vivo en
monos, la Unica especie animal sensible a IFN-B. El estudio consistié en 3 grupos de 5 monos Cynomolgus cada
uno. El primer grupo recibié Rebif®, mediante administracion subcutanea, a la dosis de 55 pmol/kg, como referencia.
El 22 grupo de monos recibié el Compuesto 2, mientras que el 3% grupo de monos recibié el Compuesto 1, ambos
por inhalacion a la dosis deseada depositada en los pulmones de 138 pmol/kg. Se midieron el IFN-f3, el Compuesto
1y el Compuesto 2, asi como los niveles en suero de Neopterina. Los andlisis de PK y PD se realizaron después de
la resta de cualquier concentracion existente antes de la dosificacion, de acuerdo con un andlisis no compartimental.

8.2 Resultados Farmacocinéticos

El perfil en suero medio (DT) de los niveles en suero de IFN después de la administracién de Rebif® por via
subcutanea a la dosis de 55 pmol/kg, de los niveles en suero del Compuesto 1 después de la administracion del
compuesto 1 mediante inhalacién a la dosis consignada nominal de 138 pmol/kg, y de los niveles en suero del
Compuesto 2 después de administraciones del Compuesto 2 mediante inhalacién a la dosis consignada nominal de
138 pmol/kg, se muestra en la Figura 10. Después de la administracién del Compuesto 1 o del Compuesto 2
mediante inhalacién, a la dosis consignada (en los pulmones) de 138 pmoles/kg, las Cmax medias fueron 22,51 +
7,43 pmol/L (Compuesto 2) y 16,36 + 6,94 pmol/L (Compuesto 1 ) en un tiempo medio de 8 horas, en comparacion
con la Cmax media de Rebif de 1,40 + 1,10 pmol/L, alcanzada en el tmax medio de 3 horas. El AUClast (Aérea Bajo
la Curva hasta la ultima concentraciéon cuantificable) fue 886 + 393 h.pmol/L para el Compuesto 2 y 505 + 322
h.pmol/L para el Compuesto 1, que en comparacion con Rebif significa una AUClast media de 12,5 + 20,0 h.pmol/L.
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La vida media de eliminacion aparente fue de 27 + 4,5 h para el Compuesto 2 y de 24,1 + 8,4 h para el Compuesto
1. Tanto el Compuesto 1 como el Compuesto 2 mostraron niveles séricos regulares y consistentes, mucho mayores
que los observados con IFN-B. De hecho ambos mostraron una exposicion cumulativa mucho mayor que la
observada con Rebif © inyectado.

El perfil en suero medio (DT) de los niveles en suero de Neopterina corregidos en el periodo inicial se calcularon
después de administraciones de Rebif® por via subcutanea a la dosis de 55 pmol/kg, del Compuesto 1 mediante
inhalacién a la dosis consignada nominal de 138 pmol/kg, y del Compuesto 2 mediante inhalaciéon a la dosis
consignada nominal de 138 pmol/kg. Los parametros farmacodinamicos principales se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Principales parametros farmacodinamicos

Rebif Compuesto 2 Compuesto 1
Emax (ng/ml) 3,87 (2,41) 3,59 (1,03) 2,86 (1,91)
AUClast (h.ng/mL) 407 (270) 552 (167) 375 (252)

El nivel de predosificacion de Neopterina de los animales oscil6 entre 1,11 y 5,06 ng/mL, frente a un valor por lo
general de alrededor de 1 ng/mL. Este hecho deberia tenerse en cuenta ya que los mayores niveles de pre-
dosificacion pueden reducir la posibilidad de observar un aumento adicional de neopterina. Tras la administracién
subcutanea de Rebif®, se observé un aumento de neopterina, como era de esperar, en 4 de los 5 monos. Un mono
no mostré6 aumento de neopterina. Este mono tenia el nivel de predosificacion més alto de neopterina (4,4 ng/mL) e
IFN-B no medible. La combinacién de estos dos factores (neopterina alta y posiblemente una dosis administrada
menor) puede explicar la falta de respuesta. Esto se sustenta en la consideracién de que otro mono tuvo una
respuesta clara a la Neopterina, a pesar del hecho de que s6lo una muestra de suero mostro niveles de IFN-beta
medibles. Para este mono la concentracion de predosificacion fue de 2,0 ng/ml. Después de la administracién del
compuesto 1 o del Compuesto 2 por inhalacion, a la dosis consignada (en los pulmones) de 138 pmol/kg, la mayoria
de los animales mostraron un pequefio aumento de los niveles de Neopterina. Este pequefio aumento es mas
evidente en algunos animales, mientras que otros, a pesar del claro perfil PK de IFN-B-Fc, tenian solo unas pocas
muestras de suero que superaban la concentracion basal. En general, tanto el Compuesto 1 como el Compuesto 2
mostraron un comportamiento de PK'y PD similar.

La siguiente Tabla 4 aclarard la identidad de las secuencias referidas en la Lista de Secuencias y en todo el texto:

Tabla 4
SEQ ID NO: Descripcion de la secuencia

1 Region constante pesada de IgG1 humana

2 Fragmento de la regidn bisagra de IgG1 humana

3 Brazo Fcmut (es decir, un brazo Fc de IgG mutado no ligado a la proteina IFN-beta)

4 Secuencia que codifica el brazo Fcmut

5 Brazo Fc mut con el péptido sefial de la cadena ligera de IgK de raton

6 Secuencia que codifica el brazo Fcmut con el péptido sefial de la cadena ligera de
IgK de raton

7 IFN-beta maduro humano

8 Brazo IFNbeta-Fcmut (es decir un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteina IFN-
beta sencilla)

9 Secuencia que codifica el brazo IFNbeta-Fcmut

10 Brazo IFNbeta-Fcmut con el péptido sefial de IFN-beta humano

11 Secuencia que codifica el brazo IFNbeta-Fcmut con el péptido sefial de IFN-beta
humano

12 Vector C370

21



ES 2400 107 T3

13 Conector de 8 aminoacidos
14 Subunidad del Compuesto 2 no ligada a IFN-beta
15 Subunidad del Compuesto 2 ligada a IFN-beta a través de un conector de 8 aa
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Interferén beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado
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50

60

23



Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gin

Pro

Asn Tyr

Leu

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Ser

Tyr
2%0

Cys

Glu

Pro
115
Lys
vVal
Asp
Tyr
asp
195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys.

