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DESCRIPCION
Proteinas de fusién de inmunoglobulina
Campo técnico
[0001] La presente invencion se refiere a una proteina Fc hibrida humana y a una proteina de fusién de

inmunoglobulina en la que la proteina Fc hibrida humana se une a una molécula biolégicamente activa. En
particular, se refiere a una proteina Fc hibrida humana, que se deriva de combinaciones de subtipos de la
inmunoglobulina G humana (IgG) o combinaciones de la IgD y la IgG humanas, y una proteina de fusién en la que
dicha proteina Fc esta acoplada a una molécula biolégicamente activa mediante un enlace covalente.

Antecedentes de la técnica

[0002] Las moléculas biolégicamente activas pueden ser de gran interés terapéutico. Sin embargo, tienen
muchas desventajas como agente terapéutico porque su estabilidad in vivo es baja. Su vida media en circulacion o
vida media en suero es corta debido a que se digieren por diversos enzimas en el cuerpo vivo. Por tanto se ha
deseado mejorar la vida media en circulacion de las moléculas biolégicamente activas.

[0003] Se sabe que aumentando el tamafio de una proteina puede aumentar su vida media, ya que se evita
que el rifién elimine la proteina (Knauf y col., J. Biol. Chem. 1988. 263: 15064-15070). Por ejemplo, se ha notificado
un aumento de la estabilidad de la proteina mediante el acoplamiento de una proteina activa con la albumina
humana (Kinstler y col., Pharm. Res. 1995. 12: 1883-1888). Sin embargo, como el acoplamiento de una proteina
activa con la albumina humana aumenta solo ligeramente su tiempo de residencia, no ha sido un procedimiento
eficaz para desarrollar una formulacion farmacéutica eficaz que contenga la proteina activa que se acopla a la
albdmina humana.

[0004] El otro procedimiento notificado es modular la glicosilacién de una proteina. La glicosilacion adicional
en la proteina y la introduccién de acidos sidlicos en las proteinas conduce a la prevencion de la degradacion de las
proteinas en el higado. Sin embargo, el aumento en la glicosilacion de las proteinas conduce también a una
disminucion de la bioactividad de las proteinas.

[0005] Para estabilizar las proteinas y evitar la depuraciéon renal, las proteinas se han conjugado con
polietilenglicol. Se ha utilizado ampliamente la conjugacién covalente con el PEG para administrar un farmaco de
una vida media prolongada (Delgado y col., 1991. 9. 249-304. Sin embargo, se ha notificado que la conjugacion de
PEG con citocinas u hormonas da como resultado una afinidad de union reducida del receptor debido al
impedimento estérico producido por la conjugacion.

[0006] Recientemente, se han investigado y desarrollado proteinas de fusion preparadas utilizando una
inmunoglobulina (lg). La Ig es un componente principal de la sangre. La Ig humana (hlg) incluye diversos tipos tales
como IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE (Roitt y col., “lImmunology” 1989, Gower Medical Publishing, Londres, Reino Unido;
Nueva York, N. Y.). las IgG humanas se pueden clasificar adicionalmente en diversos subtipos conocidos como 1gG1
humana (hlgG1), IgG2 humana (hlgG2), IgG3 humana (hlgG3), e IgG4 humana (higG4).

[0007] Las inmunoglobulinas estan constituidas por cuatro cadenas de polipéptidos, dos cadenas pesadas y
dos cadenas ligeras, que estan asociadas mediante enlaces disulfuro para formar tetrameros. Cada cadena esta
compuesta por una region variable y una regién constante. La regién constante de la cadena pesada se divide
ademas en tres o cuatro regiones (CH1, CH2, CH3, y CH4), dependiendo de los isotipos. La porcion Fc de la regién
constante de la cadena pesada, dependiendo del isotipo de Ig, incluye la region bisagra, los dominios CH2, CH3, y/o
CHA4.

[0008] Con respecto a la vida media en suero, la IgG1, 19G2, e 1gG4 tienen vidas medias largas de 21 dias,
mientras que otras inmunoglobulinas tienen vidas medias relativamente cortas, de menos de una semana. Las
proteinas quiméricas fusionadas con una porciéon de Fc de la IgG muestran un aumento de la estabilidad y un
aumento de la vida media en suero (Capon y col., Nature 1989. 337: 525-531). Las proteinas bioldgicamente activas
se han fusionado en el extremo N de la regién CH1, el extremo N de la region Fc, o en extremo C de la region CH3
de las IgG.

[0009] En el periodo inicial, se han creado las proteinas de fusion de la IgG con los dominios extracelulares de
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receptores superficiales celulares tales como CD4 (Capon y col., Nature 1989. 337: 525-531), TNFR (Mohler y col.,
J. Immunology 1993. 151: 1548-1561), CTLA4 (Linsley y col., J. Exp. Med. 1991. 173: 721-730), CD86 (Morton y
col., J. Immunology 1996. 156: 1047-1054). También, existen algunas citocinas y hormonas de crecimiento que se
han fusionado con los dominios de la IgG. Sin embargo, a diferencia de la fusiéon con los dominios extracelulares de
los receptores superficiales celulares, la fusién con proteinas solubles con las IgG conduce a actividades bioldgicas
reducidas, en comparacion con las citocinas no fusionadas o los factores de crecimiento. Las proteinas quiméricas
existen como dimeros, lo que conduce al impedimento estérico procedente de la interaccién con sus receptores del
tipo moléculas diana, debido a la presencia de dos proteinas activas en estrecha proximidad entre si. Por tanto,
debe superarse este problema para preparar una proteina de fusion eficaz.

[0010] La otra limitacion de la tecnologia de fusion de Fc es la presencia de respuestas inmunes indeseables. El
dominio Fc de la inmunoglobulina tiene también funciones efectoras tales como la citotoxicidad mediada por célula
dependiente de anticuerpo (ADCC) o la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Estas funciones
efectoras se consiguen generalmente mediante la interaccion entre la region Fc de la Ig y las FcR en las células
efectoras o mediante la unién del complemento. Por tanto, debe llevarse a cabo el bloqueo de las funciones
efectoras de la Fc para reducir las reacciones indeseables tales como la muerte celular, la liberacion de citocinas, o
la inflamacion.

Divulgacién de la invencion
Problema técnico

[0011] En resumen, se necesitan proteinas de fusion de Fc mejoradas con una minima pérdida de actividad
bioldgica y con un riesgo disminuido de respuestas inmunes indeseadas.

Solucién técnica

[0012] La presente invencion proporciona una proteina Fc hibrida, que se deriva de combinaciones de subtipos de
la IgG humana o combinaciones de la IgD e IgG humanas. La region Fc hibrida es eficaz, cuando se une a una
molécula biolégicamente activa, para aumentar la vida media en suero de la molécula biolégicamente activa asi
como para aumentar el nivel de expresion del polipéptido cuando se expresa un polipéptido que codifica una
proteina de fusién del polipéptido Fc.

[0013] La presente invencion proporciona también un polipéptido de fusion Fc hibrido en el que el Fc hibrido se
une a una molécula biolégicamente activa. La proteina de fusién se denomina algunas veces proteina de fusion de
Fc-molécula activa o simplemente “proteina de fusién”. La proteina de fusion puede tener un enlazador entre la FC y
la molécula biolégicamente activa. La Fc puede estar acoplada en su extremo N con un extremo C de la molécula
biolégicamente activa.

[0014] La proteina de fusién puede producirse fabricando una construccién de nucleétidos que codifica y es capaz
de expresar la proteina de fusion; expresandola en una célula hospedadora; y cosechar la proteina de fusion. De
forma alternativa puede producirse expresando un nucleétido que codifica la Fc y acoplando esta a una molécula
biolégicamente activa de una manera convencional.

[0015] De acuerdo con esto, en un aspecto, la presente invencion proporciona un polipéptido representado por la
siguiente formula:

N’-(Z1),-Y-Z22-Z3-24-C’
[0016] enlaque:
[0017] N’eselextremo Ny C’ es el extremo C del polipéptido.
[0018] Z1 es una secuencia de aminoacidos que consta de 5 a 9 restos de aminoacidos consecutivos procedentes
del lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 90 a 98 de la SEQ ID NO: 14; Y es una
secuencia de aminoacidos que consta de 5 o mas restos de aminoacidos consecutivos procedentes del lado del

extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14;

[0019] Z2 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 163 a 170
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de la SEQ ID NO: 14;

Z3 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 121 a 220 de la
SEQ ID NO: 13;

Z4 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 221 a 327 de la
SEQ ID NO: 13; y p es un numero entero de 0 o 1.

[0020] Z1 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye 5-9 restos de aminoéacidos consecutivos
procedentes del lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 90-98 de la SEQ ID NO: 14. En
algunas realizaciones, Z1 puede ser 5, 6, 7, 8 0 9 restos de aminoacidos del extremo C de un dominio CH1 de la
IgG1 (SEQ ID NO: 11) o de un dominio CH1 de la IgD (SEQ ID NO: 14).

[0021] Y puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye 5 o mas, o 10 o mas restos de aminoacidos
consecutivos procedentes del lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la
SEQ ID NO: 14. En determinadas realizaciones, Y puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye restos de
aminoacidos en las posiciones 158 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 153 a 162
de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 143 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de
aminoacidos en las posiciones 133 a 162 de la SEQ ID NO: 14, o restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162
de la SEQ ID NO: 14.

[0022] Z2 pueden ser 6 restos de aminoacidos del extremo N de un dominio CH2 de la IgG2 humana u 8 restos de
aminoacidos del extremo N de un dominio CH2 de la IgD humana.

[0023] El ndmero total de restos de aminoacidos de Z2 y Z3 puede estar entre 80 y 140. En una realizacion, el
namero total de restos de aminoacidos de Z2 y Z3 esta entre 90 y 120, ambos inclusive. En otra realizacion, el
numero total de restos de aminoacidos de Z2 y Z3 esta entre 105 y 115, ambos inclusive. En una realizacion, el
numero total de restos de aminoacidos de Z2 y Z3 es 108. En una realizacion adicional, el nimero total de restos de
aminoacidos de Z2 y Z3 es 109.

[0024] Z4 puede ser una secuencia de aminoacidos de los restos de aminoacidos en las posiciones 221 a 327 de
la SEQ ID NO: 13.

[0025] En una realizacién, el polipéptido puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada
entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 26, y SEQ ID NO: 27. El polipéptido es una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 28, and SEQ ID NO: 29.

[0026] En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un polipéptido quimérico que es una fusion que
comprende un polipéptido tal como se define en el presente documento y un polipéptido, proteina o péptido
fusionado en el extremo N o el extremo C del polipéptido, denominado “molécula biolégicamente activa”. La
molécula biolégicamente activa puede ser una proteina soluble tal como, pero sin limitarse a, una hormona, citocina,
factor de crecimiento, una molécula coestimuladora, receptor de hormonas, receptor de citocinas, receptor de
factores de crecimiento, o péptido corto. La molécula biolégicamente activa puede ser EPO o sus
variantes/fragmentos, p40 o sus variantes/fragmentos (por ejemplo, variante p40 que contiene una sustitucion
Asn303GIn, G-CSF o sus variantes/fragmentos, los receptores de TNF, GMCSF, los receptores de IL-1, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-10, TGF-beta, el receptor de TGF-beta, IL-17, el receptor de IL-17, el Factor VII,
CXCL-11, FSH, la hormona del crecimiento humano, la proteina-1 morfogenética del hueso (BMP-1), CTLA4, PD-1,
GLP-1, la betacelulina, OPG, RNAK, el interferon alfa, el interferon beta o sus variantes/fragmentos. La molécula
biolégicamente activa puede ser una proteina secretada, que puede estar en una forma madura.

[0027] En una realizacién, se proporciona un procedimiento para producir el polipéptido de acuerdo con la
reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende las etapas de. (i) introducir una molécula de ADN que
codifica el polipéptido en una célula hospedadora de mamifero (ii) hacer crecer la célula en condiciones en las que
se pueda expresar el polipéptido en su medio de crecimiento; y (iii) cosechar el polipéptido expresado. La célula
hospedadora de mamifero puede ser una de entre células CHO, COS o BHK.

[0028] En otra realizacion, se proporciona un procedimiento para (i) reducir los sintomas de, evitar o tratar una
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enfermedad autoinmune, (ii) inhibir el rechazo de un injerto, o (iii) tratar o evitar el shock inducido por endotoxinas,
que incluye administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido descrito anteriormente, en el que el
polipéptido se fusiona a una molécula biolégicamente activa.

[0029] En una realizacion, se proporciona una molécula de acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de
acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. El polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, y SEQ ID NO: 29. La molécula de acido nucleico puede tener una
secuencia de nucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 26, o SEQ ID NO: 27. La molécula de acido nucleico puede incluir
ademas una secuencia sefial o secuencia lider.

[0030] De acuerdo con una realizacion de la invencién, se proporcionan un vector de expresion que incluye la
molécula de acido nucleico y la célula hospedadora que contiene el vector. Los ejemplos de vectores de expresion
pueden incluir, pero no se limitan a, pAD1 EPO-hFc-1, pAD11 G-CSF-hFc-1, pAD11 p40N303Q-hFc-1, pAD11 EPO-
hFc-6, pAD1l1 IG-CSF-hFc-6, pAD11l p40N303Q-hFc-6, pAD1l EPO-hFc-5, pAD11 G-CSF-hFc-5, pAD11
p40N303Q-hFc-5 and pAD11 TNFR-hFc-5.

[0031] En una realizacién, se proporciona un procedimiento para administrar moléculas biolégicamente activas a
un mamifero que incluye la etapa de administrar la molécula de acido nucleico al mamifero que lo necesita.

[0032] En otra realizacién, un polipéptido incluye un dominio Fc que consta de una region bisagra, un dominio CH2
y un dominio CH3 en una direccion del extremo N al extremo C, en el que dicha region bisagra incluye al menos una
porcién de restos de aminoacidos de un dominio CH2 de la IgG4 humana, en el que 4-37 restos de aminoacidos
consecutivos en el extremo N del dominio CH2 de la IgG4 humana estan sustituidos con al menos una porcién de
restos de aminoacidos de la region del extremo N del dominio CH2 de la IgG2 humana o la regién del extremo N del
dominio CH2 de la IgD humana, y dicho dominio CH3 incluye al menos una porcién de restos de aminoacidos de un
dominio CH3 de la IgG4 humana.

[0033] La region bisagra puede incluir al menos una porcién de restos de aminoacidos de la regién bisagra de la
IgG1 humana, dicho dominio CH2 incluye al menos una porcién de restos de aminoacidos del dominio CH2 de la
IgG4, en el que 4-37 restos de aminoéacidos en el extremo N del dominio CH2 de la IgG4 humana estan sustituidos
con al menos una porcién de los restos de aminoacidos de la regién del extremo N del dominio CH2 de la 1gG2
humana.

[0034] La region bisagra puede incluir al menos una porcién de restos de aminoacidos de la regién bisagra de la
IgD humana, dicho dominio CH2 incluye al menos una porcién de restos de aminoacidos del dominio CH2 de la IgG4
humana, en el que 4-37 restos de aminoacidos en el extremo N del dominio CH2 de la IgG4 humana estan
sustituidos con al menos una porcién de los restos de aminoacidos de la region del extremo N del dominio CH2 de la
IgD humana.

[0035] El polipéptido puede incluir ademas un dominio CH1, en el que dicho dominio CH1 incluye al menos una
porcion de restos de aminoacidos del dominio CH1 de la IgG1 humana, y en el que dicho dominio CH1 esta
acoplado al extremo N de dicha regién bisagra. El polipéptido puede incluir ademas un dominio CH1, en el que dicho
dominio CH1 incluye al menos una porcion de restos de aminoacidos del dominio CH1 de la IgD humana, y en el
que dicho dominio CH1 esta acoplado al extremo N de dicha region bisagra. El polipéptido puede incluir ademas un
segundo polipéptido acoplado al extremo N de dicha regién bisagra, en el que el segundo polipéptido es un
polipéptido no de inmunoglobulina biolégicamente activo. El polipéptido puede incluir ademas una molécula
biolbgicamente activa acoplada al extremo N de dicho dominio CH1 o al extremo C de dicho dominio CH4 mediante
un enlazador, en el que dicha molécula biolégicamente activa no es un polipéptido de la inmunoglobulina. El
polipéptido y la molécula biolégicamente activa pueden estar acoplados entre si mediante un enlazador. La molécula
enlazadora es una albumina enlazadora o un enlazador sintético. La albumina enlazadora comprende la secuencia
de aminoéacidos 321 a 323, 318 a 325, 316 a 328, 313 a 330, 311 a 333, 0 306 a 338 de la SEQ ID NO: 25. El
enlazador sintético puede ser un péptido de 10 a 20 restos de aminoacidos compuestos por restos de Gly y Ser. En
una realizacién, dicho enlazador de Gly-Ser es GGGGSGGGGSGGGSG (SEQ ID NO: 32).