P15

Ser

r Val

:kﬂﬂ’:

vai

val

85

Pro

100

Glu
Asp
Asp
Gl;

Asn
180

Trp
Pro
Glu

Asn

lle

260

The

Lys

Leu

Thr

val

Val
165

Ser

Teu

Ala

PEC

245

Ala

Thy

Leu

Thr

Ser

Leu

Leu

Ser
150

Glu

Thr

Pro

Val

Thr

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

1 Gly

Ile
215

val

- Ser

Glu

 Pro

Val
295

ES 2400 107 T3

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Trp

Asp

val Leu 2
280

Ser Ser

ero Sexr

Lys Thr
105

Pro Ser

Ser Arg

Asp Pro

Asn Ala

170

Val Val
185

Glu Tyx

Lys Thr

Thr Leu

3 Thr Cys

250

Glu Ser

2865

Lys Ser

24

Ser

15

Asn

His

Val

Thr

‘Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
235

Arg

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

The

Val

Cys

Ser

220

Pro

vVal

Gly

sp Ser Asp

Trp
300

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
285

Gln

Thr
val
Pro
110

Phe

val

Phe

Thr
190

Vail

Ala

Arg

Gly

Pro

210

Ser

Gln

Gln

Asp

Pro

Pro

Asn

Ber

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Thr

80

Lys

Cys

Pro

-cygi

Trp

160

61u.

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Phe

Asn
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15

20

ES 2400 107 T3

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Giw Ala Leu His Asn His Tyr Thr
320

308

Gln Lys Ser Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

310

325

2

7

PRT

Secuencia artificial

Fragmento de la re

2

gién bisagra

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp
X

Ala

Fle

Glu

Hia
65
neg

bys

Glu

5

3

227

PRT

Secuencia artificial

Brazo Fcmut

3
Lys Thr His

Pro Ser Val
20

Ser Arg Thr
35

Asp Pro Glu

50

Asn Ala Lys

Val val Ser

Glu Tyr Lys
100

Lys Thr Ile

Thy Cys
5

Phe Leu

Bra Glu

Vel Lys

Thr Lys
70

vat Leu
85

Cys Lys

Ser Lys

Pro
Phe
val
Pre
55

Pro

The

val :

Ala

Pro

Pro

Thr

10

Arg

val

Lys

315

- Ser Leu Ser Pro Gly Lys

330

Cys Pro
10

Pro Lys
25

Cys Val

Asn Trp Tyx

Hlu Glu

- Lew His
14

r Asa Lya

193

Gly Gin

25

Ala

Pro

Val

Val

Gln

15

Gin

Ala

Pro

Pro

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Ley

Arg

Glu Ala

Asp Thy
30

Asp Val
45

Gly Val

Agn Ser

Trp Leu

Pro Ser
110

Glu Pro

Glu
15

Léu
Ser
Glu
Thr
Asn
95

Ser

Gln

Gly

et

His

Val

Tyr

80

Gly

Ile

Val



10

Yeu

£ Thr

130

Thy

115

Ley Pro Pro

val .

Sexr

Lys

Arg

135

Gy

ES 2400 107 T3

120

Glu

Phe

Gly

Tyt

Met

Pro

125

Thr Lys Asn
140

Ser Asp Ile

Gin

Ala

145

Tep Glu

V&l Leu

Lys

Asp

Glu
210

His

fro
22%

Gly

<210> 4

<211> 681
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 4
Jacaanactc

trectettee

tgcgtggteg

ggegtygagy
cgtgtggtoa
tgcasggtet

gggeagooee .

aaccaggtes
tgggagagea
gacggetoot

aacgtettct

C¥s Leu
Ser 55“
5&9 Ser Asp
Ser Arg
195

Ala Leu

Lys

Gly
165

180

Trp

His

Secuencia artificial

Brazo Fcmut

acacatgoee:
geecaaance:
tggacgtgag

tgcataatge

gegtectoac:

ceaacasage

QaEgaateatE

gectgacetq

atgggeagee
tettecteta

catgetecgt

&61ln

Gly

Gln

Asn

150

pro Glu

Ser Phe

Asn

Phe

155

Asn
170

Tyr

Leu Tyr

185

Gln Gly

200

His
215

Tyt

acegtgecca

canggacats

ceacgasgae
caagacaaay

cgteetgeac

cetoegatés

ggtgtacace
cetggtcana
ggagaacaac
cagcaagete

gatgcatgag

AsSn

Thr

Val Phe

Gln Lys

geacctgaay
ctcatgatct
pekgaggtca
codeggaagy
caggactgge
tecatogaga
ctgeccceat
gycttetate
tacaagacea
accgtggaca

gerctgeaca

26

Lys Thr Thr

Ser Lys lLeu

198

Ser Cys Ser

205

Ser Leu Ser

220

CCygaguggyc
ceeggaceee
agttcaactyg
ageagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatcﬁc
cocgggagga
ceagegacat
cgeeteeegt
agagcagytyg

accactacac:

Yal Ser

Val Glu
160

Pro Pro
115

Thr Val

val Met

beu Ser

accgtcagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggaqgt acaaq
cdaagecaaa
gatgaccaag
cgcegtggayg
getggactec
gcagcagygg

gcagaagage

60
120
180
240
360
360
420

480

660

660
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20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Met
=20

Gly

Glv

Asp

45

Gly

Trp

Pro

5
247
PRT

Secuencia artificial

ES 2400 107 T3

Brazo Fcmut con péptido sefial de cadena ligera de IgK de raton

SENAL
(1)-.(20)

Péptido sefial de cadena ligera de IgK de raton

péptido_mat
(21)..(247)
Brazo Fcmut

5

Glu Thrx Asp Thr

Ser

Ala

Thr
X0

Val

Val

Ser
110

Thr

Glu

35

Sex

Glu

95

Gly Asp
-1 1

Giy Ala
Metr Ile
His Glu

val Hias
B5

Tyt Arg
80

Gly Lys

- Tie Glu

Leu

~15

Lys

Pro

Ser

Val

Giu

Lys

Lew Leu

Thr His

Sexr Vak

20

Arg Thr
35

Rra Glu

n Ala Lys

val Sar

Tyr Lys
100

Thr 1le
115

Trp

™hr

Phe

Bre

val

Thr

Val

85

Cys

Ser

27

Val Leuy

=30

Cys*Pro

Leu Phe

Glu val

Lys Phe

55

Lys Pro
10

&g Thr

Lys Vail

Lys Ala

Leu

fro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
120

fﬂiu

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Len

Asn

105

Gly

Trp

Peo

10

Lys

Val

Iyrx

Glu

His

80

Lys

Gln

val

Ala

Pro

vail

val
Gln
15

Gln

Ala

Pro

681

Bro

Pro

Val
Asp
Tyr
Asp
Leu

Arg



10

15

20

Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met ?hr'Lys
125 130 133 140
Asn Gin VAl Se¥ Lou Thi Cys Leu V8) Lys Gly Phe Iyr Pro Ser Asp
145 156 155
Tle Kla Val Glu Trp Glu Ser Asn Giy Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
160 165 170
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
175 180 185
Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Tip Gln Gln Gly Asn vﬁi Phe Ser
190 195 200
Cys Ser Val Mel His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Eys Ser
205 210 215 220
Leu SerALeu Ser Pxro Gly Lys
225

<210> 6

<211> 741

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Brazo Fcmut con péptido sefial de cadena ligera de IgK de raton

<220>

<221> péptido_sen

<222> (1)..(60)

<223> Péptido sefial de cadena ligera de IgK de raton

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (61)..(741)

<223> Brazo Fcmut

<400> 6

atggagacag atacactoct
gacasaacte acacatiece

tteetettoe coocaasacs

tgcgtggtgy tggacgtgag
Yuogtyggagyg tgcataatge
cgtgtggtca gégtestdac

tgcaaggtet ccaacaaage

ES 2400107 T

getatgggta ctyetgetot

Acogtycces guscetgaag

ccacgaagac cceltgaggtca
caagacaaag cogoggyagy
cgtectgcac caggactgge

¢cteeeatee teocategaga

28

3

gggttcocagg ttcocactggt
ctgagygyggec accgtcagte
ceecggaccee tgaggtceaca
agttcaacty gtacgtggac

agcagtacaa cagcacgtac

tgsatggcaa ggagtacaag

aaaccatcte ¢aaagecaaa

60

120

180
240
300
360

420



ES 2400 107 T3

gggragcecee gagaaccaca ggbtgtacace ctgoccocat ccogggagga gatgaccaag

aaccaggtea geotgacety cctggteaas ggcttetate ccagegacat cgecgtggag

tgggagagea. ahmmgm ggagancasc tacaagacca cgectecegt getggactcc

gacggctest btetkoetota cagczqgéthagcgtggaca agagcaggtg gcageaggqgyg

aacgtcttct catgetcegt gatgcatgag getctgeaca accactacac gcoagaagage

ctctcectygt ctocgggtas a

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

7
7166
PRT

Homo sapiens

7

Met Ser Tyxr Asn Leu

1

Cys

Lys

Gin

Asn
&5

Gla

Bis

Ay

e

Ile
145

Gin

ASp

Phe
50

ile

The

Leu

GLy

Leu
130

Val

Lys

Arg
35

Bin
Phe

Tie

Lys

Leu Leu
20

Met Asn

Lys Glu

Ala Ile

val Glu

Thr Val

100

Lys Leu

115

His

Arg

CT¥E Leuw

-Val Glu

Leu

Trp

Phe

Asp

Phe
70

Asﬁ

1an

. Seor

Lys

Ile

150

Gly

Gin

ASD

Ala

55

Arg

Gin

Ser

Ala

135

Leu

Phe

Leu

1le
40

Ala

Gln

Glu

Lep
120

Lys

Leu

25 -

BPro

Lew

Asp

Ala

Lys Leu.

105

His Leu

Glu Tyr

Gln
10

Gly

Thr

Ber

50

Arg Asn Phe

29

Arg

Arg

Gdu

Iie

Sar
75

Val

Glu

Lys

Ser

Tyr
155

Ser

ile

TV

60

Ser

Tyr

Lys

Arg

His

14¢

Bhe

Ser

Lys
45

Gy

Thr

His

Glu

Tyr

125

Cys

ile

i Glo Tyr €

30

Gin

Met

Gly

Gln

Asp
110

Tyr

Ala

Asn

Lau

Trp

Ile

95

Phe

Gly

Trp

Arg

480
540
600
660
720,

741

Phe GIn

Gin

Asn

80

Asn

Thr

Arg

Thr

Leu

160
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Met
1
Cys
Lys
Gin
Asn
65

Glu

His

Tle

165
8
393
PRT

Secuencia artificial
Brazo IFN-beta-Fcmut

péptido_mat
(1)..(166)
IFN-beta humano maduro

DOMINIO
(167)..(393)
Brazo Fcmut

8

Ser Tyr Asn Leu Leu

Gln Lys Leu Leu Trp

20

35

Phe Gln Lys Glu

50

Ile Phe Ala I

‘Thr Ile val

Leu Lys Thr v
100

Mot Ser Sex

Ley His Tyr Leu

130

‘Phe Asp lle

Asp Ala

Lew Glu Glu

Lys Ala Lys Glu Tyr

ES 2400 107 T3

Gln
10

Gly Phe Leu Ky

Asn
25

Gln Leu Gly Arg

Pro Glu

Ala Leu Thr Ile

55

Gin. Ser

15

) Sex

i Leu Ala Asn

80

Lys: Glu

105

Lys

Ser
135

30

Giu

Val:

Ser

Lau

Ile

TYx

60

Ser

Tyr

Lys

Ary

His
140

‘Ser Asn Phe

Glu Tyr
30

Lys GIn

45

Glu Met

Thr Gly

His Gin

Glu Asp
-110

Tyr Tyr
125

Cys Ala

15
Lys
Ley
Leu
Trp
1le
95

Phe

Gly

Trp

Gin

Len

Gin

Gin

Asn

80

Asan

Thy

Arg

Thr



e
145

Thr

Ala:

Pro
Val
val
225
Gln
Gln
Ala
Pro

Thr
305

Lys

val

Gy

5?1‘.«9—:—

Lys
val
210
Asp

Tyr

Asp

Arg

290

Lys

Sex

é Ser
710

Ser

Tyr

Glu
Asp
195
Asp
Gly
Asn

Trp

Pro
218

Glu

- Ile

i Thr

Lys
155

Cys

Leu

val

Leqa

Ala

Thr

val

Val

Ser

Leu

260

Ser

Pro

Gin

Ala

Thr

340

Ser

Ser

By

Leu

Ser

Glu

Thr

245

Asn

Ser

Gln

val

val
325

Pro

Thr

val

I1e
150

Asn

Met

His

Val

230

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser
310

Glu

Pro

vail

Mat

1 Ser

Asp.

Ala

Ile
Glu
215
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
295

Lew

Trp

val

Asp

Hig
318

Pro

ES 2400 107 T3

Arg

Pro

Ser

200

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

280

Thr

Thr

Glu

Ley

Lys
360

Glu

Gly

Asn

ihr

185

Pro

Ala

Val

Tyr

265

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

345

Ser

Ala

Lys

Phe

‘His

170

Yal

Thr

Glu

Lys

Ser

250

Lys

lle

Pro

Asn

330

Sar

Arvy

Leu

Tyr

155

Thr

Phe

Pro

val

Thr

235

Val

Cys.

Ser

Pro

Val

315

Gly

Asp

Trp

His

31

Phe

Cys

Glo

Lys

220

Leu

Lys

Lys

Ser

300

Lys

Gin

Gly

Gln

Asn
380

Ile

Pro

| Phe

Val
205

Phe

Pro

Thr

Val

Ala
285

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

365

His

Asn

Pro

Pro

1%0

Thr

Arg

Val

Ser
270

Lys

Glu

Phe

Glu
Phe
350

Gly

Tyr

Arg

Cys

175

Pro

Cys

Gly

255

Aan

Gly

Glu

Tyr

Asn

335

Phe

Asn

Tthr

Leu
160
Pro
Lys
val

Tyr

Glu
240

Hig

Lys

Gin

Met

Pro

320

Asn

Leu

Val

Gln
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385 380
<210> 9

<211> 1179

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Brazo IFN-beta-Fcmut
<220>

<221> rasgo_misc

<222> (1)..(498)

<223> |FN-beta humano maduro
<220>

<221> rasgo_misc

<222> (499)..(1179)