[0036] La presente invencion abarca también una molécula de anticuerpo que comprende una region Fc
recombinante, la regién Fc recombinante se describe como anteriormente.
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Breve descripcién de los dibujos

[0037] La Fig. 1 muestra el diagrama esquematico de las Fc hibridas (hFc) que se pueden usar como proteinas
portadoras de moléculas activas designadas como “X".

[0038] La Fig. 2 muestra las representaciones esquematicas de las hFc siguiendo la descripcién de las posiciones
de aminoacidos derivadas de la IgG1 (SEQ ID NO: 11), IgG2 (SEQ ID: 12), IgG4 (SEQ ID: 13) e IgD (SEQ ID: 14).
Se aplica la misma regla a la designacion de las posiciones de aminoacidos en el polipéptido a lo largo de la
solicitud, a no ser que se indique otra cosa.

[0039] La Fig. 3 muestra la representacién esquematica de las hFc en la que cada una esta conjugada a
moléculas biolégicamente activas designadas como “X” en el extremo C mediante un péptido enlazador de albimina
designado como “AL".

[0040] La Fig. 4 muestra representaciones esquematicas de las hFc conjugadas con enlazadores siguiendo la
descripcion detallada acerca de las posiciones de los aminoacidos de los enlazadores de la albimina derivados de
la albimina humana (SEQ ID NO: 25).

[0041] La Fig. 5 muestra los resultados de la gréafica de hidrofobicidad de la hFc-6.

[0042] La Fig. 6(a) muestra los resultados de las actividades de union de FcyRI de MabThera® (Rituximab), higG1,
Enbrel® (etanercept), EPO-hFc-5, G-CSF-hFc-5, p40N303Q-hFc-5 utilizando el ensayo ELISA especifico; la Fig.
6(b) muestra los resultados de las actividades de union de Clg de MabThera® (Rituximab), higGl, Enbrel®
(etanercept), EFO-hFc-5, G-CSF-hFc-5, pA0N303Q-hFc-5 utilizando el ensayo ELISA especifico.

[0043] La Fig. 7(a) muestra los resultados de las bioactividades de EPO-IgG1 Fc, EFO-hFc-1, EFO-hFc-5, EPO-
hFc-6 y Aranesp® (darbepoetina alfa), en comparacion con la de EPO en la linea de células F36E; la Fig. 7(b)
muestra los resultados de las bioactividades in vitro de Neulasta® (pedfilgrastim) y G-CSF-hFc-5 en una linea de
células hematopoyeéticas de ratén (NFS-60), la Fig. 7(c) muestra los resultados de Enbrel® (etanercept) y TNFR-hFc-
5 en células L929 de murino, y la Fig. 7(e) muestra los resultados de las bioactividades in vitro de thFc-1-AL(0)-IFN-
beta and thFc-1-AL(3)-IFN-beta en células WISH humanas.

[0044] La Fig. 8(a) muestra los resultados de la vida media in vivo de Aranesp® (darbepoetina alfa), EPO-hFc-1, o
EPO-hFc-5 mediante la ruta SC (panel izquierdo) y la ruta IV (panel derecho), la Fig. 8(b) muestra los resultados de
la farmacocinética de LEUCOSTIM® (filgrastim) y G-CSF-hFc-1 administrados a ratas Sprague Dawley mediante la
ruta SC (panel izquierdo) y la ruta IV (panel derecho), la Fig. 8(c) muestra los resultados de la farmacocinética de
p40N303Q-hFc-5 and Enbrel® (etanercept) administrados a monos cynomolgus Sprague Dawley mediante la ruta
SC. La Fig. 8(d) muestra los resultados de la farmacocinética de TNFR-hFc-5 y Enbrel® (etanercept) administrados
a ratas Sprague Dawley mediante la ruta SC.

[0045] La Fig. 9(a) muestra los resultados de las bioactividades in vivo de Aranesp® (darbepoetina alfa) y EPO-
hFc-5 administrados a monos cynomolgus mediante la ruta SC (panel superior izquierdo) y la ruta IV (panel superior
derecho) y la Fig. 9(b) muestra los resultados de las bioactividades in vivo de LEUCOSTIM® (filgrastim) y G-CSF-
hFc-1 administrados a ratas Sprague Dawley mediante la ruta SC (panel superior) y la ruta IV (panel inferior).

Mejor modo de llevar a cabo la invencion.

[0046] La presente invencién proporciona un fragmento de Fc hibrido de la inmunoglobulina humana que incluye
una region bisagra, y un dominio CH2 y un dominio CH3 en una direccién del extremo N al extremo C, en el que la
region bisagra es una secuencia de aminoacidos al menos parcial de una regién bisagra de la IgD humana o una
region bisagra de la IgG1 humana; y el dominio CH2 es un dominio CH2 de la IgG4 humana, una porcion de la cual,
en su region del extremo N, esta sustituida por 4-37 restos de aminoacidos de una region del extremo N de un
dominio CH2 de la 1IgG2 humana o un dominio CH2 de la IgD humana. Dicho fragmento de Fc hibrido, cuando se
une a una molécula bioldgicamente activa, tal como un polipéptido biolégicamente activo de la molécula
biolégicamente, para producir una proteina de fusién de Fc, minimiza las inmunoreacciones no especificas de la
proteina de fusion de Fc, prolonga la vida media en suero del polipéptido bioldgicamente de la molécula
biolbgicamente activa, y optimiza la actividad del polipéptido biolégicamente activo de la molécula biol6gicamente
activa.
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[0047] En la proteina de fusion de Fc de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, la combinacion del
dominio CH2 de la IgD del extremo N con la porcién restante del dominio CH2 de la IgG4 se ha disefiado para que la
region de la proteina de fusién resultante en la que dos diferentes subunidades de Ig se recombinan sea hidréfoba.
La region hidrofoba de la proteina fusionada resultante se localizara en el interior de una proteina plegada,
minimizando la reaccién inmune no especifica no deseada.

[0048] EIl término “fragmento de Fc” o “Fc”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina
gue contiene la region 1 constante de la cadena pesada. (CH1), la regiéon 2 constante de la cadena pesada (CH2) y
la regiéon 3 constante de la cadena pesada (CH3) de una inmunoglobulina, y no las regiones variables de las
cadenas pesada vy ligera, y la regién 1 constante de la cadena ligera (CL1) de la inmunoglobulina. Puede incluir
adicionalmente la region bisagra y la region constante de la cadena pesada. Fc hibrido o fragmento de Fc hibrido se
denomina algunas veces en el presente documento como “hFc”.

[0049] Ademas, el fragmento de Fc de la presente invencion puede estar en la forma de tener cadenas naturales
de azlcar, un mayor numero de cadenas de azlicar en comparacion con una forma natural o un menor nimero de
cadenas de azlcar en comparacion con la forma natural, o puede estar en forma deglicosilada. El aumento,
disminucion o eliminacion de las cadenas de azlcar del Fc de la inmunoglobulina se pueden conseguir mediante
procedimientos habituales en la técnica, tales como procedimientos quimicos, procedimientos enzimaticos y
procedimientos de genomanipulacion utilizando un microorganismo. La eliminacién de las cadenas de azucar de un
fragmento de Fc da como resultado una fuerte disminucién en la afinidad de unién a la parte Clq del primer
componente C1 del complemento y una disminucién o pérdida en la citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpos (ADCC) o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), no induciendo de esta forma
respuestas inmunes innecesarias in vivo. A este respecto, un fragmento de Fc de la inmunoglobulina en una forma
deglicosilada o aglicosilada puede ser, en algunos casos, mas adecuado para el objeto de la presente invencién
como farmaco portador.

[0050] Tal como se usa en el presente documento, el término “deglicosilacion” se refiere a que estos restos de
azucar se eliminan enzimaticamente de un fragmento de Fc, y el término “aglicosilacion” significa que se produce un
fragmento de Fc en una forma no glicosilada por un procariota, preferiblemente E. coli.

[0051] EI término “hibrido”, tal como se usa en el presente documento, significa que las secuencias que codifican
dos o mas fragmentos de Fc de inmunoglobulinas de diferente origen estan presentes en un fragmento de Fc de la
inmunoglobulina monocatenaria.

[0052] En una realizacién, el Fc humano hibrido incluye una regién bisagra, un dominio CH2, y un dominio CH3 en
una direccién del extremo N al extremo C, en el que la region bisagra es una secuencia de aminoacidos al menos
parcial de una region bisagra de la IgD humana o una region bisagra de la IgGl humana, y el dominio CH2 es un
dominio CH2 de la IgG4 humana, una porcion del cual, en su region del extremo N, esta sustituida por 4-37 restos
de aminoacidos de una regién del extremo N de un dominio CH2 de la IgG2 humana o un dominio CH2 de la IgD
humana. El Fc hibrido humano se puede unir por su extremo N al extremo C de una molécula biol6gicamente activa
mediante un enlace covalente.

[0053] Los polipéptidos de la formula N’-X-(Z1),-Y-Z22-23-Z4-C' y N'-(Z1)p-Y-Z2-Z3-Z4-(enlazador)q-X-C’ aumentan
la vida media en circulacién de la molécula X biolégicamente activa en comparacion con la vida media en circulacién
de X solo, cuando se administran a un sujeto.

[0054] EIl enlazador puede derivarse de la albimina humana (CAA00606 SEQ ID NO: 25). El enlazador puede
comprender la secuencia de aminoacidos 321 a 323, 318 a 325, 316 a 328, 313 a 330, 311 a 333, 0 306 a 338 de la
SEQ ID NO: 25. De forma alternativa, el enlazador puede ser un enlazador sintético. El enlazador sintético puede ser
un péptido compuesto por un total de 10-20 restos de Gly y Ser. En una realizacion, el enlazador de Gly-Ser es
GGGGSGGGGSGGGSG (SEQ ID NO: 32).

[0055] Z1 puede comprender al menos una porcién del dominio CH1 de la IgD (SEQ ID NO: 14). Z1 puede
comprender 5a 9 0 7 a 9 restos de aminoacidos consecutivos de la regién del extremo C del dominio CH1 de la IgD
(posiciones 90-98 de la SEQ ID NO: 14). En algunas realizaciones, Z1 puede tener 5, 6, 7, 8 0 9 restos de
aminoacidos en el extremo C del dominio CH1 de la IgD.

[0056] Y puede comprender al menos una porcién de la region bisagra de la IgD humana. Y puede comprender 5
0 mas, o 10 o mas restos de aminoacidos consecutivos de la region bisagra de la IgD (aminoacidos en las
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posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14). En determinadas realizaciones, Y puede ser una secuencia de
aminoacidos que incluye restos de aminoacidos en las posiciones 158 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de
aminoacidos en las posiciones 153 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 143 a 162
de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 133 a 162 de la SEQ ID NO: 14, o restos de
aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14.

[0057] 8 restos de aminoacidos del extremo N de un dominio CH2 de la IgD humana (los restos de aminoacidos
163-170 de la SEQ ID NO: 14).

[0058] Z4 puede ser restos de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de la IgG4 (restos de
aminoéacidos en las posiciones 221 a 327 de la SEQ ID NO: 13), que corresponden a los restos de aminoacidos 341-
447 de la IgG4 humana, tal como se numeran de acuerdo con el indice EU, de acuerdo con Kabat (que corresponde
a los restos de aminoacidos en las posiciones 221-327 de la SEQ ID NO: 13).

[0059] En otra realizacion, Y puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye al menos una porcion de la
region del extremo C de la region bisagra de la IgD humana (restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la
SEQ ID NO: 14), p puede ser 1 o 0 (cero), Z2 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye al menos una
porcion de la region del extremo N del dominio CH2 de la IgD humana (restos de aminoéacidos en las posiciones 163
a 199 de la SEQ ID NO: 14), y Z3 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye al menos una porcién de la
regién del extremo C del dominio CH2 de la IgG4 humana ( restos de aminoacidos en las posiciones 121 a 220 de la
SEQ ID NO: 13). Por ejemplo, Y puede ser restos de aminoacidos en las posiciones 158 a 162, 133 a 162, 0 99 a
162 de la SEQ ID NO: 14, Z2 puede ser los restos de aminoacidos en las posiciones 163 a 170 de la SEQ ID NO:
14,y Z3 puede ser los restos de aminoacidos en las posiciones 121-220 de la SEQ ID NO: 13.

[0060] En esta realizacion, cuando p es 1, Z1 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye la region del
extremo C del dominio CH1 de la IgD humana (restos de aminoéacidos en las posiciones 90 a 98 de la SEQ ID NO:
14). Por ejemplo, Z1 puede ser los restos de aminoacidos 90 a 98 de la SEQ ID NO: 14

[0061] En esta realizacion, Y puede ser 20 restos de aminoacidos consecutivos o0 mas, 30 restos de aminoacidos
consecutivos 0 mas, 40 restos de amino4cidos consecutivos 0 més, 50 restos de aminoacidos consecutivos 0 mas, o
60 restos de aminoacidos consecutivos 0 mas del lado del extremo C de la region bisagra de la IgD humana ( restos
de aminoacidos en las posiciones 99-162 de la SEQ ID NO: 14). Z3 puede comprender 71 a 100 restos de
aminoacidos consecutivos del lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 121-220 de la SEQ
ID NO: 13. El nimero total de los restos de aminoéacidos de Z2 y Z3 puede ser 108.

[0062] La Tabla 1 muestra las secuencias de aminoacidos de los fragmentos de la IgG1, 19G2, IgG3 e IgD (utiles en
la construccion de los hFc de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

[0063] Tabla 1
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[Tabla 1]
dominio hFc | Intervalo aceptable | Secuencia del fragmento mas largo | SEQ Localizacion | Localizacion
de los fragmentos de | en el intervalo aceptable, en la | ID en la SEQ | en el indice
Ig direccion del extremo N al extremo | NO: ID EU *
C
CH1(z1) 5-9 restos de | SNTKVDKRV** 11 90-98 207-215
aminoacidos del
extremo C del CH1
de lalgG1l
5-9 restos de | ASKSKKEIF 14 90-98 No
aminoacidos del disponible
extremo C del CH1
de la lgD
Bisagra 5-15 restos de | EPKSCDKTHTCPPCP 11 99-113 216-230
aminoacidos del
extremo C de la
regién bisagra de la
IgG1
5-64 aminoacidos | RWPESPKAQASSVPT |14 | 99-162 No
del extremo C de la disponible
region bisagra de la | AQPQAEGSLAKATTA
IgD
PATTRNTGRGGEEKK
KEKEKEEQEERETKTP
ECP
CH2, lado | 4-37 restos de ﬁPEVAGPSVFLFppr 12 111-147 231-267
del extremo | aminoacidos del
N (2) extremo N KDTLMISRTPEVTWYV
VVDVSH
CH2 de la 1gG2
4-37  restos de V) TPAV 14 163-199 No
aminoacidos del S'H'I'QPLG YLL disponible
extremo N del DLW ATFTCFV
dominio CH2 de la Q LRDK
lgD VGSDLKD
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CH2, lado
del extremo
C (Z3) +
CH3 (z4)

71-106 restos de | LGGPRSVFLFPPKPKDT 13 115-220 235-340 +
aminoacidos del +221-327 341-447
extremo C del CH2 | LMISRTPEVTCVVVD
de la IgG4 + 80-107
restos de | VSQEDPEVOFNWYYD
aminodacidos del
dominio CH3 de la | GVEVHNAKTKPREEQ
lgG4

ENSTYRVVSVLTVLH

ODWINGKEYKCKVS

EKTI

+CQQPREPOVYTLPESQ

EEMTKNOVSLTCLVK

GEYPSDIAVEWESNG

QPENNYKTTPPVI.DS

LTVD

WOEGNVFSCSVMHE

ALHNHYTQKSLSLSL

GK
71-106 restos de | LGGEBVFLFPPKPKDT 24 165-270 + | 235-340 +
aminoacidos del 271-377 341-447
extremo C del CH2 | LMISRTPEVTCVVVD
de la IgG3 + 80-107
restos de | VSHEDPEVOFKWYVD
aminoéacidos del
extemo N del | GVEVHNAKTKPREEQ
dominio CH3 de la
Ig3 YNSTEFRVVSVLTVLH

ODWINGKEYKCKVS

NKALPAPIEKTISKTK+

GOPREPOVYTLPESRE

E Vv \%

EXYEBSDIAVEWESSGOQP_

ENNYNTTPPMLDSDG

SEELYSKLTVDKSRW

QOGNIFSCSVMHEAL

HNRFTQKS LSLSPGK

10
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71-106 restos de los | VAGRKVFLFPPKPKDT 12 114-219 234-340
aminoacidos del + 220-326 +341-447
extremo C del CH2 | LMISRTPEVTWVVVD
delalG2 +

VSHEDPEVQENWYVD

VYE KPREE
VVSV
80-197 restos de QQ}&! HHEEXE!‘E VS
aminoacidos del
extremo N  del PAPIEKT
dominio CH3 de la
19G2 GQPREPQVYTLPPSRE
vV VK

EYPSDIAVEWESNGOP

ENNYKTTPPMLDSDG

'SFELYSKLTVDKSRW

QOGNVFSCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

11
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71-106
restos de
aminoacidos
del extremo
C del CH2
de la IgG1 +
80-107
restos de
aminoacidos
del extremo
N

LGGFSVFL
FPPKPKDT
LMISRTPE
VTCVVVD
VSHEDPEV
KENWYVD
GVEVHNA
KIKPREEQ
YNSTYRVYV
SVLIVLHO
DWLNGKE
YKCKVSN
KALPAPIE
KTISKAK+
GOPREPQV
YTLPPSRD
ELTKNOVS
LTICLVKGE

GNVFSCSV
MHEALHN

HYTQKSLS
LSPGK

11

118-
223

+ 224-
330

235-340
341-447

[0064] * el indice EU se describe en "Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Edition, United States
Department of Health and Human Services."