<223> Brazo Fcmut

<400> 9

atgagcetaca acttgettgg
.ctgtggeaat tgaatgggag
cctgaggaga ttaagcagce:
gagatgotce agaacatott
gagactattyg ttgagaacct
gtoctggaag aaaaactgga
cacctgaaaa gatattatgy

totgcetgga ceatagtcag
acaggttacc tocganacya
gaggaggeas cgtcagtott

cggacceety aggtcacatg

ttosactggt acgtggacyg
cagtacaaca geacgtacey
satggeaagy agtacaagty

agy
¢gggaggaga tgaccaagaa
agcgacateg cegtggegty
cetoccgtot tygactoega

agcaggtgge agcaggggaa

ES 2400 107 T3

attcctacaa
gcttgaatat
geageagtto
tgctatttte
cctggetaat
gaaagaagat
gaggattctg

agtggaaatc

caasactcas

cotetiooee

cgtggtggiy

catggagaty

tgtggtcaga

caaggtotoe

geageccega

ceaggttage
agagageast
cggctoctie

cgtcttctea

agaagcagea
tgectcaagg

cagaaggagy

attttcagty
acaggatgaa

acgeegeatt

agacaagatt catctagoad

gtctateato:
tteaceaggy
cattacctga
£Laaggaact

acat.geccac |

‘cEAaRkaaccea

gacgrgagee

<¢gtaatgeca

gtoctoacey

B3CABAGOCC

gaacoaragyq
Ctgacdtygee

gggcagecgy

ttectetaca

tgctecgtga

32

agataaaccs
gaaaactcat
aggccaagga
tttacttcat
cgtgcccage
aggacacccet
acgaagaccce
agacaaagcc
tectgeacca
tcccateote
tgtacacoct
tggtcaaagy
agaacaacta
geaagotcac

tgcatgagge

teagasgete

crttgacatc
gaccatctat

tggetggadl

tetgaagaca

gagoagtotyg
grtacagtcac
taacagactt
acctgaagee
catgatcetec
tgaggtcaag
gegggaggay
ggactggctg
catcgagaaa
gcececateo
cttectatoce
caagaccacy
cgtggacaag

totgcadaac

B0

180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
180
840
900
950.
102¢
1080

1140
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ES 2400 107 T3

cactacacye agaagagoct cteoctgior cegggtaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Met

Thr

Ser

Ile

10

414

PRT

Secuencia artificial

Brazo IFN-beta-Fcmut con péptido sefial de IFN-beta humano

SENAL
1)..(22)

péptido sefial de IFN-beta humano

péptido_mat
(22)..(187)
IFN-beta humano maduro

DOMINIO
(188)..(414)
Brazo Fcmut

10

Thr Asn Lys Cys Leu Leu Gln lle Ala lLes
~20 -15

?hr'Aia:Leu Ser Met Ber Tyr Asn Leuv Lev
’ e N | 5

Ser Asn Phe Gla Cys Gln Lys Leu Leu Trp
15 20

Glu Tyx Cys Leu Lys Asp Arg Met Asn Phe
30 3%

Lys Gln Leu Gln Gln Phe GIn Lys Glu Asp
45 50

¥ Glu Mgt Leu Gln Asn Yle Phe Ala Ils Phe

65 10

= Thy Gly Trp Asn Glu Thr 1le val Glu Asn

80 85

His Gla Iie Asn His Leu Lys Thr Val Leu
95 100

33

Leu
=10
Gly
Gln
Asp
Ala
55

Arg

Leu

Gle

fhe

Leu

Ile

40

Ala

Glin

Leu

Glu

Asn
25

Pro

Leu

Asp

Ala

Lys
105.

Gly

Glu

Thr

Ser

Asn

80

Leéu

he Ser

n Arg

Arg

Gly

lle

Sar

15

Val

Glu

1179



Lys Glu Asp

Arg

His

140

Phe

Cys

. Leu

Glu
Lys

220

L}’_S

Lysa
Lys
Ser
300
Ly&

Gin

Gly

110

Phe Thr Arg Gly

Ty¥ TyE Gly Afg 116

Cys

1le

Pro

Phe.

Val

205

Phe

Prxo

Thr

val

Ala

285

Gly

Pro

Ser

Ala

Aen

Pro

Pro

190

Thr

Asn

Arg

Val

Sar

.{-,?3 .

Phe

Glu

Phe

Trp

Arg

Cys

175

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu.

255
Gily
Gin
Tyr
Asn

335

Phe

The

Leu

160

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
240

His

Gln

Pro
320

Asn

Leu

ile
145
Thr
Ala
Pro
Val
vVal
2258
Gln
Gln

Ala

Pro

Tyr

Tyr

Lav

136

ES 2400 107 T3

Lys

115

His

Val Arg

Gly

Pro

Lys

val

210

Asp

Tyx

Asp

Arg
230

- Asp

Lys

Ser

Tyr

Glu

Asp

195

Asp

Gly

Asn

Trp

273

Gilu

Lys Asn

1le

Thy

Lys

Iy

Val

Leu

aAla

180

Thrx

val

vVal

Ser

Ley

260

Pro

Bl

Ala

Thr

340

‘Leu

Glu
Axg
165
Glu
Leu
Ser
Glu
Thr
245

Asn

y Sa¥

Gln

Vai

val

325

Pro

Thr

Ser

Lys

Ile

150

Asn

Gly

His

Val

230

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

310

Glu

Pro

val

34

Ser
Ala

135

Leu

Asp

Ala

ile

Glu

215

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

295

Leu

Trp

val

Asp

Leu

120

Lys

Arg

Lys

Pro

Ser

200

Asp

Asn

val

Glu

Lys

280

Thr

Thr

Glu

Lys

His

Glu

Asn

Thr

Sar
185

A¥g Thi
Pro

Ala.

Val

Tyr

265

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

345

Ser

Leu

Tyr

Phe

His
170

val

Glu

Lys

Ser
250
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
330

Ser

A¥g

Lys

Ser

Tyrx

155

Thr

‘Phe

Pro

val

Thr
238

Val

Cys

Ser

Pro

val

315

Gly

Asp

Trp
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350 385

360

@ain Gin Gly Asn Val Phe Ser Cy$ Ser Val Met His Glu Ala Leu His

365 370

375

Asty His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

380 385 390
<210> 11

<211> 1242

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Brazo IFN-beta-Fcmut con péptido sefial de IFN-beta humano
<220>

<221> péptido_sef

<222> (1)..(63)

<223> Péptido sefial de IFN-beta humano

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (64)..(561)

<223> IFN-beta humano maduro

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (562)..(1242)

<223> Brazo Fcmut

<400> 11

atgaccaaca agtgteotect ccraaattgetr ctgeotgttgt gettctceac

tocatgagel acaacktgel tggatteota

ctactatage. aattoaary
-atcectgegg
tatgagatge

tocagaacat ctttgetatt

aatgagacta ttgttgagaa cctoctgget
acagtcotygg aagaaamact gyagaasgas
ctgoacetys asagatatia tgygaggatt
cactgtgoot
¢ttacagygtt

geecgagaayy

ggaccatagt cagagtggaa

acctocegaas Cgacaasact

Sttectéts

teceggacce ctgaggtcac atgegtggtg

aaghtcaact-ggtaagtgga cggcgtggayg

4 gaggottgaa

agsttaagea gotgeageag

casagaagea

tattgcctea

tteoagaagg

tteagacaag
aatgtotate
gatttcacca
crgcattace
atectaagga
cacacatgee
cecceaasac
gtggacgtga
gtgcataatg

35

gcaattttca
aggacaggat
aggacgecge
attcatctag
atcagataaa
ggggaaaact
fgaaggccaa
acttttactt
caccgtgeee

¢oaaggacac

gocacgaaga

ccaagacaag

tacagetctt
gtgtcagaag
gaacntégac
attgaccatce
cactggctgg
ccatctgaag
catgagcage
ggagtacagt
cattaacaga
agcacctgaa
cetcatgate

cectgaggte

gecgegggay

60
120
180
249
360
360
420
480
560
600

660

720

780
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15

20

25

30

35

‘gageagtaca
‘cthastgye
Asgaccatet
:téaeﬁﬁéﬁqgﬁégéﬁqaacaa
cecagegaca
_aegecteeey
'aagagcaéqﬁ

aaccactaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ctassttgts ageg

12
11014
ADN

Secuencia artificial

Vector C370

rasgo_misc
(2499)..(3182)

acagcacyta
4 aggagtacaa
connageoan

tegecgtaga
tgctggacte
ggcagcaqgyg

cgcagaagag

ES 2400 107 T3

¢ﬁ§t§é§9£¢w8§GQ§GCﬁca
gtgeasgyts tocaacaasay
agggeagece egdgaaccac
gasceaggte agectgacet
gtoggagage aatgggcage
cgacggeter ttottectet

gaacgtetto toatgetecy

cototecrty tetocgggta

Brazo Fcmut (hebra complementaria inversa)

péptido_sefi
(3183)..(3242)

cegtectgea

¢octeocate

aggtgtacac

qcctgg;éaa

cggagaacasa

acagoaaget
tgatgcatga

aa

cecaggactgy
ctecategag
cetgeeeeca
aggettetat
ctacaagacc
caccegtggac

ggctetgeac

Péptido sefial de la cadena ligera de IgK de ratdn (hebra complementaria inversa)

péptido_seni
(6548)..(6610)

Péptido sefial de IFN-beta humano

rasgo_misc
(6611)..(7108)

IFN-beta humano maduro

rasgo_misc
(7109)..(7789)
Brazo Fcmut

12

tagta ttttgttana attogegtta aattittgtt aaatcagete

attttttass caataggecy aaatcggeaa aatoccttat aaatcaasiag aatagaccga

gatagggtty agtgttgttc cagtttggaa caagagtcca ctattaaaga acgtggacte

caacgtcasa gggcgaaaaa ccogtotatca gggegatgge cractacgtg aaccatcace

36

840
900
960
1020
1080

1140

1200

1242

60
120
180

240



ctaatcaagt

cececogattt

treLegeaut
agagottgac

ga geggyegeta

o gegetiaaty egesyat

caactgttgy
gggatgtget
taaaaega¢§
gtttrttcee
gaaagegatc
ggatgegaayg
gtctgcéqgc
cegtygeceqy
gagcagagtc
gtagaggttt
atgaatgcaa
aatageatca
tccaaactca
geaccggget

gtgacggtga
A aaggegggca
agacoctlge
ttgggecayt

wteasctogy

agoeegacge

gggtegacyy
geccggaaga
‘cggoegeaat
stassataas

acgacaggee

‘gaaggycgat
gcaaggegat
gccagtgage
cgtatoecce
ceogtgeeace
ggagcegeegy
tcaaagacag
Qctqtccccg
taggkaccgg
tacttgettt
ttgttgttgt

caaattLcac

tagegggteat

ceccggegey
cotggtggtc

ES 2400 107 T3

cgaggtygerg
ggggaaagee
gggegetgge
taca

cggtgcggge
taagttgggl
gegcgtaata
aggtgtetge
ttccoegtge
accggageag
cgagaagogt
cacgetgeog
gceeceecte
aaaaaaccte
taacttgtit
aaataaagca

ttatcatgte

gcaccaggtyg

cregtagaag

cteggoegee

gggegagacy

geggogecag gaggocttee

¢catgegegy gocgatetog

: agacogooac

gegtgaggaa

tgtagegegt

sghegtegeg

cgeggegecy
gagttottge

ggeygggal aq

ggtggcgagg

¢caatteger ttatgataac
aggasacacy gataccraas

aatcactggt ttgtgaccac

Laaagtacta
gaegaacgtg

aagtgtageg

gggegegtec

ctetticgeta
aacgocagyy
cgacteacta
aggctcazag
cegggetgte
agtetagttt
tcagaggaaa
geteggggat
gaggtcgacy
ccacacctes
attgeagett
grteteteac
tggatcgaag
cgeggecett
gggaggttge
toeactocggy
cegacygtgy
atotgitget
gegaacaccy
tegtocgega
ageteggtya
toygegaacy
egeacegtgy
satetgtgat
gragreggtt

ctgctoegag

37

aatcggaacce ctaasagggag
goyayaaagg aagggasgaa
gtcacgetge gegtaaccac
cattegécat tcaggetyeyg
ttacgocage tggcgaaagqy
tttteccagt cacgacgttyg
tagggcgaac tgggtaccta
acagcgagaa. gogttoagag
ceegeacyet geguetegy
ttteccegta tocecoagat
goegatcoogt gocaceiiec

gcgaggggay cgecggacey

gratcgattt ‘taccscattt
ccctgaacct gaspcatasa

staastggtta caaataaage

tgeattotag thgbgghttyg
ctagctttge ggocgetcayg
cgggeaccte gacgteggeyg
ggagcgeggs ggtetccagy
ggagcacgac ggegetgeee
ccaggaacca cgoegggetec
gogeggecag cogggaacey
ccecegette gacgetetee
cecacacctt gecgatgtoeg
ceegetegat gtggeggtec
cggegygcgag ggtgegtacg
gettgtacte ggtcatggtg
tgteaccata agcagecaca
ccgceacgga cttgegegtt

gttgggatta gcécgcattcea

300
360 -
420
480
540 .
600
660
720
780
900
960
1020
1086:
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040



cccatggegt

gatgtccaga

‘gasgattecg aggtygkact

ttteaaccac
tggtactggt
' ggagtatdaa
ctetgggatyg
aggetcttet
ttcecctget
tcggagteca
cactccacgg
ttcttggtca
cectttggett
cacttgtact
cggtacgtge
. ccgtecacgt
: cabgtg;cct
dagactgacg
toaccagtyy

atggcegegee

cagaaaagac

gecgetgeet
teagacacat
ctgtgcoetaa
¢§Q§ﬁﬁgﬁiﬁ
tgtceggaac
cgggcactygg

cctgtaaaaa

Jgagtra

tagccatagyg

ctcatcageoc

geaagcagtc
itgtaccecc
acaggcgtac
ggtacaacce
gcgtgtagtg
gccacctget
gcacgggagy
cgatgtcgcet
tctecteeeyg
tagagatggt
ccttgeeatt
tgttgtacty
accagttgaa

caggggtecy

‘gtgeccecte

aacctyggaac
gtttaaacac

ccatggaaag

g caacgagtac

cetetgacte
taagtcttcc
accctacege

gtetggecte

gggagcaggg

acgtsscega
ggacggtggt

tacagagtcc

ES 2400 107 T3

tagercaata

taggecgcecea

taagctacac

tatacgacat
ttctattgaa
aagggtaccg
cagagectgtt
gttgtgeéga
cttygtccacg
cgtggtettg
gggatagaag
ggatggggge
tttctegatg
cagceagtcee
cteccteeege
cttgacctca
ggagatcatyg
ggcttcaggt
ccagagcage
gegtactaga

gaacagtotg

tgctoagact.