5 [0065] **la region subrayada en cada una de las secuencias de aminoacidos indica los fragmentos mas cortos de
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la gama de restos de aminoacidos aceptables.

[0066] En una realizacién, la presente invencion proporciona una Fc hibrida que es una de hFc-1, hFc-2, hFc-3,
hFc-4, hFc-5, o hFc-6, tal como se muestra en las Fig. 1y 2, o la thFc-1 o thFc-2 que se muestra en las Fig. 3y 4.
Aunque las Figs. 1 y 3 representan Fc bicatenarias, la presente invencion también abarca moléculas de Fc hibridas
monocatenarias. Las secuencias de aminoacidos de hFc-1 a hFc-6 se muestran en las SEQ ID NOs: 18-23,
respectivamente y las secuencias de aminoacidos de thFc-1 y thFc-2 se muestran en la SEQ ID NO: 28 y la SEQ ID
NO: 29, respectivamente. La presente invencion abarca también moléculas de polinucleétidos que codifican la Fc
hibrida. Incluyen, pero no se limitan a, una secuencia de polinucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 1
(hFc-1), SEQ ID NO: 2 (hFc-2), SEQ ID NO: 3 (hFc-3), SEQ ID NO: 4 (hFc-4), SEQ ID NO: 5 (hFc-5), SEQ ID NO: 6
(hFc-6), SEQ ID NO: 26 (thFc-1) and SEQ ID NO: 27 (thFc-2).

[0067] Se conocen en la técnica las secuencias de aminoacidos de las inmunoglobulinas humanas y estan
depositadas en un depositario publicamente disponible. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos de la regién
constante de la Iggl humana, la region constante de la IgG2 humana, la regién constante de la Igg3 humana, la
region constante de la Igg4 humana, y la regién constante de la IgD humana estan disponibles en CAA75032,
CAC20455, CAC20456, AAH25985 y P01880, respectivamente. Estas secuencias se reprodujeron como la SEQ ID
NO: 11, 12, 24, 13 and 14, respectivamente.

[0068] Una molécula X biolégicamente activa puede ser una proteina soluble. Puede incluir, pero no se limita a,
una hormona, citocina, factor de crecimiento, molécula coestimuladora, receptor de hormonas, receptor de citocinas,
receptor de factores de crecimiento, o péptidos cortos. Por ejemplo, X puede ser un receptor de EPO, p40, G-CSF,
TNF o sus variantes/fragmentos. X puede ser un receptor de GMCSF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
10, IL-10 IL-17, TGF-beta, receptor de TGF-beta IL-17 receptor de IL-17, Factor VII, CXCL-11, FSH, hormona del
crecimiento humano, proteina 1 morfogenética del hueso, CTLA4, PD-1, GLP-1, betacelulina, OPG, RNAK,
interferon alfa, interferén beta o sus variantes/fragmentos, puede incluir también, pero sin limitarse a, una regién Fab
de un anticuerpo. La molécula biolégicamente activa puede ser también una proteina secretada. En una realizacion,
la molécula bioldgicamente activa no pertenece a la familia de las inmunoglobulinas.

[0069] EI término “variante” se refiere a un polinucleétido o acido nucleico que difiere de un acido nucleico o
polipéptido de referencia, pero que retiene las propiedades esenciales del mismo. Generalmente, las variantes son
globalmente muy similares y, en muchas regiones, idénticas al acido nucleico o polipéptido de referencia. También,
el término “variante” se refiere a una porcion biolégicamente activa de una molécula biolégicamente activa de
farmaco, y que retiene al menos una de sus propiedades funcionales y/o terapéuticas tal como se describe en
cualquier parte del presente documento o se conoce de otra forma en la técnica. Generalmente, las variantes son
globalmente muy similares, y, en muchas regiones, idénticas a la secuencia de aminoacidos de la proteina de
interés biolégicamente activa.

[0070] La presente invencion proporciona también proteinas que comprenden, o constan de forma alternativa de,
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%, idéntica a,
por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos, tal como se muestra en las SEQ ID NOs: 18-23 y 28-
29. Se proporcionan también fragmentos de estos polipéptidos. Los polipéptidos adicionales abarcados por la
invencion son polipéptidos codificados por los nucleétidos que se hibridan con el complemento de una molécula de
acido nucleico que codifica los polipéptidos de la invencién en condiciones de hibridacion restrictiva (por ejemplo,
hibridacion a un filtro unido al ADN en 6 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45° C seguido
por uno 0 mas lavados en 0,2 x SSC, SDS al 0,1% a aproximadamente 50-65° C) en condiciones muy restrictivas
(por ejemplo, hibridacion a un filtro unido a ADN en 6 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente
45° C, seguido por uno mas lavados en 0,1 x SSC, SDS al 0,2% a aproximadamente 68° C), o en otras condiciones
de hibridacion restrictivas que conocen los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel, F. M. y col., eds.,
1989 Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates, Inc., y John Wiley & Sons Inc., Nueva
York, en las paginas 6.3.1 6.3.6 y 2.10.3). los polinucleétidos que codifican estos polipéptidos estan también
abarcados por la invencion.

[0071] En un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos, por ejemplo, un 95% “idéntica” a una
secuencia de aminoacidos solicitada, se pretende que la secuencia de aminoacidos del polipéptido sujeto sea
idéntica a la secuencia solicitada excepto en que la secuencia polipeptidica sujeto puede incluir hasta cinco
alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos solicitada. En otras
palabras, para obtener un polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos al menos un 95 % idéntica a la
secuencia de aminoéacidos solicitada, hasta un 5% de los restos de aminoacidos de la secuencia se puede invertir,
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eliminar o sustituir con otro aminoacido. Estas alteraciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las
posiciones de los extremos amino o carboxi de la secuencia de aminoacidos de referencia o en cualquier sitio entre
aquellas posiciones terminales, intercaladas tanto individualmente entre restos en la secuencia de referencia o en
uno 0 MAs grupos contiguos en la secuencia de referencia.

[0072] Desde el punto de vista practico, se puede determinar de forma convencional utlizando programas
informaticos conocidos que cualquier polipéptido particular es al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntico a, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién de la albimina de la invencién o
uno de sus fragmentos. Un procedimiento preferido para determinar la mejor correspondencia global entre una
secuencia solicitada (una secuencia de la presente invencién) y una secuencia sujeto, denominado alineacion de la
secuencia global, se puede determinar utilizando el programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag
y col. (Comp. App. Biosd. 6: 237 245 (1990)). En una alineacién de secuencias, las secuencias solicitada y sujeto
son ambas secuencias de nucle6tidos o son ambas secuencias de aminoacidos. El resultado de la alineacion de la
secuencia global se expresa como porcentaje de identidad. Los parametros preferidos utilizados en la alineacion de
aminoacidos por FASTDB son: Matriz = PAM 0, valor k-tupla = 2, Penalizaciéon por error de emparejamiento = 1,
Penalizacién por unién = 20, Longitud del grupo de aleatorizaciéon = 0, Puntuacién por corte = 1, Tamafio de ventana
= longitud de la secuencia, Penalizacion por hueco = 5, Penalizaciéon por tamafio de hueco = 0,05, Tamafio de
ventana = 500 o la longitud de la secuencia de aminoacidos sujeto, lo que sea mas corto.

[0073] La variante tendra usualmente al menos un 75% (preferiblemente al menos aproximadamente 80%, 90%,
95% 0 99%) de identidad de la secuencia con una longitud de HA normal o de la proteina terapéutica que tenga la
misma longitud que la variante. La homologia o identidad en la secuencia de nucledtidos o aminoacidos se
determina mediante andlisis BLAST (Herramienta Basica de Investigacion de la Alineacién Local), utilizando el
algoritmo empleado por los programas blastn, blastx, tblastn y tblastx (Karlin y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:
2264 2268 (1990) y Altschul, J. Mol. Evol. 36: 290 300 (1993) que se hacen a medida para la investigacion de la
similitud de la secuencia.

[0074] Las variantes de polinucledtidos de la invencién pueden contener alteraciones en las regiones de
codificacién, regiones no codificantes, o ambas. Especialmente preferidas son las variantes de polinucleétidos que
contienen alteraciones que producen sustituciones, adiciones, o eliminaciones silenciosas, pero que no alteran las
propiedades o las actividades del polipéptido codificado. Se prefieren las variantes de nucleétidos producidas por
sustituciones silenciosas debidas a la degeneracion del codigo genético. Ademas, se prefieren también las variantes
de polipéptidos en las que menos de 50, menos de 40, menos de 30, menos de 20, menos de 10, o 5-50, 5-25, 5-10,
1-5, 0 1-2 aminoacidos se sustituyen, eliminan, afiaden en cualquier combinacion. Se pueden producir variantes de
polinucleétidos por una variedad de razones, por ejemplo, para optimizar la expresién del codon de un hospedador
concreto (cambio de codones en el ARNm humano por los preferidos por un hospedador bacteriano, tales como,
levadura o E. coli).

[0075] A fin de construir diversas proteinas de fusion de Fc tales como la construccion de fusion EPO-Fc, la
construccion de fusién G-CSF-Fc, o la construccion de fusion p40-Fc humana, las secuencias de aminoéacidos de la
EPO humana, G-CSF humano, p40 humana, y el receptor de TNF humano estan disponibles de NP_000790 (SEQ
ID NO: 15), CAA27291 (SEQ ID NO: 16), AAG32620 (SEQ ID NO: 17), y NP_001057 (SEQ ID NO: 31),
respectivamente. En una realizacion, esta vinculada al polipéptido una p40 humana en la que el resto del
aminoéacido Asn en la posicion 303 esta sustituido por Gin.

[0076] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo completo que contiene
la region Fc genomanipulada. El término “anticuerpo” tal como se usa en el presente documento incluye anticuerpos
completos y fragmentos de anticuerpos que incluyen al menos dos de CH1, la regiéon bisagra, CH2 o CH3. Se
prefieren anticuerpos monoclonales completos. La region variable de la cadena pesada del anticuerpo se selecciona
por su especificidad de union y puede ser de cualquier tipo, tal como, por ejemplo, no humana, humanizada o
completamente humana. Cuando la regién variable de la cadena pesada de la regién variable del anticuerpo es no
humana (tal como, por ejemplo, de murino) y se combina de forma recombinante con una regién Fc genomanipulada
de acuerdo con esta divulgacion, el anticuerpo recombinante resultante se denomina anticuerpo quimérico. Si la
regién variable de la cadena pesada del anticuerpo estd humanizada y se combina de forma recombinante con una
region Fc genomanipulada de acuerdo con esta divulgacion, el anticuerpo recombinante resultante se denomina
anticuerpo humanizado. Si la region variable de la cadena pesada del anticuerpo es humana y se combina de forma
recombinante con una regién Fc genomanipulada de acuerdo con esta divulgacion, el anticuerpo recombinante
resultante se denomina anticuerpo completamente humano. Por ejemplo, la regién variable de la cadena pesada
esta humanizada e incluye regiones marco de origen humano y regiones determinantes de la complementariedad
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(CDR) de origen no humano (en este caso, de murino). Debe entenderse que las regiones marco se pueden derivar
de una fuente o mas de una fuente y que las CDR se pueden derivar de una fuente o0 mas de una fuente. Los
expertos en la técnica conocen los procedimientos de humanizacién de anticuerpos y se conocen en la técnica.

[0077] La cadena ligera del anticuerpo puede ser humana, no humana o humanizada. En la realizacién que se
muestra en la Figura 1B, la cadena ligera esta humanizada e incluye regiones marco humanas, CDR no humanas
(en este caso de murino) y una regioén constante humana. Debe entenderse que las regiones marco se pueden
derivar de una fuente o mas de una fuente y que las CDR se pueden derivar de una fuente o mas de una fuente.

[0078] EI anticuerpo que contiene la regiéon Fc genomanipulada se selecciona basandose en su capacidad de
unirse a una molécula superficial celular o a una molécula soluble que se une a una molécula superficial celular. De
esta manera, por ejemplo, el anticuerpo se puede seleccionar basandose en su capacidad de unirse a las moléculas
superficiales celulares tales como los receptores de citocina (por ejemplo, IL-2R, TNF-aR, IL-15R, etc.), moléculas
de adhesion (por ejemplo, E-selectina, P-selectina, L-selectina, VCAM, ICAM, etc.), antigenos de diferenciacion o
activacion celular (por ejemplo, CD3, CD4, CD8, CD20, CD25, CD40, etc.), y otros. De forma alternativa, se puede
seleccionar el anticuerpo basandose en su capacidad para unirse a una molécula soluble que se une a moléculas
superficiales celulares. Dichas moléculas solubles incluyen, pero no se limitan a, citocinas y quimiocinas (por
ejemplo, interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, etc.) factores de crecimiento (por ejemplo, EGF, PGDF, GCSF,
HGF, IGF, BMP-1, etc.) moléculas que induce la diferenciacién celular (por ejemplo, EPO, TPO, SCF; PTN, etc.), y
otros.

[0079] En general, la construccion de los anticuerpos dados a conocer en el presente documento se consigue
mediante el uso de manipulaciones reconocidas utilizadas en tecnologia de genomanipulacién. Por ejemplo, se
conocen generalmente en el campo las técnicas para aislar el ADN, preparar y seleccionar vectores para expresar el
ADN, purificar y analizar acidos nucleicos, procedimientos especificos para preparar el ADN de un vector
recombinante, escindir ADN con enzimas de restriccién, unir ADN, introducir ADN incluyendo el ADN del vector en
células hospedadoras por medios estables o transitorios, cultivar las células hospedadoras en medios selectivos o
no selectivos para seleccionar y mantener células que expresan el ADN

[0080] Los anticuerpos monoclonales dados a conocer en el presente documento se pueden derivar utilizando el
procedimiento del hibridoma, que se conoce en la técnica, u otros procedimientos de ADN recombinante bien
conocidos en la materia. En el procedimiento del hibridoma, un ratén u otro animal hospedador adecuado se
inmuniza con ADN, péptidos o proteinas que estimulan la produccion de anticuerpos por los linfocitos.