ttatcagaac
aaatgegtea
cacggoettg
cactgttagy
ctoggatygta
gattcgegty
gttgtatatg

gtgtcagtct

ggetetteac

acgcageetg

tetyggggtty

gggcttcieg aagtacataa

caccggygaa
cttggttttg
caataccgga
tctetagatce
gecteatgea
gtgagcttge
tagttgttet
éctttgacca
agggtgtaca
gaggatggga
tggtgcagga
ggetttgtoet
gggtcttegt
agggtgtoct
getgggeacy
agtaceeata
gaattgatcce
ttagtctgte

acactgeect

aceataacte

gecggtgeaag
tgeggeacac
agcaaggage
gaageteege
gagateccac
tgaatttgta

ctgaaggaca

38

accttgttcea
gaccaccgtc
agtgctgage
gcggataacg
acagaagtge
tgcgtctaag
gtactagceeg
atttacccqgg
tcacggagea
tgtagaggaa
ceggetgeee
ggcaggtcag
cctgtggtte

gggettegte

cggtgaggae:

tggcattaty
ggctcacgtce
tgggttttgg
gtgggeatgt
gcaggagtgt
cgtgtcaadqg
agctattatg
ccaccgttaa
agctgectge
ceegetecece
tggtggtggt
tgccgagega
cgetaccgga
gttatgttta
aataataaat

gtgtattgge

caactagcegt
accggtgagy
gcaacgcatt
gatccgtege
ttgttegtgg
ttacgggaag
ccacgtggygc

agacagggag

tgagaagacy

gaaggagecy
attgetetee

gctgacetgy
teggggetge
cacctcecacy
caccaccacg
ggggaagaqgyg
gtgagttttg
gtctgtctee
acggtgactg
tetggtggey
cagcaccgea
atcttcttct
gagctcattt
gggcatcgty
ccatgagteg
gaagagccca
ataaaaactq
gagaccccat

atatagccaa

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880

2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3900



taaagagagt
tagugaagty
tataacatga
‘gasgeaaagy
ggaatcegey
_gttctacggt
cc&cgtaéaa
cegaggegat
sacqgtactt
gtttcaatag
tqg#aaaacc
ccattgacte
tgactcagty
gtactgggca
aaaacccatt
cotattgact
" ¢cctatgtac
 atgggtettt
Aaagtecets
tattgacett

accttataty

ggcttacete
ctgggaasty

gacegtgetg

gtaasaagte

agtgeatttyg
aaaagetgte

goggattece

tgtggeanny

‘gtraagtaaty

ggaageagygy

gagtgggect

ttecaatgos

gytcagaccy

cgcagetcag
gttacgtttt
tcecattaat
cécattgacg
caatgactca
acceectatt
tééttgqctc

aaacccattg

ggettacetc

caatgtactt
tgggcaaaac
cocattgact
ttgacgcagt
atgtactggy

ctrgoceaaca

ES 2400 107 T3

Yroaatasce

gtgtatagac

atagacteta

cegtteceqgy
aagactgcga
ccaatagaat
ggergocett
cagctatggg
tcaatggtgg
cecectattga
gacecttttrgt
caatgggact
gaaagtcect
gceattgaccet
ggetecaatg

ccaatggaaa

‘catcecetat

gtacttgget

cagaatacaa

atggaaaaac

it cocattggot

cea titgacteag

ceaktgacee

gtgaacgeee

attcatatge

‘cocgrattac

‘geattaspas

ccccatgcea

cgtgecaaga

aatgtactty
ectatgtyga
Catatgagtyg
teacataggy
ctattggtte
ihngxgceca

gtgacgtaag

. tggattagta

cavacetata
cocaagecaa
taggeggtac
Tegggetgoa
cggtacegae
gegtgecaat
tcagticeea
aaagtacegt
gaaagtacat
ccttatgtac
actgggcaaa
ttectgttga
aatgacteag
tatgtattigg
gaactttoct
gtoeetattyg

tgaccttatyg

Goaatgggac

tggaaagtoc
¢eattggaaa
eageteccat
tgtgettgee
ggtaaaggec
aagtecectat
tattagaogy
ggcgttigge
tagtcataaa
gagcegegge

taccgoctat

39

atggaaagta
ggctaageta
aaacagtata
tracgtoact
ggctaggega
getggtegeg
étggaancnc
ttgacgtgta
ttaaaggtca
ggcgttttas
gtgccaataa

acecaatggw

ttcaccccta
tatacgtgce

gcaaaaccca

gttgactcac

agtcagtgta

tactgggcaa

Ettoctgtty

ctattgactc
gtcectatrg
tgacccaatg
agtaatggya
attgagtecac
gggeegecat
ctrtecgett
tttgcaaatt
acgggeyggay
cgggaacggt

agagtctata

tegtcaccaa
faceatcace
gcatgcataa

cttggcacgg

ggagetctge

cckcttatao

caggggaaaa

ttggetegag

egttgeatta
Lgggaaaaac
aagtcoetat
ktgaccetctat
agtaatggga
Ltggaaagtc
ceectattga
chtggeteca
aacecaatyy
attoaccece
acccacattg
agtcagtgta
tacttgggca
aaaacccatt
caccectatg
tagagtgeat
gggaaattgg
aggggattte
ttaaccatat
gcattggaac

ggcccaceec

3960
4020
4080

4140

4200

4260
4320
438¢0
4440
4300
4560
4820
4680

4740

4800

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400

5460

5520

5580
5640

5700



cktggettot

catgttatag

acteeccrat

ctotetttat:

ttttacagga
cagtgeceygce
ttceggacat
tgectecage
taggcacagc
tgtgtctgaa
‘ggcagcggea
aactcecegtt
tgecgegege
.tcttttctgc
gcgegeeaty
agctctttee
tcagaagctc
ctttgacate
gaccatotat
tggctggaat
tctgaagaca
Bagcggtctq
gtacagtceac
taacagactt
aectgaagee
catgatctee
 tgaggtcaag
gcgggagaag
ggactggetg
catcgagaaa

gececeatce

tatgoatget

gtgatggtat

tggtyacgat

tygctataty
tggygtetea
agtttttatt
gggetettet
gactcatggt
acgatgccca
aatgagctcg
gaagaagatg
gcggtgetgt
gccaccagac
agtcaccgtc
accaacaagt
atgagctaca

ctgtyggcaat

—catgagqaga
gagatgotoe

gagactattg
gtcetggaag
cacctgaaas
tgtgeetgyga
acaggttacc
gagggggeac
cggaccecty
ttcaactggt
cagtacaaca
astggtaaqy
accatctceea