[0081] De forma alternativa, los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. Los linfocitos producidos en respuesta al
antigeno se fusionan a continuacién con células de mieloma utilizando un agente de fusién adecuado, tal como
polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma. Las células de hibridoma se siembran a continuaciéon y se
hacen crecer en un medio de cultivo adecuado que contiene preferiblemente una o0 mas sustancias que inhiben el
crecimiento o la supervivencia de las células de mieloma parenteral no fusionadas. Las células de mieloma
preferidas son aquellas que se fusionan eficazmente, apoyan la produccién estable de anticuerpos mediante las
células productoras de anticuerpos seleccionadas, y no son sensibles a un medio tal como el medio HAT (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Mo., N° de catalogo H-0262).

[0082] Se pueden usar también los anticuerpos que contienen la regién Fc genomanipulada como composiciones
administradas por separado proporcionadas junto con agentes terapéuticos. A fines diagnésticos, los anticuerpos
pueden tanto marcarse como no marcarse.

[0083] Se pueden usar anticuerpos no marcados en combinacion con otros anticuerpos marcados (anticuerpos
segundos) que reaccionan con el anticuerpo genomanipulado, tal como anticuerpos especificos de las regiones
constantes de la inmunoglobulina humana. De forma alternativa, los anticuerpos se pueden marcar directamente. Se
puede emplear una amplia variedad de marcas, tales como radionucleidos, fliores, enzimas, sustratos de enzimas,
cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas, ligandos (particularmente haptenos), etc. Estan disponibles
numerosos tipos de inmunoensayos y son bien conocidos por los expertos en la técnica.

[0084] De acuerdo con una realizacién, la presente invenciéon proporciona un procedimiento para producir la
proteina de fusién, cuyo procedimiento comprende: (i) introducir una molécula de ADN que codifica la proteina de
fusién en una célula hospedadora de mamifero, (ii) hacer crecer la célula en condiciones para que la proteina de
fusién se exprese en su medio de crecimiento; y (iii) cosechar la proteina de fusién producida.
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[0085] En otra realizacion a modo de ejemplo, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden la
proteina de fusiébn o una molécula de anticuerpo o un fragmento de anticuerpo descrito anteriormente. Se
proporciona también un procedimiento para tratar o evitar determinados sintomas administrando la composicién
farmacéutica. Por ejemplo, se proporciona un procedimiento, que (i) reduce los sintomas de/evita/trata una
enfermedad autoinmune (o) inhibe el rechazo de un injerto, (0) trata/evita el shock inducido por una endotoxina, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusion de la Fc hibrida y una proteina
p40 o sus variantes/fragmentos.

[0086] La composicion puede comprender un vehiculo farmacéutico, un vehiculo farmacéutico puede ser cualquier
sustancia no téxica compatible para la administracion de los anticuerpos al paciente. Pueden estar incluidos en el
vehiculo agua estéril, alcohol, grasas, ceras, y sdlidos inertes. Los adyuvantes farmacéuticamente aceptados
(agentes tamponantes, agente dispersante) pueden incorporarse también a la composicion farmacéutica.

[0087] Se pueden administrar las composiciones de anticuerpos a un sujeto de una variedad de formas. Por
ejemplo, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar por via parenteral, por ejemplo, por via
subcutanea, intramuscular o intravenosa. Estas composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de
esterilizacion convencionales, bien conocidas. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables seguin sea necesario para aproximarse a las condiciones fisioldgicas tales como
agentes de ajuste del pH y tamponantes, agentes de ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato de
sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio, etc. La concentracion de la proteina de
fusion, el anticuerpo, o el fragmento de anticuerpo en estas formulaciones puede variar ampliamente, por ejemplo,
desde menos de aproximadamente 0,5%, usualmente a o al menos aproximadamente 1% hasta como mucho 15 o
20% en peso y se seleccionara principalmente basandose en los volimenes de fluidos, las viscosidades, etc., de
acuerdo con el modo particular de administracién seleccionado.

[0088] La presente invencién proporciona también una molécula de acido nucleico aislado que codifica la proteina
de fusién, y un vector de expresién que transporta la molécula de acido nucleico. Dicho acido nucleico puede
administrarse directamente a un sujeto que necesita un polipéptido codificado por el acido nucleico. De forma
alternativa, el polinucledtido se produce expresando el acido nucleico en un medio y a continuaciéon administrandose
a un sujeto.

[0089] EI término “péptido”, “polipéptido” o “proteina” se refiere a moléculas de 2 a 40 aminoéacidos, prefiriéndose
moléculas de 3 a 20 aminoécidos y prefiriéndose mas las de 6 a 15 aminoacidos. Pueden generarse de forma
aleatoria péptidos a modo de ejemplo mediante cualquier de los procedimientos citados anteriormente, llevados a
cabo en una hiblioteca de péptidos (por ejemplo, una biblioteca de expresion en fagos) o derivados mediante
digestion de proteinas.

[0090] EI término “farmaco”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que muestra
actividad terapéutica cuando se administra a seres humanos o animales, y los ejemplos del farmaco incluyen, pero
no se limitan a, polipéptidos, compuestos, extractos y acidos nucleicos., Se prefiere un farmaco de polipéptido.

[0091] Los términos “polipéptido fisioldgicamente activo”, “molécula biolégicamente activa”, “proteina
fisiolégicamente activa”, “polipéptido activo”, “farmaco de polipéptido”, y “farmaco de proteina”, tal como se usan en
el presente documento, tienen un significado indistinto, y se caracterizan en que estan en una forma fisiol6gicamente
activa presentando diversas funciones fisiol6gicas in vivo.

[0092] EI farmaco de polipéptido tiene la desventaja de ser incapaz de mantener la accion fisiolégica durante un
largo periodo de tiempo debido a su propiedad de desnaturalizarse o degradarse facilmente por las enzimas
proteoliticas presentes en el cuerpo. Sin embargo, cuando el farmaco de polipéptido se une (o se acopla) a los
fragmentos Fc de la inmunoglobulina de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion para formar una
proteina de fusion, el farmaco tiene una mayor estabilidad estructural y vida media en suero. También, el polipéptido
unido al fragmento de Fc tiene una disminucion mucho mas pequefia en la actividad fisioldgica que otras
formulaciones de farmacos de polipéptido conocidas. Por tanto, en comparacién con la biodisponibilidad in vivo de
los farmacos de los polipéptidos convencionales, el polipéptido fusionado que comprende el farmaco de polipéptido y
el fragmento de Fc, o un conjugado del farmaco de polipéptido y del fragmento de Fc de acuerdo con la presente
invencién se caracteriza por tener una biodisponibilidad in vivo marcadamente mejorada. Esto se describe también
claramente a lo largo de las realizaciones de la presente invencién. Esto es, cuando se unen al fragmento de Fc de
la presente invencion, el receptor de IFN-a, G-CSF, EPO, p40, TNF, y otros farmacos de proteinas presentaron un
aumento en la biodisponibilidad in vivo en comparacion con sus formas naturales u otras formas fusionadas
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convencionales.

[0093] Debe entenderse que la presente invencién aprovecha metodologias de ADN recombinante para generar
las proteinas de fusion de Fc, los anticuerpos que contienen la region Fc genomanipulada de acuerdo con la
presente invencion y los fragmentos de anticuerpos Utiles en la practica de la invencion. Las construcciones de
fusién de Fc, se generan preferiblemente para el ADN, y los ADN resultantes se integran en vectores de expresion, y
se expresan para producir las proteinas de fusion, el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de la invencion.

[0094] Tal como se usa en el presente documento, se entiende que el término “vector” significa cualquier acido
nucleico que incluye una secuencia de nucleétidos competente para incorporarse en una célula hospedadora y que
se va a recombinar con y a integrarse en el genoma de la célula hospedadora, o a replicarse de forma auténoma
como un episoma. Dichos vectores incluyen acidos nucleicos lineales, plasmidos, fagémidos, césmidos, vectores de
ARN, vectores viricos y similares. Los ejemplos no limitantes de un vector virico incluyen un retrovirus, un
adenovirus, y un virus adenoasociado. Tal como se usa en el presente documento, se entiende que los términos
“expresion génica” o “expresion” de una proteina diana, significan la transcripcion de una secuencia de ADN,
traduccién del transcrito de ARNm, y secrecién de un producto de proteina de fusién de Fc o un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo.

[0095] Un vector de expresion util es RcCMV (Invitrogen, Carlsbad) o sus variantes. El vector de expresion (til
debe trasportar el promotor de citomegalovirus humano (CMV) para promover la transcripcion constitutiva del gen de
interés en células de mamifero y transportar la secuencia sefial de poliadenilacién de la hormona de crecimiento
bovino para aumentar el nivel del ARN en estado estacionario después de la transcripcion. En una realizacion de la
presente invencion, el vector de expresion es pAD11, que es un vector modificado de RcCMV. Los ejemplos del
vector de expresion que transporta una secuencia de nucleétidos que codifica un farmaco de una molécula
biolbgicamente activa puede incluir, y no se limita a, pAD 11 EPO-hFc-1, pAD 11 G-CSF-hFc-1, pAD 11 p40N303Q-
hFc-1, pAD11 EPOhFc-6, pAD11 G-CSF-hFc-6, pAD11 p40N303Q-hFc-6, pAD11 EPO-hFc-5, pAD11 G-CSF-hFc-5,
pAD11 p40N303QhFc-5 0 pAD 11 TNFR-hFc-5, tal como se describe con mas detalle en los Ejemplos.

[0096] Una célula hospedadora adecuada puede ser un transformador transfectado con la secuencia de ADN de la
invencion, y utilizarse para la expresion y/o la secrecion de la proteina diana. Las células hospedadoras actualmente
preferidas para uso en la invencion incluyen células de hibridoma inmortalizadas, células de mieloma NS/0, células
293, células de ovario de hamster chino, células Hela, y células COS.

[0097] Un sistema de expresion que se ha usado para producir una expresion de alto nivel de las proteinas de
fusion o el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo en las células de mamifero es una construccion de ADN que
codifica, en la direcciéon 5" a 3', un casete de secrecion, que incluye una secuencia sefial y una region Fc de la
inmunoglobulina, y una proteina diana tal como el receptor de p40, EPO, G-CSF, TNF. Se han expresado de forma
satisfactoria algunas proteinas diana en dicho sistema e incluyen, por ejemplo, IL2, CD26, Tat, Rev, OSF-2, ss; IG-
H3, el receptor de IgE, PSMA, y gp120. Se dan a conocer estas construcciones de expresion en las Patentes de
Estados Unidos N°° 5.541.087 y 5.726.044 de Lo y col.

[0098] Las proteinas de fusion o la molécula de anticuerpo o los fragmentos de anticuerpos de la invencion
pueden incluir o no una secuencia sefial cuando se expresan. Tal como se usa en el presente invencion, se entiende
que el término “secuencia sefial” significa un segmento que dirige la secrecion del farmaco de la molécula
biolégicamente activa; la proteina de fusion, y posteriormente se escinde tras la traduccién en la célula hospedadora.
La secuencia sefial de la invencién es un polinucledtido que codifica una secuencia de aminoéacido que inicia el
transporte de una proteina a través de la membrana del reticulo endoplasmico, por ejemplo, el anticuerpo 14.18
(Gillies y col., J. Immunol. Meth. 1989. 125: 191-202), las secuencias sefal de la cadena pesada del anticuerpo, por
ejemplo, las secuencias sefal de la cadena pesada del anticuerpo, por ejemplo MOPC141 (Sakano y col., Nature
1980. 286: 676-683), y cualesquiera otras secuencias sefial que se conozcan en la técnica (véase, por ejemplo,
Watson y col., Nucleic Adds Research 1984. 12: 5145-5164).

[0099] Se han caracterizado bien en la técnica las secuencias sefial y se sabe que contienen normalmente de 16 a
30 restos de aminoécidos, y pueden contener unos pocos mas o menos restos de aminoacidos. Un péptido sefial
tipico consta de tres regiones, una region del extremo N basica, una region hidréfoba central, y una regién del
extremo C mas polar. La regién hidr6foba central contiene 4 a 12 restos hidréfobos que se anclan al péptido sefial a
través de la bicapa de lipidos de la membrana durante el transporte del polipéptido nascente. Tras el inicio, el
péptido sefial se escinde normalmente en el interior de la luz del reticulo endoplasmico por enzimas celulares
conocidos como peptidasas sefial. Los potenciales sitios de escision del péptido sefial siguen generalmente la regla
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“(-3, -1). De esta manera, un péptido sefial tipico tiene pequefios restos de aminoacidos neutros en las posiciones -1
y -3y carece de restos de prolina en esta region.

[0100] La peptidasa sefial escindira dicho péptido sefial entre los aminoacidos -1 y +1. De esta manera, la
secuencia sefal se puede escindir a partir del término amino formado de la proteina de fusién durante la secrecion.
Esto da como resultado la secrecion de una proteina de fusion de Fc consistente en la regiéon de Fc de la
inmunoglobulina y la proteina diana. Se proporciona una descripcién detallas de las secuencias del péptido sefial en
von Heijne (1986) Nucleic Acids Res. 14: 4683.

[0101] Como sera evidente para un experto en la técnica, la adecuabilidad de una secuencia sefial concreta para
uso en el casete de secrecion puede requerir alguna experimentacion rutinaria.

[0102] Dicha experimentacion incluira determinar la capacidad de la secuencia sefial para dirigir la secrecion de
una proteina de fusién de Fc y también una determinacion de la configuracién éptima, genémica o el ADNc, de la
secuencia que se va a usar con el fin de conseguir una secrecién eficaz de las proteinas de fusioén de Fc. De forma
adicional, una persona experta en la técnica es capaz de crear un péptido sefial sintético siguiendo las reglas
presentadas por von Heijne (1986), y ensayar la eficacia de dicha secuencia sefial sintética mediante la
experimentacioén rutinaria. Se puede denominar una secuencia sefial como “péptido sefial”, “secuencia lider”, o
"péptido lider”

[0103] La fusion de la secuencia sefial y la regién Fc de la inmunoglobulina se denomina algunas veces casete de
secrecion. Un casete de secrecion a modo de ejemplo Util en la practica de la invencion es un polinucleétido que
codifica en una direccion 5’ a 3', una secuencia sefial de un gen de la cadena ligera de la inmunoglobulina y una
region Fcyl del gen y1 de la inmunoglobulina humana. La regién Fcyl del gen Fcyl de la inmunoglobulina incluye
preferiblemente al menos una porcién del dominio bisagra de la inmunoglobulina y al menos el dominio CH3, o de
forma mas preferible al menos una porcién del dominio bisagra, el dominio CH2 y el dominio CH3. Tal como se usa
en el presente documento, se entiende que la “porcién” de la regién bisagra de la inmunoglobulina significa una
porcion de la bisagra de la inmunoglobulina que contiene al menos uno, preferiblemente dos restos de cisteina
capaces de formar enlaces disulfuro entre cadenas. EI ADN que codifica el casete de secrecion puede estar en su
configuracion genémica o en su configuracion de ADNc. En determinadas circunstancias, puede ser ventajoso
producir la regién Fc a partir de secuencias de la cadena pesada de la Fcy2 de la inmunoglobulina humana. Aunque
las fusiones de Fc basadas en la inmunoglobulina humana comportan similitud en ratones, las fusiones de Fc
basadas en las secuencias y2 pueden presentar una farmacocinética superior en seres humanos.

[0104] En otra realizacion, la secuencia de ADN que codifica un sitio de escision proteolitica interpuesto entre el
casete de secrecion y la proteina diana. Un sitio de escision proporciona la escisién proteolitica de la proteina de
fusion codificada separando de esta manera el dominio Fc de la proteina diana. Tal como se usa en el presente
documento, se entiende que “sitio de escision proteolitica” significa las secuencias de aminoacidos que se escinden
preferentemente por una enzima proteolitica u otros agentes de escision proteolitica. Los sitios de escision
proteolitica Utiles incluyen secuencias de aminoacidos que se reconocen por las enzimas proteoliticas tales como
tripsina, plasmina o enteroquinasa K. Se conocen muchas parejas de sitio de escision/agente de escisién (véase,
por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.726.044)

[0105] Ademas, seria también Util la sustitucién o eliminacién de las construcciones de estas regiones constantes,
en las que uno o mas restos de aminoacidos de los dominios de la regién constante se sustituyen o eliminan. Un
ejemplo seria introducir sustituciones de aminoacidos en la region CH2 superior para crear una variante de Fc con
afinidad reducida por los receptores de Fc (Cole y col. (1997) J. Immunol. 159: 3613). Una persona normalmente
experta en la técnica puede preparar dichas construcciones utilizando técnicas de biologia molecular bien conocidas.

[0106] Los ejemplos no limitantes de farmacos de proteina capaces de conjugarse con el fragmento de Fc de la
inmunoglobulina de la presente invencion incluyen la hormona del crecimiento humano, la proteina-1 morfogenética
del hueso (BMP-1), hormona liberadora de la hormona de crecimiento, péptido liberador de la hormona del
crecimiento, interferones y receptores de interferones (por ejemplo, interferén a, By y, receptor del interferén de tipo |
soluble en agua, etc.), factor estimulador de las colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulador de las colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), péptidos de tipo glucagén (por ejemplo, GLP-1, etc.), receptor acoplado a la
proteina G, interleucinas (por ejemplo, interleucina 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, etc.) y los receptores de las interleucinas (por ejemplo, receptor de IL-1,
receptor de IL-4, etc.), enzimas (por ejemplo, glucocerebrosidasa, iduronato-2-sulfatasa, alfa-galactosidasas-A,
agalsidasa alfa y beta, alfa-L-iduronidasa, butirilcolinesterasa, quitinasa, glutamato decarboxilasa, imiglucerasa,
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lipasa, uricasa, acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas, endopeptidasa neutra, mieloperoxidasa, etc.),
proteinas de unién a interleucina y citocina (por ejemplo, IL-18pb, proteina de unién a TNF, etc.), factor activador de
macréfagos, péptido macréfago, factor de linfocitos B, factor de linfocitos T, proteina A, inhibidor de alergia,
glicoproteinas de necrosis celular, inmunotoxina, linfotoxina, factor de necrosis tumoral, supresores tumorales, factor
de crecimiento metastasico, antitripsina alfa-1, albumina, alfa-lactoalbimina, apolipoproteina-E, eritropoyetina,
eritropoyetina muy glicosilada, angiopoyetinas; hemoglobina, trombina, péptido activador del receptor de la trombina,
trombomodulina, factor VII, factor Vlla, factor VIII, factor IX, factor XlIl, factor activador del plasmindgeno, péptido de
unién a fibrina, uroquinasa, estreptoquinasa, hirudina, proteina C, proteina C reactiva, inhibidor de la renina,
inhibidor de la colagenasa, superéxido dismutasa, leptina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de
crecimiento epitelial, factor de crecimiento epidérmico, angiostatina, angiotensina, factor de crecimiento del hueso,
proteina estimuladora 6@sea, calcitonina, insulina, atriopeptina, factor inductor de cartilago, elcatonina, factor
activador del tejido conectivo, inhibidor de la ruta del factor tisular, hormona estimuladora del foliculo, hormona
luteneizante, hormona liberadora de la hormona luteneizante, factores de crecimiento nervioso (por ejemplo, factor
de crecimiento nervioso, factor neurotréfico ciliar, factor 1 de la axogénesis, péptido natriurético del cerebro, factor
neurotréfico derivado glial, netrina, factor inhibidor neurdéfilo, factor neurotréfico, neuturina, etc.), hormona
paratiroidea, relaxina, secretina, somatomedina, factor de crecimiento de tipo insulina, hormona adrenoadrtica,
glucagén, colecistoquinina, polipéptido pancreatico, péptido liberador de la gastrina, factor de liberacion de la
corticotropina, hormona estimuladora del tiroides, autotaxina, lactoferrina, miostatina, receptores (por ejemplo,
TNFRP75), TNFRP55), receptor de IL-1, receptor de VEGF, receptor del factor activador de linfocitos B, etc.),
antagonistas de receptores (por ejemplo, IL1-Ra, etc.), antigenos superficiales celulares (por ejemplo, CD 2, 3, 4, 5,
7, 11a, 11b, 18, 19, 20, 23, 25, 33, 38, 40, 45, 69, etc.), antigenos de vacunas de virus, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, scFv, Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fd), y antigenos de
vacuna derivados de virus. Un fragmento de anticuerpo puede ser Fab, Fab’, F (ab’) 2, Fd o scFv, que es capaz de
unirse a un antigeno especifico, y preferiblemente Fab'. Los fragmentos Fab contienen el dominio variable (VL) y el
dominio constante (CL) de la cadena ligera y el dominio variable (VH) y el primer dominio constante (CH1) de la
cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab en términos de afiadir algunos restos de
aminoacidos que incluyen uno o mas restos de cisteina procedentes de la region bisagra al extremo carboxilo del
dominio CH1. Los fragmentos Fd comprenden solo el dominio VH y CH1, y los fragmentos F (ab’) 2 se producen
como una pareja de fragmentos Fab’ tanto mediante enlace disulfuro como mediante reaccion quimica. Los
fragmentos scFv (Fv monocatenarios) comprenden los dominios VL y VH que se unen entre si mediante un péptido
enlazador y de esta manera estan presentes en una cadena de un Unico péptido.

[0107] En particular, se prefieren como moléculas biolégicamente activas aquellas que requieren una frecuente
dosificacion tras la administraciéon en el cuerpo para la terapia o la prevencién de enfermedades, que incluyen, la
hormona del crecimiento humano, interferones (interferén a, B, y, etc.) factor estimulador de colonias de granulocitos
(G-CSF, eritropoyetina (EPO), receptor de TNF, p40, y fragmentos de anticuerpos. Ademas, se incluyen
determinados derivados en el alcance de las moléculas biolégicamente activas de la presente invencién siempre que
tengan funcién, estructura, actividad o estabilidad sustancialmente idéntica a 0 mejorada en comparacion con otras
formas naturales de las moléculas bioldgicamente activas. En la presente invencion, el farmaco de polipéptido mas
preferible es el interferén alfa.

[0108] En otro aspecto de la invencion, las proteinas de fusion IgG-Fc e IgG-CH, por ejemplo, se sintetizan como
monomeros que pueden ensamblarse para formar dimeros. Normalmente, los dimeros se unen mediante enlaces
disulfuro en la region bisagra de la IgG. Los medios acondicionados procedentes de células que secretan las
proteinas de fusion de IgG pueden contener mezclas de monémeros y dimeros de la proteina de fusion de IgG. Para
Su uso como agentes terapéuticos humanos, sera deseable utilizar poblaciones homogéneas tanto de monémeros
como de dimeros de la proteina de fusion de IgG, pero no de las mezclas de las dos formas.

[0109] Se proporcionan también procedimientos para obtener preparaciones esencialmente puras de proteinas de
fusién de 1gG-polipéptido dimérico activo. Los procedimientos se llevan a cabo generalmente obteniendo una célula
hospedadora capaz de expresar la proteina de fusion de IgG, recogiendo los medios acondicionados, y purificando
la proteina de fusion dimérica a partir de la proteina de fusibn monomérica, los agregados y las proteinas
contaminantes mediante procedimientos de cromatografia en columna. Las células hospedadoras adecuadas para
expresar las proteinas de fusién de IgG incluyen células de levaduras, insectos, mamiferos u otras células
eucariotas. En una realizacion, la célula hospedadora puede ser una célula de mamifero, particularmente células
COS; CHO o BHK.

[0110] Se proporcionan también proteinas de fusién novedosas de un farmaco de polipéptido y un fragmento de
Fc. En una realizacién, un farmaco de polipéptido tal como el receptor de EPO, p40, G-CSF o TNF se une
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directamente al fragmento de Fc hibrido sin intervencién de un enlazador peptidico. En otra realizacién, el farmaco
de polipéptido se une a cada uno de los otros mediante un péptido enlazador de 1 a 50 aminoacidos, y, de forma
mas preferible mediante un enlazador peptidico de 1 a 7 aminoacidos. Los enlazadores particularmente (tiles para
este fin incluyen un péptido inmunolégicamente inactivo compuesto por restos de Gly y Ser (por ejemplo, Gly Gly Ser
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 32) o compuesto por aminoacidos en las
posiciones 282-314 de la SEQ ID NO: 25, derivada de albimina humana.

[0111] En el caso en que se utiliza un enlazador, el enlazador y el farmaco de polipéptido pueden prepararse en
una determinada direccion. Esto es, el enlazador puede unirse en el extremo N, el extremo C o un grupo libre del
fragmento de Fc hibrido, y puede también unirse en el extremo N, el extremo C o un grupo libre del farmaco de
polipéptido. Cuando el enlazador es un enlazador peptidico, el enlace puede tener lugar en un sitio de union
determinado. Cuando un farmaco de polipéptido y un Fc hibrido se expresan de forma separada y a continuacién se
unen entre si, el acoplamiento se puede llevar a cabo usando cualquiera de los numerosos agentes de acoplamiento
conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de los agentes de acoplamiento incluyen 1,1-bis (diazoacetil)-2-
feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida tales como ésteres con &cido 4-azidosalicilico,
imidoésteres que incluyen ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3'-ditiobis (propionato de succinimidilo), y
maleimidas funcionales tales como bis-N-maleimido-1,8-octano.

[0112] La presente invencion proporciona también procedimientos para la produccién de un fragmento de Fc-
hibrido-farmaco de polipéptido.

[0113] La presente invencion proporciona también procedimientos para tratar dolencias aliviadas mediante la
administracion de un farmaco de polipéptido. Estos procedimientos incluyen administrar a un mamifero que tiene la
dolencia, que puede estar o no directamente relacionada con la enfermedad de interés, una cantidad eficaz de un
polipéptido de la invencién. Por ejemplo, se puede administrar a un sujeto, preferentemente un mamifero, un acido
nucleico, tal como un ADN o ARN, que codifica una proteina de fusion de un fragmento de Fc hibrido-farmaco de
polipéptido deseado, como agente terapéutico. Dicho polipéptido quimérico se puede administrar por via
intravenosa, subcutanea, oral, bucal, sublingual, nasal, parenteral, rectal, vaginal o0 mediante una ruta pulmonar.

[0114] Una proteina de fusion de EPO (incluyendo sus variantes/fragmentos)-fc de la presente invencion puede
ser Util para aumentar y mantener el hematocrito en un mamifero.

[0115] p40 es una subunidad de IL-12. IL-12 es una citocina heterodimérica de 75 kDa que tiene algunas
funciones in vivo. Por ejemplo, IL-12 estimula la proliferacion de linfocitos T y células NK activados y promueve las
respuestas del linfocito auxiliar de tipo Th I. IL-12 ejerce sus efectos biol6gicos mediante la unién del receptor de IL-
12 a la membrana plasmatica de los linfocitos T y las células NK activados, y la capacidad de 1I-12 de unirse al
receptor ID-12 se ha atribuido a la subunidad p40 de IL-12. Por tanto, una proteina de fusion de p40 (incluyendo sus
variantes/fragmentos)-fc de la presente invencion puede ser Util para reducir los sintomas de/evitar/tratar una
enfermedad autoinmune, (o) inhibir el rechazo de un injerto, o (o) tratar/evitar el shock inducido por una endotoxina.
También una proteina de fusién de p40 (incluyendo sus variantes/fragmentos)-fc de la presente invencion puede ser
util en el tratamiento/prevencién/mejora de los sintomas de la artritis reumatoide, espondilitis anquilosante,
enfermedad inflamatoria del intestino, esclerosis mdltiple o psoriasis. Se conocen en la técnica variantes y
fragmentos, incluyendo, pero sin limitarse a, el documento WO 97/20062. Una realizacién de la variante p40 incluye,
pero no se limita a, p40 que contiene la sustitucién Asn303GIn.

[0116] EI factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) es una proteina que es esencial para la
proliferacién y diferenciacion de los granulocitos, particularmente los neutréfilos. Los granulocitos engullen y devoran
invasores microbianos y desechos celulares y de esta manera son cruciales para la respuesta a la infeccion. La
guimioterapia destruye los granulocitos y/o disminuye la produccién de granulocitos. Por tanto, una proteina de
fusibn G-CSF (incluyendo sus variantes/fragmentos)-fc de la presente invencion puede ser util en el
tratamiento/prevencién/mejora de los sintomas de la mielosupresién de la neutropenia inducida por quimioterapia
tras el trasplante de médula ésea, leucemia aguda, anemia aplasica, sindrome mielodisplasico, neutropenias
cronicas graves, o movilizacién de las células progenitoras de la sangre periférica para el trasplante.

[0117] Las proteinas de fusion de la invencion no solo son Utiles como agentes terapéuticos, sino como un experto
en la técnica reconoce, las proteinas de fusion son utiles en la produccién de anticuerpos para uso diagnéstico.
Igualmente, la administracion adecuada del ADN o ARN, por ejemplo, en un vector u otro sistema de administracion
para dichos usos, esté incluida en los procedimientos de uso de la invencién.
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[0118] Las composiciones de la presente invencién se pueden administrar mediante cualquier ruta que sea
compatible con las moléculas concretas. Se contempla que las composiciones de la presente invencion se
proporcionan a un animal mediante cualquier medio adecuado, en forma directa (por ejemplo, por via local, como
mediante inyeccion, implante o administracion tépica a un locus en un tejido) o por via sistémica (por ejemplo, por
via parenteral u oral). Cuando la composicién es para proporcionar por via parenteral, tal como por via intravenosa,
subcutanea, oftalmica, intraperitoneal, intramuscular, bucal, rectal, vaginal, intraorbital, intracerebral, intracraneal,
intraespinal, intraventricular, intratecal, intracisternal, intracapsular, intranasal o mediante administracién en aerosol,
la composicion incluye preferiblemente parte de una suspension o disolucién fluida acuosa o fisiologicamente
compatible. De esta manera, el portador o vehiculo es fisiolégicamente aceptable de tal manera que, ademas de
administrar la composicion deseada al paciente, no afecta de forma adversa de otra forma al electrolito y/o al
equilibrio volumétrico del paciente. EI medio fluido para el agente puede incluir de esta manera solucién salina
fisiolégica normal.

[0119] Las construcciones de ADN (o construcciones génicas) de la invencion se pueden usar también como parte
de un protocolo de terapia génica para administrar los acidos nucleicos que codifican un farmaco de polipéptido o
una construccion de una proteina de fusion del mismo.

[0120] La invencion se caracteriza por vectores de expresion para la transfeccion y la expresion in vivo de un
farmaco de polipéptido de interés o una construccion de una proteina de fusién del mismo en tipos de células
concretos con el fin de reconstruir o suplementar la funcion del farmaco de polipéptido deseado. Se pueden
administrar construcciones de expresion del farmaco de polipéptido deseado, o construcciones de la proteina de
fusién del mismo, en cualquier vehiculo biolégicamente eficaz, por ejemplo, cualquier formulacién o composicion
capaz de administrar eficazmente el gen que codifica el farmaco de polipéptido deseado o la construccion de la
proteina de fusién del mismo a las células in vivo.

[0121] Las soluciones incluyen la insercion del gen sujeto en vectores viricos que incluyen retrovirus, adenovirus,
virus adenoasociados, y el virus 1 del herpes simple recombinantes, o en bacterias recombinantes o plasmidos
eucariotas. Las dosificaciones preferidas para la administracion de los acidos nucleicos que codifican las proteinas
estan comprendidas en el intervalo de 0,1 mg — 100 mg para seres humanos, de forma mas preferible 1 mg — 10 mg,
y lo mas preferible 2 mg 10 mg. Se contempla que la dosificacion 6ptima y el modo de administracion se pueden
determinar mediante experimentacion rutinaria bien comprendida en los conocimientos del experto en la técnica.

[0122] Las dosificaciones preferidas de la proteina de fusiéon para la administracion estan comprendidas en el
intervalo de 0,1 mg — 1.000 mg para seres humanos, de forma mas preferible, 1 mg -100 mg, y lo mas preferible 5
mg — 20 mg. Se contempla que la dosificacidon 6ptima, sin embargo, dependa también de la enfermedad que se esta
tratando y de la existencia de efectos secundarios. Sin embargo, se pueden determinar las dosificaciones optimas
utilizando experimentacion rutinaria. La administracién de la proteina puede ser mediante inyecciones en bolo
periédicas, o mediante administracién intravenosa, subcutanea, o intraperitoneal continua desde un depésito externo
(por ejemplo, desde una bolsa intravenosa) o interna (por ejemplo, a partir de un implante bioerosionable).

[0123] Ademas, se contempla que las proteinas de fusion de la invencion se pueden administrar también a
receptor previsto junto con una pluralidad de diferentes moléculas biolégicamente activas. Se contempla, sin
embargo, que la combinacion Optima de la proteina de fusién y otras moléculas, modos de administracion, y
dosificaciones se puede determinar mediante experimentacion rutinaria bien comprendida dentro del nivel de
conocimientos del experto en la técnica.