¢gggaggaga

ES

agettagect

actttecatt

‘geaatacact

tttattattt
aaacataacy
ccggtageqyg
cgctocggeag
ccaccaccag
gggagegggce
caggcagetg
taacggtgga
ataatagetg
cttgacacgg
gtctectoea
acttgettgg
tgaatgggag
ttaagcaget
agaacatett
ttgagaacet
aaaaactgga
gatattatgg
coatagteag
cgtcagtiett
aggtcacatg

acgtggacgg

gracgtaccy
‘agtacaagry

aagccaaagqg

tgaccaagaa

2400 107 T3

. ¥ggcttgggg tctatacace
ataggtgtgg gttattgacc
‘actaatccat aacatggete
gtcettcaga gactgacacyg
acaaattcac atatacaaca
tgggatctece acgegaatcet
cggagcttct acatccgage
ctcettgete ctaacagtgg
igtgccqcac aagqccgtgé
ttgeaccget gacgecattig
agttgttgtg ttctgataag
gggcégtgta gtctgageay
acagactaac agactgttece
gatcaattct ctagtacgeg
aattgetcte.ntgttgtqﬁt
attcctacaa agaagcagcea
gcttgaatat tgectcaagg
goagcagttc cagaaggagy
tgctattttc agacaagatt
cetggetaat gtctatcate
gaaagaagat ttcaccaggg
gaggattctg cattacctga
agtggaaatc ctaaggaact
caaagctcac acatgeccac
cctettecee ccaaaaccca
cgtggtggtg gacgtgagec
cgtggaggtg cataatgcca
tgtggtcage gtecteaccy
caaggtetee aacaaagece
gcagececcga gaaccacagg

ccaggtcage ctgacctgee

40

ccegettect
attattgacce
tttgccacaa
gactctgtat
¢ccacegtece
cgggtacgty
cctgcteeca
aggccagact
cagtagggta
gaagacttaa
agt cagaggt

tactegttge

tttecatggyg

tgtttaaacy

tetccactac
attttcagtg

acaggatgaa

acgecgeatt

catctageac

agataaacca
gaaaactcat
aggccaagga

tttacttcat

cgtgececage,

aggacaccct
acgaagaccce
agacaaagcc
tcctgeacca
tcccatecte
tgtacaccct

tggtcaaaqgq

5760°
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
$300
6360

6420

6480
£540

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7560



ctiotatese
casgaccacy
cgtggecasg
tetgeacaac
tctagagggg
caéteaagtg
gotgtectte
gaagacaaco
aatcttgget
ccgagttgtt
agaq%cqqqq
acccacettyg
tecttctgat
ctgecatgee
tgggtccact
gggatccact
" agegttcaga
| tgceggcteg
ateecccagg
tgceacette
gegeeggacc
tgttocottt

gtgtgaaatt

asageetoge.

getttacagt
agaggeggre

gtegttegge

gaateagggg
‘cgtamesagy

ddgdaatcgac

-agegac

ectosogtge

ageaggtgge

cactacacge

tggcatecet
cecaccagee
tataatatta
tgtagggoct
cactgceaate
gggattccag
tttcaccata
gcctocccaaa
ttéaaaataa
caaceggtagy
cagtagatge
agttttttee

ggasagegat

gggatgcggyg

tgtctgeagy

ecegtgeeny

agtgagggte
gttatecyget

gtgcctaatg

cgggraacct

tg

ataacgcagg

getcaagtca

sgLattyy
tgegacgage

ES 2400 107 T3

tdgactécga
aglaggyyaa

agasgaged
gtgaccecte
ttgtectaat
tggggtggag
gcggggtcta
teegectect
geatgcatga
ttggecagge
ttgctgggat
ctataccagc
gacatttgag
ctgttgaatt
cegtatoccee
ceegtgecae
gggagegecy
ctcaaagaca

fgetgtocee

Vzcﬁagctggég'

asttgogege
cagaattieca
agtgagetaa
—
gogetottce
ggtaccager
aa8g88CALY
ggegtetite

gaggtggceyga

atcg gogtggagtg ggagageaat

cggetactte

egtettctea

: etecetgot

oecaghyeot
aaaattaagt
ggggytagta
ttegggaace
gggttcaage
ccaggceteag
tggtctceaa
tacaggcgty
aggaggacgt
ttgottgett
caagcettgat
caggtgtety
ctteeccyty
gaceggagoa
gegagaagey
geacgetgec
eggeegreac

trggegtaat

cacaacatac
¢teacattaa
ctgeattaat
gettectege
¢acteadagy
fgagcaaaay

cataggetee

aacccgacag

41

gggcagecgy
ttectetaca
tgctecgtga
ctgggtaaat
ctoctggese
tgcatcattt
tggageaagg

aagctggagt

gatteteotg ©

ctaatttityg
ctectaatet

saccactact

ccagacacag
ggeactgtos

atcgaatiog:

caggctcaaa
ceegggetgt
gagtetagte
ttcagaggaa
ggctegggga
cgeggtggag
catggtcata
gagecyggaaqg
ttgegttgeq
gaatcggeca
tcactgacte
cggtaatacy
gocagCaaaa
geececoctga

gactataaag

agaacaacta
gcaageteac
tgcatgagge
gaggegegee

tggaagttge

tgtetgacta.

ggcaagttygy

cteagecte

tteeettggt

waggtgatot
ol el e i ol alelod ]

gataggstac

tetcatgegt

tgoageoeyy
gacagcgaga

cecocgcacye

ttttccoegt
agcgatcoeg
tgcggyggga
grecagettt
gétqttgcdt
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ggecaggaac
cgagcatcac

ataccaggeg
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ctgtoegeet

gaageeecct
ttctooctis

B9y tgtaggtoge

ttategecac

getacagagt

atetgegete

aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttace
tccataéttg
ggceccagty
ataaacecsage
atccagtcta
cgcaacgtty
tcatteagcé
aaagcggtta

teactcatgy
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agtigetett
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agatccagtt
accagaghLt

gegacs

gggyttecge
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cagggbbats
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cgkgegoret
gggaagegty

tegetecaay

gitgticcega
gegetitete

etgggctygty

£ cgglaactat Ggrotl

tggragcage

tetegaagty

tgctgaggec

cegotggtag
ctecaagaaga
gttaagggsat
aaaaatgaag
aatgcttaat
cetgactece
ctgcaatgat
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ttaattgttig
ﬁtgccattgc