Modo para realizar la invenciéon

[0124] Lainvencion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos no limitantes

[0125] <Ejemplo 1> Preparacion de vectores de expresi  6n para las proteinas de fusion hFc-1, hFc-2, hFc-3
hFc-4, hFc-5, y hFc-6

[0126] La hFc-1 incluye 9 aminoacidos (90-98) de la region CH1 de la IgG del extremo C, la region bisagra (99-
113) de IgG1, 6 aminoacidos (111-116) de la region CH2 de la IgG2 del extremo N, 103 aminoacidos (118-220) de la
region CH2 de la 1IgG4, y 107 aminoacidos (221-327) de la region CH3 de la IgG4 (Fig. 1 y 2). Se muestra en la SEQ
ID NO: 18 una secuencia de aminoacidos de la hFc-1, Para obtener nucleétidos optimizados por el codén que
codifican, cada uno de ellos, la hFc-1 (SEQ ID NO:1), la EPO humana (SEQ ID NO: 7), el G-CSF humano (SEQ ID
NO: 8) y la p40N303Q humana (un mutante derivado de la sustitucién de Asn con Gin en el 303% aminoécido de la

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2415604 T3

subunidad p40 humana) (se muestra una secuencia de nucledtidos de p40N303Q como la SEQ ID NO:9, y se
muestra una secuencia de aminoacidos de la p40 humana como la SEQ ID NO: 17), respectivamente, estas
moléculas de nucledtidos se sintetizaron mediante un servicio personalizados de TOP Gene Technologies (Quebec,
Canada) (www.topgenetech.com). Para aumentar el nivel de expresion de la proteina, resulta de mucha utilidad
optimizar la utilizaciéon del codén del gen. EI modelo de utilizacion del codén difiere entre organismos. Algunos
codones se utilizan con mas frecuencia en un organismo, pero se usan raramente en otro organismo. El sesgo en la
utilizacion del codén se ha atribuido a la eficacia de la traduccion, la capacidad del organismo para sintetizar la
proteina codificada. Para insertar cada gen de fusion en un vector de expresion, pAD11 (SEQ ID NO: 10), se genero
un sitio EcoRlI en el extremo 5’ de la secuencia ATG de la EPO, G-CSF, y p40N303Q y se gener6 un sitio Xba en el
extremo 3’ del codon de terminacién de hFc-1. El vector de expresion pAD 11 se obtuvo de la estructura de RcCMV
(disponible de Invitrogen, Carslbad). pAD11 incluye un promotor derivado de citomegalovirus (CMV), secuencias poli
(A) derivadas de la hormona de crecimiento bovino, secuencia de intervencion de la globina (glVS) derivada de la
beta globina de conejo (Mol Cell Biol, 1988 8: 4395) y etc. Para preparar el vector pAD11, existen algunas
modificaciones a partir del vector RcCMV (Invitrogen). Se elimind una regién resistente a la neomicina mediante
tratamiento con la enzima Xho | y se afiadié glVS a 3’ de la region del promotor de CMV. Ademas, se afiadié un gen
de la dihidrofolato reductasa de ratén (DHFR, Pubmed, NM 010049) a 5’ del promotor de CMV. El vector pAD11 se
desarrollé después de muchas pruebas de expresion en combinacion con algunos elementos descritos
anteriormente. El resultado no publicado de los autores, el vector pAD11 mostré un aumento de aproximadamente
12 veces en el nivel de expresion, en comparacion con el vector RcCMV (Invitrogen). Para preparar un sitio de union
entre el extremo 3’ de EPO, G-CSF y p40N303Q en el extremo 5’ de hFc-1 en el marco, se generé un sitio Nhe | en
el extremo 3’ de la secuencia de codificacién de EPO, G-CSF y p40N303Q y en el extreme 5’ de la secuencia de
codificacion de hFc-1. Tras subclonar mediante cada uno de los sitios de las enzimas de restriccion, se generaron
los vectores de expresion finales de la hFc-1 fusionada con EFO, G-CSF o p40N303Q, que se designaron
posteriormente como pAD11 EPO-hFc-1, pAD11 G-CSF-hFc-1 y pAD11 p40N303Q-hFc-1, respectivamente.

[0127] Se muestran las secuencias de los aminoacidos de hFc-2, hFc-3, hFc-4, hFc-5 y hFc-6 en las SEQ ID NOs:
19-23, respectivamente. La hFc-6 incluye 9 aminoacidos (90-98) del dominio CH1 de la IgD del extremo C, 64
aminoéacidos de la regién bisagra (99-162) de IgD, 8 aminoéacidos (shtqplgv 163-170) del dominio CH2 de la IgD del
extremo N, 100 aminoacidos (121-220) del dominio CH2 de la IgG4, y 107 aminoacidos (221-327) del dominio CH3
de la 19G4 (Fig. 1 y 2). Para obtener moléculas de nucle6tidos optimizadas por el codén que codifiquen la hfc-6
(SEQ ID NO:6, se sintetiz6 el gen mediante el servicio personalizado de TOP Gene Technologies
(www.topgenetech.com). Para hacer una fusion entre el extremo 3’ de EPO, G-CSF, o p40N303Q y el extremo 5’ de
hFc-6 en marco, se usé un sitio Nhe | (gctagc: Ala-Ser) incluido en la regién del extremo N (90 y 91 aminoacidos) de
hFc-6. También, para insertar cada gen de la fusién hFc-6 en un vector pAD 11, se gener6 el sitio Xba en el extremo
3’ del gen hFc-6. Tras subclonar utilizando cada sitio de las enzimas de restriccion, se generaron los vectores de
expresion final de la EPO fusionada con hPc-6, G-CSF y p40N303Q, que se designaron a continuacion como pAD11
EFO-hFc-6, pAD11 G-CSF-hFc-6 y pAD11 p40N303QhFc-6, respectivamente. Las hFc-2, hFc-3, hFc-4, y hFc-5
tienen regiones CH2 y CH3 idénticas, pero tienen diferentes tamafios de la bisagra de IgD (Figs. 1y 2). La hFc-2
(SEQ ID NO: 19), hFc-3 (SEQ ID NO: 20), hFc-4 (SEQ ID NO: 21), y hFc-5 (SEQ ID NO: 22) incluye 5 aminoacidos
(158-162), 10 aminoacidos (153-162), 20 aminoéacidos (143-162), 30 aminoacidos (133-162) de la bisagra de la IgD
del extremo C, respectivamente (Fig.1 y 2). Para llevar a cabo la fusién de los genes entre EPO, G-CSF, p40N303Q
0 TNFR (receptor Il del factor de necrosis tumoral) (SEQ ID NO: 30) y las moléculas de acido nucleico de las
moléculas que codifican estas hFc (SEQ ID NOs: 2-5), se sintetizaron los fragmentos génicos minimos en el tamafio
total de los genes fusionados mediante el servicio personalizado de TOP Gene Technologies
(www.topgenetech.com). Los fragmentos sintetizados de cada EPO, G-CSF, p40N303Q o TNFR fusionados con una
molécula de nucleétido que codifica la bisagra y la regién CH2 del extremo N de cada hFc-2, hFc-3, hFc-4, o hFc-5
incluyen las secuencias incluidas entre las secuencias completas de EPO, G-CSF, p40N303Q o TNFR del sitio
idéntico de la enzima, el sitio BstE Il (GGTGACC) que esta localizado en los restos de aminoacidos 138-140° de la
region CH2 en IgG4 (SEQ ID NO: 13). Los vectores de subclonacién incluyendo algunos fragmentos génicos se
extrajeron con EcoR |y BstE Il localizados en el extremo 5’ y el extremo 3’, respectivamente, y a continuacion se
unieron a la region CH2-CH3 de la hFc-6. Finalmente, cada gen de fusién se subclond en el pAD11 utilizando los
sitios EcoR | y Xba, y a continuacion se designaron como pAD11 EPO-hFc-2, pAD11 EPO-hFc-3, pAD11 EPO-hFc-
4, pAD11 EPO-hfc-5, pAD11 G-CSF-hFc-2, pAD11 G-CSF-hFc-3, pAD11 G-CSF-hFc-4, pAD11 G-CSF-hFc-5,
pAD11 p40N303Q-hfc-2, pAD11 p40N303Q-hFc-3, pAD11 p40N303Q-hfc-4, pAD11 p40N303Q-hFc-5 and pAD11
TNFR-hFc-5, respectivamente.

[0128] <Ejemplo 2> preparacion de los vectores de ex  presion de thFc-1 'y thFc-2 acoplados a IFN-b

[0129] La thFc-1 incluye 23 aminoacidos (MDAMLRGLCCVLLLCGAVFVSPS) de la secuencia sefial del activador
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del plasmindgeno del tejido humano (tPA), 15 aminoéacidos (99-113) de la region bisagra de 1gG1, 6 aminoacidos
(111-116) de la region CH2 de la IgG2 del extremo N, 103 aminoacidos (118-220) de la region CH2 de oflgG4, y 107
aminoacidos (221-327) de la regién CH3 de IgG4 (Fig. 3). Se muestra una secuencia de aminoacidos de thFc-1 en la
SEQ ID NO: 28. La thFc-2 incluye 23 aminoacidos (MDAMLRGLCCVLLLCGAVFVSPS) de la secuencia sefial de
tPA, 15 aminoécidos (148-162) de la regién bisagra de la IgD, 8 aminoacidos (163-170) de la region CH2 de la IgD
del extremo N, 100 aminoécidos (121-220) de la regiéon CH2 de la IgG4, y 107 aminoacidos (221-327) de la regién
CH3 de 1gG4 (Fig. 3). Se muestra una secuencia de aminoacidos de thFc-2 en la SEQ ID NO: 29. Para obtener los
nucleétidos optimizados por el codén que codifican thFc-1 (SEQ ID NO: 26) o thFc-2 (SEQ ID NO: 27) acoplados al
extremo N del IFN-beta humano con la secuencia sefial eliminada, se sintetizaron estas moléculas de nucleétidos
mediante el servicio personalizado de TOP Gene Technologies (Quebec, Canadd) (www.topenetech.com). Para
insertar cada gen de fusién en un vector de expresion, pAD11 (SEQ ID NO: 10), se generd un sitio EcCoR | en el
extremo 5’ de thFc-1 o thFc-2 y se generd un sitio Not | en el extremo 3’ del coddn de terminacion de IFN-beta. Tras
subclonar utilizando cada sitio de las enzimas de restriccion, se designaron los vectores de expresion final como
pAD11 thFc-1-AL(0)-IFN-beta y pAD11 thFc-2-AL(0)-IFN-beta, respectivamente.

[0130] Para acoplar thFc a IFN-beta mediante enlazadores de alblimina de diferentes tamafios o el enlazador Gly-
Ser, los fragmentos génicos desde el sitio Pst | de la region CH3 de thFc-1 acoplado a IFN-beta cuya secuencia
sefial se habia eliminado mediante enlazadores de albumina de diferentes tamafios (3aa, 8aa, 13aa, 18aa, 23aa y
33aa) o el enlazador Gly-Ser, fueron sintetizados por el servicio de atencién al cliente de TOP Gene Technologies
(www.topgenetech.com) (Fig. 4). Para insertar 7 diferentes fragmentos génicos en los vectores de expresion, pAD11
thFc-1-AL(0)- IFN-beta y pAD11 thFc-2-AL(0)-IFN-beta, se generd un sitio Pst | en el extremo 5 de los mismos y se
generd un sitio Not | en el extremo 3 del codén de terminacion de IFN-beta. Tras subclonar utilizando cada sitio de
las enzimas de restriccion, se designaron los vectores de expresion final como pAD11 thFc-1-AL(1)-IFN-beta, pAD11
thFc-1-AL(2)-IFN-beta, pAD11 thFc-1-AL(3)-IFN-beta, pAD11 thFc-1-AL(4)-IFN-beta, pAD11 thFc-1-AL(5)-IFN-beta,
pAD11 thFc-1-AL(6)-IFN-beta pAD11, thFc-1-GS-IFN-beta, y pAD11 thFc-2-AL(1)-IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(2)-
IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(3)-IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(4)-IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(5)-IFN-beta, pAD11 thFc-
2-AL(6)-IFN-beta pAD11, y thFc-2-GS-IFN-beta, respectivamente.

[0131] <Ejemplo 3> Expresion de las proteinas EPO-HFc humanas, G-CSF-hFc humanas, p40N303Q-hFc
humanas, TNFR-hFc-5 y thFc-IFN-beta humanas

[0132] Se usaron células COS-7 para el ensayo de la expresion con medio DMEM (Invitrogen, Carlsbad)
suplementado con suero bovino fetal al 10% (Hyclone, South Logan) y antibiéticos (Invitrogen, Carlsbad). Se
transfectaron los vectores que codificaban EPO-hFc, G-CSF-hFc, p40N303Q-hFc, TNFR-hFc-5, thFc-IFN-beta en 5
X 10° células COS-7 utilizando procedimientos de electroporacion convencionales. A las 48 h de la transfeccién, se
cosecharon los sobrenadantes y las células. Para comprobar la expresion de la proteina de fusion de cada vector, se
utilizaron todas las muestras para el ensayo ELISA con varios Kits (R&D system, Minneapolis, n°® DEPOO para EPO;
Biosource, Camarillo, n® KHC2032, para G-CSF; R&D system, Minneapolis, n°® DY1240 para p40N303Q de R&D
System, Minneapolis, n® DRT200 para TNFR, PBL Biomedical Laboratories, n°® 41410-1A para IFN-beta) y el analisis
de la transferencia western con anticuerpos dirigidos contra la IgG humana (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz).
Como resultado, todos los vectores mostraron un modelo correcto de expresion en los sobrenadantes y los lisados
celulares (no se muestran los datos)

[0133] <Ejemplo 4> Purificacion de proteinas fusionad  as a hFc

[0134] Se cultivaron células CHO/DHFR™ (células de ovario de hamster chino, DG44, ATCC) con a-MEM
(Invitrogen, Carlsbad), suero bovino fetal dializado al 10% (JRH Biosciences, Kansas), suplemento de HT
(Invitrogen, Carlsbad) y antibiéticos (Invitrogen, Carlsbad). Los vectores de expresion se transfectaron en células
CHO de acuerdo con los procedimientos de precipitacion simultanea de CaPQO,4 convencionales. A las 48 h de la
transfeccion, las células CHO se desprendieron de las placas y se diluyeron varias veces (1/2, 1/5, 1/20, 1/50, 1/100,
1/200, 1/500). Las células diluidas se plaquearon en placas de 100 mm y se cultivaron con los medios sin el
suplemento de HT. Durante el procedimiento de cribado, se suministraron medios recientes sin el suplemento de HT
a las células sin pases. Se generaron colonias durante 2-3 semanas después del plaqueo y se movieron las colonias
individuales a placas de 48 pocillos. Se cribaron las colonias positivas tras el ensayo ELISA para las detecciones de
la EPO, G-CSF, p40N303Q, y TNFR. Cada colonia que mostré la expresién mas elevada se cultivé a gran escala (5
I) usando medio exento de suero (JRH Biosciences, Kansas). Los sobrenadantes exentos de suero cosechados se
usaron para la purificacion de cada proteina de fusion. Para la purificacion, columnas FF de proteina A recombinante
de HiTrap (Amersham Biosciences, Piscataway) se equilibraron con fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0). Se afiadieron
los sobrenadantes filtrados a las columnas y se eluyeron con citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0). Se obtuvieron
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finalmente las proteinas eluidas tras dialisis con membrana (MWCO 12 14K, Spectrapor, Rancho Dominguez) mas
de tres veces. Se determinaron todas las concentraciones de las muestras de proteinas mediante el kit BCA (Pierce
Biotechnology, Rockford) para la medida de la proteina total y mediante kits ELISA para la medida de las EFO-hFc,
G-CSF-hFc, p40N303Q-hFcs, TNFR-hFc-5 y thFc-IFN-beta.

[0135] <Ejemplo 5> Ensayo de union a FcgRIl y Clq

[0136] Para investigar si las proteinas fusionadas a hFc-5 se unen a FcgRIl y Clq, Mabthera (Rituximab, Roche),
hlgG1 (Calbiochem, n® de Cat. 400120), Enbrel® (etanercept, Amgen), EPO-hFc-5, G-CSF-hFc-5 y p40N303Q-hFc-
5 se diluyeron en serie (de 2 pug/ml a 16 ng/ml en 2 veces) y se revistieron en una tira de 8 pocillos (COSTAR, Nueva
York) durante la noche en 4. Para preparar una curva estandar, se diluyeron en serie también FcgRI (R&D, n° de Cat
BAF1257) o Clg (AbD serotech, n° de Cat 2221-5504) (de 2 pug/ml a 32 ng/ml en 2 veces) y se revistieron en una tira
de 8 pocillos (COSTAR, Nueva York) durante la noche en 4. Tras lavar cada tira de muestras con tampén de lavado
(PBS que contenia Tween al 0,05%) y bloquear con FBS al 10% en PBS durante una hora a TA, se afiadieron FcgRI
0 Clqg en cada pocillo a 2 pg/ml tras una incubacién de 2 horas a temperatura ambiente (TA). Se lavaron todas las
tiras con tampoén de lavado. Para el ensayo de unién a Clq, se afiadié un anticuerpo dirigido contra C1q conjugado
con HRP (AbD serotech, n° de cat. 2221-5004P) en cada pocillo a 2,5 pg/ml después de 30 min de incubacion a TA
en condiciones de oscuridad. Para el ensayo de unién a FcgRI, se afiadié un anticuerpo biotinilado dirigido contra
FcgRI (R&D, n° de cat. 1257-FC) en cada pocillo a 2 pg/ml tras 1 hora de incubacion a TA. Tras lavado con tampon
de lavado, se afiadié Estreptavidina-HRP (BD, n° de cat. 554066) diluida 3.000 veces a cada tira tras una incubacién
de 30 minutos a TA en condiciones de oscuridad. Tras el lavado de las tiras, se afiadio solucién de TMB (mezcla 1:1
de sustrato de peroxidasa TMB y solucioén B de sustrato de peroxidasa, KPL, n° de Cat. 50-76-01, n° de Cat, 50-65-
00) para el revelado y se afiadié H.SO4 2 N para detener el revelado. Tal como se muestra en la Fig. 6(a) y en la Fig.
6(b), MabThera® Enbrel® e hlgG1l mostraron una buena unién a FcgRl y Clg, pero EPO-hFc-5, G-CSF-hFc-5 y
p40N303Q-hFc-5 no.

[0137] <Ejemplo 6> Bioactividad in vitro de proteinas fusionadas a hFc purificadas

[0138] Para investigar las bioactividades in vitro de las proteinas EPO-hFc, se cultivé la linea de células F35E
humana en medio RPMI1640 (Cambrex, Charles City) suplementada con FBS al 10%, antibiéticos y 5 Ul/ml de EPO
humana recombinante (DongA, Republica de Corea). Se configuraron los bioensayos sembrando 2 X 10* células en
los pocillos de ensayo de una placa de cultivo de 96 pocillos (Corning, Paises Bajos). Se afiadieron las muestras con
diluciones en serie (0, 0,064 mUl/ml a 25 Ul/ml en 5 veces) de EPO, EPO-hFc-1, EPO-hFc-5, EPO-hFc-6, EPO-IgG1
Fc o Aranesp (darbepoetina alfa, Amgen), a estos pocillos y se incubaron las placas a 37° C durante 72 horas en
una incubadora humidificada con CO; al 5%. De acuerdo con el protocolo del fabricante, se llevé a cabo el ensayo
MTT utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-Aldrich, Corea). La linea de células
F35E humana mostré una fuerte respuesta proliferativa a rEPO, tal como se evidencié de una manera dependiente
de la dosis en numerosas células y valores de absorbancia. Tal como se muestra en la Fig. 7(a) Aranesp® y las
proteinas EPO acopladas a IgG1 Fc o las hFc mostraron pérdida de actividad bioldgica en comparaciéon con la
proteina EPO. Sin embargo, EPO-hFc-1, EPO-hFc-5 y EPO-hFc-6 mostraron una bioactividad significativamente
mayor que EPO-IgG1 Fc. Ademas, EPO-hFc-5 y EPO-hFc-6 mostraron una bioactividad ligeramente mayor que
Aranesp® indicando que estas proteinas fusionadas a hFc parecen ser mejores que Aranesp® en términos de
mantener la bioactividad de la proteina EPO.

[0139] Para investigar las bioactividades in vitro de la proteina G-CSF-hFc, se cultivé una linea de células
hematopoyéticas de ratén, NF-60 en medio RPMI1640 (Cambrex, Charles City) suplementado con FBS al 10%,
antibioticos, y 100 unidades/ml de IL-3 recombinante de ratén (R&D system, Minneapolis). Se configuraron los
bioensayos sembrando 2 X 10* células en los pocillos de una placa de cultivo de 96 pocillos (Corning, Paises
Bajos).: Las muestras con diluciones en serie (que variaban desde 0 a 10.000 pg/ml en 3 veces) de G-CSF-hFc-5y
Neulasta (pedfilgrastim, Amgen) se afadieron a estas células y se incubaron las placas a 37° C durante 72 horas en
una incubadora humidificada con CO- al 5%. Se evaluaron las muestras de proteina en pocillos por triplicado y este
experimento se llevé a cabo repetidamente durante cinco veces. A las 72 horas de la incubacién, se llevéd a cabo el
ensayo MTT utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-Aldrich, Corea), de acuerdo con
el protocolo del fabricante. Tal como se ilustra en la Fig. 7(b), GCSF-hFc-5 mostré una bioactividad ligeramente
superior en la in vitro que Neulasta®.

[0140] Para investigar la bioactividad in vitro de la proteina p40N303Q-hFc, se incubaron células mononucleares

de sangre periférica (PBMC) de pacientes con artritis reumatoide con 2 pg/ml de anticuerpo dirigido contra CD3
humana (R&D system, n°® MAB 100) con o sin 10 ng/ml de p40 humana (R&D system) o p40N303Q-hFc-5 en medio
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RPMI1640 (Cambrex, Charles City) suplementado con FBS al 10%, y antibioticos. Después del dia 6, se midieron las
células positivas para CD4 e IL-17 mediante el analisis FACS. Tal como se muestra en la Fig. 7(c), p4ON303Q-hFc-5
mostré un efecto supresor mas fuerte sobre la generacién de células CD4" /IL-17" que la proteina p40, indicando la
funcioén inhibidora de p40N303Q-hFc-5 sobre la polarizacién de Th17.

[0141] Para investigar la bioactividad in vitro de la proteina TNFR-hFc, se cultivaron células L929 de murino en
medio RPMI1640 (Cambrex, Charles City) suplementado con FBS al 10% y antibiéticos. Se configur6 el ensayo de
inhibicidn citopatica sembrando 3 X 10* células en los pocillos de una placa de cultivo de 96 pocillo (Corning, Paises
Bajos), a continuacién se trataron con 1 ng/ml de TNF-a. Las muestras con las diluciones en serie (que variaban
desde 15,6 a 1.000 ng/ml en 2 veces) de TNFR-hFc-5 y Enbrel® (etanercept, Amgen) se afiadieron a estos pocillos
y se incubaron las placas a 37° C durante 48 horas en una incubadora humidificada con CO; al 5%. Tras la
incubacién, se llevd a cabo el ensayo MTT utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-
Aldrich., Corea), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Tal como se ilustra en la Fig. 7(d), TNFR-hFc-5 mostré
una bioactividad in vitro ligeramente mayor que Enbrel®.

[0142] Para investigar las bioactividades in vitro de las proteinas thFc-I-AL(0)-IFN-beta y thFc-1-AL(3)-IFN-beta, se
cultivaron células WISH (ATCC, CCL-25) en DMEM F12 (Cambrex, Charles City) suplementado con FBS al 10% y
antibiéticos. Se configurd el ensayo de inhibicién citopatica sembrando 3 X 10* células en los pocillos de una placa
de cultivo de 96 pocillos (Corning, Paises Bajos), a continuacion se trataron con 1.500 UFP/pocillo de VSV (ATCC,
VR-158). Las muestras con diluciones en serie de las proteinas (de 40 Ul/ml en 2 veces) de IFN-beta recombinante
(Norma WHO, NIBSC 00/572), thFc-1-AL(0)-IFN-beta y thFc-1-AL(3)-IFN-beta se afiadieron a estos pocillos y se
incubaron las placas a 37° C durante 48 horas en una incubadora humidificada con CO, al 5%. Tras la incubacion,
se llevé a cabo el ensayo MTT utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-Aldrich,
Corea), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Tal como se ilustra en la Fig. 7(e), thFc-1-AL(3)-IFN-beta mostro
una bioactividad in vitro aproximadamente 20 veces mayor que thFc-1-AL(0)-IFN-beta, indicando el importante papel
del enlazador de la albimina en el mantenimiento de la bioactividad del IFN-beta fusionado a Fc.

[0143] <Ejemplo 7> Vida media in vivo de las proteina s fusionadas a hFc purificadas

[0144] Para comparar la vida medida de EPO-hFc-1, EPO-hFc-5 y Aranesp, se trataron cinco macacos con estas
proteinas en una dosis de 2.400 Ul/kg mediante una Unica inyeccidon subcutanea (SC) o una Unica inyeccion
intravenosa (IV). Se obtuvieron muestras de sangre de cada mono antes de la inyecciony a 1, 3, 6, 12, 24, 30, 48,
54, 72, 78, 96, 120, 168, 336, 504, y 672 h después de la inyeccion. Las muestras de sangre se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 min hasta coagularse. Después de una centrifugacién a 3000 rpm durante 10 min,
se obtuvieron sueros de cada muestra y se almacenaron en un congelador. Todas las muestras obtenidas en cada
punto se ensayaron para la cuantificacién de EPO mediante el kit EPO ELISA (R&D, n° de cat. DEP00). Tal como se
muestra en la Fig. 8(a), todos los monos individuales inyectados con EPO-hFc-1 o EFO-hFc-5 mediante las rutas SC
o IV mostraron una vida media mas larga que los monos individuales inyectados con Aranesp® mediante las rutas
SCo V.

[0145] Para investigar la farmacocinética de G-CSF-hFc-1, se administraron 100 pg/kg de LEUCOSTIM®
filgrastim, DongA, Republica de Corea) y G-CSF-hFc-1 mediante las rutas SC o IV a dos ratas Sprague Dawley
macho (Charles River Laboratories, Wilmington) por grupo. Se extrajo sangre antes de la inyecciony a 1, 2, 3, 4, 8,
12, 24, 48, 72, 96, 120 y 192 h después de la inyeccidn. Se obtuvieron los sueros por centrifugacién a 3.000 rpm
durante 10 min tras incubacion a temperatura ambiente durante 30 min y se almacenaron en un congelador. Se
cuantificaron las muestras con varias veces de dilucién tales como 1/2, 1/5, 1/50, 1/250, 1/500 utilizando el kit G-CSF
(Biosource, Camarillo, n® KHC2032). Tal como se muestra en la Fig 8(b) G-CSF-hFc-1 inyectada mediante las rutas
SC o IV mostré una vida media mas larga que LEUCOSTIM® G-CSF-hFc-1 y G-CSF tuvieron 8,76 h y 2,36 h de ti,
in vivo tras la administracién de SC y 10,42 h 'y 1,78 h tras la administracion 1V, respectivamente. Por tanto, G-CSF-
hFc-1 y G-mostré6 un aumento de 3,7 veces tras las inyecciones SC y de 5,9 veces tras la inyecciéon IV, en
comparacion con LEUCOSTIM®.

[0146] Para investigar la farmacocinética de p40N303Q-hFc-5 y Enbrel®, se trataron tres macacos por grupo con
una unica inyeccion SC en una dosis de 100 ug/kg. Se obtuvieron las muestras de sangre de cada mono antes de la
inyeccion y a 8, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 336, 504, y 672 h después de la inyeccién. Se incubaron las muestras de
sangre a temperatura ambiente durante 30 min hasta que se coagularon. Después de una centrifugacion a 3000 rpm
durante 10 min, se obtuvieron sueros de cada muestra y se almacenaron en un congelador. Todas las muestras
obtenidas en cada punto se ensayaron para la cuantificacion de la p40 humana y TNFR Il humano mediante los kits
ELISA (R&D system, Minneapolis, n°® DY1240 y n°® DRT200, respectivamente). Tal como se muestra en la Fig. 8(c),
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p40N303Q-hFc-5 mostraron una vida media mas larga que vida media promedio de Enbrel® de 199 h frente a 127
h), aunque p40N303Q-hFc-5 un valor Cmax menor que Enbrel® (promedio de 3 ng/ml frente a 7 ng/ml).

[0147] Para investigar la farmacocinética de TNFR-hFc-5 y Enbrel, se trataron tres ratas Sprague Dawley macho
(Charles River Laboratories, Wilmington) por grupo con una inyeccion SC en una dosis de 500 pg/kg. Se obtuvieron
muestras de sangre de cada rata antes de la inyecciéon y a 2, 4, 8, 12, 24, 30, 48, 72 y 120 h después de la
inyeccion. Se incubaron las muestras de sangre a temperatura ambiente durante 30 min hasta que se coagularon.
Después de la centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 min, se obtuvieron sueros de cada muestra y se almacenaron
en un congelador. Se ensayaron todas las muestras obtenidas en cada punto para la cuantificacion de TNFR I
humano mediante kits ELISA (R&D system, Minneapolis, n® DRT200). Tal como se muestra en la Fig. 8(d), TNFR-
hFc-5 mostré un nivel del ABC ligeramente mayor que Enbrel® (promedio de 198,1 frente a 172,9 ug*h/ml), aunque
TNFR-hFc-5 mostré una vida media similar a Enbrel® (promedio 28,6 h frente a 29,4 h).

[0148] <Ejemplo 8> Bioactividad in vivo de las proteinas fusionadas a hFc purificadas

[0149] Para comparar la bioactividad in vivo de EPO-hFc-5 y Aranesp®, se trataron tres macacos por grupo con
una inyeccién SC o una Unica inyeccion IV en una dosis de 2.400 Ul/kg. Se obtuvieron muestras de sangre de cada
mono antes de la inyeccién y a 1, 3, 6, 12, 24, 30, 48, 54, 72, 78, 96, 120, 168, 336, 504, y 672 h después de la
inyeccion. Se midié el numero de las diversas células de la sangre, incluyendo los reticulocitos para evaluar la
bioactividad in vivo de EPO-hFc-5 y Aranesp®. Tal como se muestra en la Fig 9(a), EPO-hFc-5 mostré una potencia
in vitro ligeramente mayor que Aranesp® en las rutas SC e IV en términos de aumento de los reticulocitos en monos.

[0150] Para investigar la bioactividad in vivo de G-CSF-hFc-1, se administraron LEUCOSTIM®filgrastim, (DongA,
Republica de Corea) como control y G-CSF-hFc-1 en una dosis de 100 pg/kg mediante las rutas SC o IV a dos ratas
Sprague Dawley macho (Charles River Laboratories, Wilmington) por grupo. Se obtuvo sangre utilizando un tubo de
EDTA antes de la inyecciony a 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 192 h después de la inyeccion. Se traté cada
muestra de sangre con tampén de lisis RBC (BD Bioscience, Corea) durante 4 minutos y se llevé a cabo un recuento
de los leucocitos totales (glébulos blancos de la sangre) diluidos en tampdn FACS por triplicado utilizando un
hematocitémetro. Se midi6 el nimero de granulocitos FACSCalibur mediante la determinacion del tamafio celular por
FSC (dispersion hacia delante) y de los granulos mediante SSC (dispersion lateral). Tal como se ilustra en la Fig.
9(b), LEUCOSTIM® tratado mediante las rutas SC e IV indujo el nUmero maximo de leucocitos y granulocitos a las
24 horas de la inyeccion, mientras que G-CFS-hFc-1 indujo el nimero maximo de leucocitos y granulocitos a las 72
horas de la inyeccion SC y a las 48 horas de la inyeccién IV. Desde las 24 h a las 120 h después de la inyeccion, G-
CSF-hFc-1 tuvo una bioactividad in vivo mas sostenida, en comparacién con LEUCOSTIM®.

Aplicabilidad industrial
[0151] Se dan a conocer proteinas de fusion que comprenden una molécula biolégicamente activa y un dominio Fc
de la inmunoglobulina (Ig) que estan unidos a la molécula biolégicamente activa. El dominio Fc es un dominio Fc

humano hibrido de (i) IgG1, 1gG2 o IgG4 o (ii) IgG4 e IgD. El Fc hibrido es atil como un vehiculo de moléculas
biol6gicamente activas.