ccggttecca

goeteetteyy
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cactyggtaac
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cgtcgtgtag
accgcgagac
ggoecgaAgega
ccgggaaget

tacaggcate

acgatcaagg-
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actgcataat

ctggtgagta: cte

geccggogte satacgggs
ttygasaacy
cgatgtaacc

ctgggtgage

aatgtrgast

‘ghoteatgay:
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Secuencia artificial

ttcttegagy
cactocgtgea
Agasacagga
aceedtacie

ata

cggatac
cogaagagty

aggattagea

tacggctaca

ggaaaaagag

tttgtttygea

ttttctacyg

agattatcaa
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cctétczcag
ataactacga
ccacgeteac
agaagtggte

agagtdagta

gtggtgteac -

cgagttacat
gttgtcagaa
terettactg

tcattetgag

. astaccgege

cgaaaactct
gecaactyat
aggcasaatyg
txeotittte
tttgaatgta

ceac
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tgcacgaace
ceaaccoggt
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agcagcagat
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goggegaccy
aactttaaaa
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ttttactete
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14

Lys Thr His Thr Cys Pro Proc Cys Pro

Pro

Asp

s

His
65

Arg

Glu

Leu
145

Tep

Aan
Val

Glu

Lys 1

o

136

Thr
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165 179 175

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190

.....

X3p Lys-Sexr Aeg ‘1‘1‘5;& A1n Gln Gly #dan Val Phe Ser Cys Ser val Met

200 205

~

Hia ﬁlu Ala beu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 : 215 220

Pro Gly Lys
225

<210> 15

<211> 401

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Subunidad del Compuesto 2 con IFN-beta

<220>

<221> péptido_mat

<222> (1)..(166)

<223> |FN-beta humano maduro

<220>
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<222> (167)..(174)
<223> Conector

<220>

<221> DOMINIO
<222> (175)..(401)
<223> Porcion Fc
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Z0 25 30

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp Ile Pro Glu Glu Ile Lys Gln Leu Gln

S35 40 45
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56 ‘ 55 60
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REIVINDICACIONES

Una proteina que comprende un IFN-beta sencillo fusionado a un dominio Fc de IgG mutado que contiene dos
subunidades, la primera subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado no ligado a una proteina IFN-beta, la
segunda subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteina IFN-beta sencilla, donde dicha
primera subunidad consiste en el SEQ ID NO: 3y dicha segunda subunidad consiste en el SEQ ID NO: 8.

Un polinucledtido que codifica una proteina de acuerdo con la reivindicacion 1.

El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 2, donde dicho polinucleétido comprende o consiste en el SEQ
ID NO: 4 0 el SEQ ID NO: 9.

El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 2, donde dicho polinucleétido comprende o consiste en el SEQ
ID NO: 12.

Un vector de expresién que comprende un polinucle6tido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2
ad.

Una célula anfitriona transformada con un vector de acuerdo con la reivindicacion 5.
La célula anfitriona de acuerdo con la reivindicacion 6, donde dicha célula es una célula CHO.
Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de acuerdo con la reivindicacion 1.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8 para su uso como medicamento.

.El uso de una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9 para la preparacion de un

medicamento para el tratamiento de la esclerosis multiple.

Un método para elaborar una proteina de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho método comprende
cultivar una célula anfitriona de acuerdo con la reivindicaciéon 6 o 7, y aislar dicha proteina.
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Figura 1

siFNbeta-lgGFemut

IgGFemiut
;
IEN-B I S I
AR T T T  Sp—
L234A 7 | A330S

P331S
L235E Ggpa7A Y
unién a C1q (CDC)

unién a FcRI (ADCC)

sIFNbeta-lgGFemut

ey N
HH
] Y
: " ‘
CHy [CH IgGFomut
2| | 24
CHECH
3313} )
brazo brazo Fcmut
IFNbeta-
Fcmut

48



h¥C

h¥C

hFC

h¥FC

hFC

{ del pico 8 !
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Figura 2

1 50

DKTHTCAPCPAPELLGGPSVFLF PPKPKDTLHISRTPEVTCYVUDVSHED

DKfHTCFPCPA’EAEGAPSVFLFPPK?KB?LHISRT?E?TCVVVDVﬁﬂfﬂ
DRTHTCPECPAPE 6 PSVUFLFPPRPEDTLUISRTPEVTCVVVDVSHED

51 100
PEVKFN&YVDGJEVHNA?TKPWFEQYNSTY&VUSVLTVLHQD“LNGK?YK
PFVK?NUYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVUJULTVLﬁOB@ENGK?YK
?EVKFNUYUDG?EUHNAKTKPREEOYNJTYRUUSULTULHQD@LNGKL?K

101 150
CKVSNK&LPAPEEKTISKAKGQPREPQV?TL?PER£Fﬂ1&NQVSLTCLVK
CKVSNKALPS‘?EER'Ff"KAKGQPRP POUYTL PPSRE ""T'{N‘QV‘ELTC[ VK
CRVSNKALP  [EKTISKAKGQPREPQUYTLPPS REEHTKNQVSLTCLVR

151 <00
GFYFSDIAVEULSNGQ?ENNYKTTPPVLDJDG&F?LYSKLTVBKSRBQQG
GPY?SDIAV£HiSNGQ?ENNYKTTPFULDSDG&FFLYSXLTV&KSRUQGG

PYPSDIRV?UESNGOPLNNYKTTPPULDSBGSF?LYSKLIVBKSRUQQG

201 . e
HUFSCSYHIEALHNHY TQRSLSLSPGK

WVFSCSVINEALUNHYTQRSLSLIPGK

NUFSCSVHHEALHNHYTQRSLSLSPGK
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Figura 3

Dominjo CH1 (=98}
-------------------------------------------- DXTHI‘CPI’CPA?FI:{,EG
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------------------------------------------------ DXTHTCPRCPAPRARGA

SRR LR RS REE] »

Region bisagra (29-110}
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?.}VPI»FPPKBKD'H-MISRTFEV’I‘CWVE)Vfilll' DPEVKF NWYVDGVEVHMAKTKPREEQYH]
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R R R N R R IR S R R R SR R R N lliitk!i“iii‘lii&ili‘&l:
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R AR R R R AN I R RS A SRR RS
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WE’KHQVSLTCLV!\GF}’PSBIRVE.YJ“SNGQPBHHYKT?PPVLDSBGSI‘FLYSKLTVDKSRN
MEKNQVSLTCLVRGE YPSD IAVEWRSHGQPENNYKTTPPVLDS PGS FPLYSKL TVD KSRE

Y R R NN e e R A R R AL

(224-330)

QQGHVFSCBYMHEAL BUHYTOKSLSLSPGK
QOGHNYPSCSYMERAL HEHY TOXSLSLSPGK
QOGNVFSCHSVMIEAL HUHYTOKSLSLSFGK

EE IR R R R R R AN RN N LN
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Figura 4

----------------------- HSYNLLGFLORSSHPOCOKLLUQL NGRLEYCLKDRIMNFD
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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