<110> Genexine Co., Ltd.
POSTECH Academy-Industry Foundation

<120> PROTEINAS DE FUSION DE INMUNOGLOBLULINA

<150> US60/940,753
<151> 30-05-2007

<160> 32

<170> Kopatentin 1.71
<210>1

<211>720

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> fragmento 1 de Fc hibrido (hFc-1)

<400>1

agcaacacca
cctecetgee
aaggataccc
caggaagatc
aagaccaagc
gtgctgeace
ctgecccaget
gtgtacaccc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agcagactga

atgcacgaag

aggtggacaa
cecgeccctec
tgatgatctc
ccgaagtgca
ccagagaaga
aggactggcet
ccatcgagaa
tgcetcccag
gcttctacce
acaagacaac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

gagagtggaa
cgtggccggce
cagaacccct
gttcaactgg
gcagttcaac
gaacggcaag
gaccatcagce
ccaggaagag
cagcgacatc
ccctececgtg
gagcagatqgg

ccactacacc

<210>2

<211> 660

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> fragmento 2 de Fc hibrido (hFC-2)

<400> 2

cccaagagct
cccagegtgt
gaggtgacct

tacgtggatg

tccacctaca
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggatagcg
caggaaggca

cagaagagce

27

gcgacaagac
tcctgtttce
gcgtggtegt
gcgtggaagt
gagtggtgag
gcaaggtgtc
gccagccecag
accaggtgtc
gggaaagcaa
atggcagctt
acgtgttcag

tgtccctgag

ccacacctge
tcccaageccce
ggatgtgage
gcacaacgcc
cgtgctgace
caacaaaggc
agaaccccag
cctgacctgce
cggccagece
ctttctgtac
ctgcagegtg

cctgggcaag

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

720
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acccecgagt

aaggacaccc
caggaagatc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgcccagct
gtgtacaccc
ctggtgaaag
gagaacaatt
agcagactga

atgcacgaag

<210> 3
<211> 675
<212> ADN

gccccagcceca

tgatgatcag
ccgaagtgca
ccagagaaga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcctcccag
gcttctacece
acaagacaac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2415604 T3

cacccagecee

ccgcaccccce
gttcaactgg
gcagttcaac
gaacggcaag
gaccatcagc
ccaggaagag
cagcgacatc
cccteeegtyg
gagcagatgg

ccactacacc

<223> fragmento 3 de Fc hibrido (hFC-3)

<400> 3

ctgggcgtgt

gaggtgacct
tacgtggatg
tccacctaca
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggatagceg
caggaaggca

cagaagagcc

28

tcetgtteee

gcgtggtcegt
gcgtggaagt
gagtggtgag
gcaaggtgtc
gccagcccag
accaggtgtc
gggaaagcaa
atggcagctt
acgtgttcag

tgtcecctgag

ccccaagecce

ggatgtgagc
gcacaacgcce
cgtgctgacc
caacaaaggc
agaaccccag
cctgacctgc
cggccagecce
ctttectgtac
ctgcagcgtg

cctgggcaag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

660



10

gagcgcgaga
ttccecceca
gtcgtggatg
gaagtgcaca
gtgagcgtgc
gtgtccaaca
cccagagaac
gtgtcectga
agcaacggcc
agcttcttte
ttcagctgea
ctgagcctgg

<210>4

<211> 705
<212> ADN

ccaagacccce
agcccaagga
tgagccagga
acgccaagac
tgaccgtgct
aaggcctgec
cccaggtgta
cctgeectggt
agcccgagaa
tgtacagcag
gcgtgatgea

gcaag

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2415604 T3

cgagtgcccec
caccctgatg
agatcccgaa
caagcccaga
gcaccaggac
cagctccate
caccctgect
gaaaggcttce
caattacaag
actgaccgtg

cgaagcectg

<223> fragmento 4 de Fc hibrido (hFC-4)

<400> 4

agccacacce
atcagccgca
gtgcagttca
gaagagcagt
tggctgaacg
gagaagacca
ccecagccagg
taccccagceg
acaacccctc
gacaagagca

cacaaccact

29

agceccctggg
cccccgaggt
actggtacgt
tcaactccac
gcaaggagta
tcagcaaagc
aagagatgac
acatcgecgt
ccgtgetgga
gatggcagga

acacccagaa

cgtgttcectg
gacctgegtg
ggatggcgtg
ctacagagtg
caagtgcaag
caaaggccag
caagaaccag
ggagtgggaa
tagcgatgge
aggcaacgtg

gagcctgtee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

675
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aagaaggaga aggagaagga ggagcaggag gagcgcgaga ccaagacccce cgagtgecec 60
agccacaccc agcccctggg cgtgttcectg ttccccccca agcccaagga caccctgatg 120
atcagccgca cccccgaggt gacctgcogtg gtcogtggatg tgagccagga agatcccgaa 180
gtgcagttca actggtacgt ggatggcgtg gaagtgcaca acgccaagac caagcccaga 240
gaagagcagt tcaactccac ctacagagtg gtgagegtge tgaccgtget gcaccaggac 300
tggctgaacg gcaaggagta caagtgcaag gtgtccaaca aaggectgcc cagctccate 360
gagaagacca tcagcaaagc caaaggccag cccagagaac cccaggtgta caccctgect 420
cccagecagg aagagatgac caagaaccag gtgtccctga cctgectggt gaaaggette 480
taccccageg acatcgecgt ggagtgggaa agcaacggcc agcccgagaa caattacaag 540
acaacccctc ccgtgectgga tagcgatgge agecttcttte tgtacagcag actgaccgtg 600
gacaagagca gatggcagga aggcaacgtg ttcagctgca gcgtgatgca cgaagccctg 660
cacaaccact acacccagaa gagcecctgtcce ctgagectgg gcaag 705

<210>5

<211> 735

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> fragmento 5 de Fc hibrido (hFC-5)

<400> 5

30



10

cgcaacaccg
gagcgcgaga
ttccecececa
gtcgtggatg
gaagtgcaca
gtgagcgtgce
gtgtecaaca
cccagagaac
gtgtccctga

agcaacggece

agcttctttc
ttcagctgca

ctgagcctag

gccgcggcgg
ccaagacccc
agcccaagga
tgagccagga
acgccaagac
tgaccgtgct
aaggcctgece
cccaggtgta
cctgectggt

agcccgagaa

tgtacagcag actgaccgtg

gcgtgatgea cgaagcectg

gcaag

ES 2415604 T3

cgaggagaag
cgagtgcccc
caccctgatg
agatcccgaa
caagcccaga
gcaccaggac
cagctccatce
caccctgect
gaaaggcttc

caattacaag

<210> 6
<211> 864
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> fragmento 6 de Fc hibrido (hFc-6)

<400> 6

aagaaggaga
agccacaccc
atcagecgea
gtgcagttca
gaagagcagt
tggctgaacg
gagaagacca
cccagccagg
taccccagcg

acaacccctc

gacaagagca gatggcagga aggcaacgtg

cacaaccact acacccagaa gagcctgtec

31

aggagaagga
agcccctggg
cceecgaggt
actggtacgt
tcaactccac
gcaaggagta
tcagcaaagce
aagagatgac
acatcgcegt

ccgtgctgga

ggagcaggag
cgtgttcctg
gacctgegtg
ggatggcgtg
ctacagagtg
caagtgcaag
caaaggccag
caagaaccagq
ggagtgggaa

tagcgatggc

60
120
180
240
300
360
a20
480
540

600

660
720

735



10

gctagcaaga
agcgtgceca
gccaccacce
gagcaggagg
gtgttcctgt
acctgcgtgg
gatggcgtgg
tacagagtgg
aagtgcaagg
aaaggccage
aagaaccagg
gagtgggaaa
agcgatggca
ggcaacgtgt

agcctgtccc

<210>7
<211> 579
<212> ADN

gcaagaagga
ccgcccagec
gcaacaccgg
agcgegagac
tccceccccaa
tcgtggatgt
aagtgcacaa
tgagcgtgcet
tgtccaacaa
ccagagaacc
tgtccetgac
gcaacggcca
gettetttet
tcagctgcag

tgagcctggg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2415604 T3

gatcttcecgce
ccaggccgag
ccgcggeggce
caagaccccc
gcccaaggac
gagccaggaa
cgccaagacce
gaccgtgctg
aggcctgceccce
ccaggtgtac
ctgcctggtg
gcccgagaac
gtacagcaga
cgtgatgcac

caag

tggceccgaga
ggcagectgg
gaggagaaga
gagtgcccca
accctgatga
gatcccgaag
aagcccagag
caccaggact
agctccatcg
accctgecete
aaaggcttct
aattacaaga
ctgaccgtgg

gaagccctge

gccccaaggce
ccaaggccac
agaaggagaa
gccacaccca
tcagccgecac
tgcagttcaa
aagagcagtt
ggctgaacgg
agaagaccat
ccagccagga
accccagcga
caacccctceco
acaagagcag

acaaccacta

<223> gen de EPO humana sintetizado de acuerdo con la optimizacion por codén

<400>7

atgggcgtgc acgagtgccc cgcctggctg tggetgetgec tgagectgct gagcctgcecc

32

ccaggccagc
caccgcecccece
ggagaaggag
gcccctgggce
ccccgaggtg
ctggtacgtg
caactccacc
caaggagtac
cagcaaagcc
agagatgacc
catcgccgtg
cgtgctggat
atggcaggaa

cacccagaag

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

864

60



10

15

20

ctgggcctge
cgctacctge
agcctgaacg
atggaggtgg
gtgctgcgeg
cacgtggaca
gcccagaagy
accgccgaca

aagctgtaca

<210>8
<211> 612
<212> ADN

ccgtgetggg
tggaggccaa
agaacatcac
gccagcagge
gccaggcect
aggccgtgag
aggccatcag

ccttcegeaa

ccggegaggce

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2415604 T3

cgeceeecece
ggaggccgag
cgtgcccgac
cgtggaggtg
gctggtgaac
cggcctgege
cccececcegac
gctgttcege

ctgccgcacce

cgcctgatcet
aacatcacca
accaaggtga
tggcagggee
agcagccagce
agcctgacca
gccgccagceg
gtgtacagca

ggcgaccgce

gcgacagecg
ccggetgege
acttctacgc
tggcecetgcet
cctgggagcec
ccctgetgcg
ccgecccccct

acttcctgeg

cgtgctggag
cgagcactgc
ctggaagcgc
gagcgaggcc
cctgcagcetg
cgcectggge
gcgcaccatc

cggcaagctg

<223> gen de G-CSF humano sintetizado de acuerdo con la optimizacién por codén

<400> 8

atggccggcec
cacagcgccc
cagagcttee
ctgcaggaga
ggccacagcc
ctggeeggcet
gccctggagg
gccgactteg
cagcccacec
gtgctggtgg
ctggcccagc
<210>9

<211>984
<212> ADN

ccgccaccca
tgtggaccgt
tgctgaagtg
agctgtgcge
tgggcatccc
gcctgageca
gcatcagccc
ccaccaccat
agggcgecat
ccagecacct

cCc

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gagccccatg
gcaggaggce
cctggageag
cacctacaag
ctgggcceccee
gctgcacage
cgagctggge
ctggcagcag
gcccgectte

gcagagette

aagctgatgg
accccecctgg
gtgcgcaaga
ctgtgccacc
ctgagcagct
ggeetgttee
cccaccctgg
atggaggagce
gccagcgect

ctggaggtga

33

ccctgeagct
gcececcgecag
tccagggcega
ccgaggagct
gccecageca
tgtaccaggg
acaccctgca
tgggcatggc
tccagegecg

gctaccgegt

gctgetgtgg
cagecctgece
cggecgecgee
ggtgctgctg
ggccctgcag
cctgetgeag
gctggacgty
cccecgeectg
cgecggegge

gctgcgecac

120
180
240
300
360
420
480
540

579

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

612
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<223> gen p40 humano sintetizado de acuerdo con la optimizacion por codén

<400>9

10

15

atgtgccacc
gtggccatct
gccceegygceyg
accctggacc
gagttcggcg
ctgctgctgce
aaggagccca
acctgctggt
ggcagcagceg
cgcggegaca
gccgecgagg
gagaactaca
ctgecagetga
acctggagca
agcaagcgcg
cgcaagcagyg

gagtgggcca

<210> 10
<211> 5698
<212> ADN

agcagctggt
gggagctgaa
agatggtggt
agagcagcga
acgccggcca
tgcacaagaa
agaacaagac
ggctgaccac
acccecaggqg
acaaggagta
agagectgcece
ccagcagctt
agcccctgaa
ccccccacag
agaagaagga
ccagcatcag

gcgtgcectg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> pAD11

<400> 10

gatcagctgg
gaaggacgtg
gctgacctge
ggtgctgggc
gtacacctgc
ggaggacggc
cttcctgege
catcagcacc
cgtgacctgce
cgagtacagc
catcgaggtg
cttcatccge
gaacagccge
ctacttcagc
ccgecgtgtte
cgtgecgegee

cagc

ttcagecctgg
tacgtggtgg
gacacccecg
agcggcaaga
cacaagggcg
atctggagca
tgcgaggcca
gacctgacct
ggcgccgeca
gtggagtgcc
atggtggacg
gacatcatca
caggtggagg
ctgaccttet
accgacaaga

caggaccgct

34

tgttcectgge
agctggactg
aggaggacgg
ccctgaccat
gcgaggtgct
ccgacatcct
agaactacag
tcagcgtgaa
ccctgagcgce
aggaggacag
ccgtgcacaa
agcccgaccce
tgagctggga
gcgtgcaggt
ccagcgccac

actacagcag

cagcccectg
gtacecccgac
catcacctgg
ccaggtgaag
gagccacagc
gaaggaccag
cggccgcettc
gagcagccge
cgagcgcgtg
cgcctgeccce
gctgaagtac
cceccaagaac
gtacccecgac
gcagggcaag
cgtgatctge

cagctggagce

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

984



gacggatcgg
acttgacggc
cgaccattga
ctaccctgge
tcagtggaag
gagaagaatc
ccaccacgag

caaccggaat

gactagagca
aatcctagcg
actgcatcgt
ctccgetcag
gtaaacagaa
gacctttaaa
gagctcattt

tggcaagtaa

ES 2415604 T3

ttgggggggg
tgaaggctgg
cgcecgtgtec
gaacgagttc
tctggtgatt
ggacagaatt
tcttgccaaa

agtagacatg

ggacagctca
taggatttta
caaaatatgg
aagtacttcc
atgggtagga
aatatagttce
agtttggatg

gtttggatag

35

gggctgcgat
tcceccgetge
ggattggcaa
aaagaatgac
aaacctggtt
tcagtagaga
atgccttaag

tcggaggeag

ttcgcgecaa
catcatggtt
gaacggagac
cacaacctct
ctccattccet
actcaaagaa
acttattgaa

ttctgtttac

60
120
180
240
300
360
420

480



caggaagcca
tttgaaagtg
tacccaggcg
tacgagaaga
tgcattttta
ttctgtggtg
ataaaatttt
attccaacct
ctgttteget
tctactectc
ctaagttttt
accacaaagg
tttataagta
catagagtgt
tgtaaagggg
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
tatggtgcac
ctgcttgtgt
aaggcttgac
gcgatgtacg
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttectacttg

ggcagtacat

tgaatcaacc
acacgttttt
tcctctctga
aagactaaca
taagaccatg
tgacataatt
taagtgtata
atggaactga
cagaagaaat
caaaaaagaa
tgagtcatgce
aaaaagctgc
ggcataacag
ctgctattaa
ttaataagga
tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtccaaac
tctcagtaca
gttggaggtc
cgacaattgc
ggccagatat
gtcattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggea
cggtaaatgg
gcagtacatc

caatgggcgt

ES 2415604 T3

aggccacctce
cccagaaatt
ggtccaggag
ggaagatgct
ggacttttgce
ggacaaacta
atgtgttaaa
tgaatgggag
gccatctagt
gagaaaggta
tgtgtttagt
actgctatac
ttataatcat
taactatgcet
atatttgatg
ttttacttge
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
atctgetcetg
gctgagtagt
atgaagaatc
acgcgttgac
catagcccat
ccgcccaacqg
atagggactt
gtacatcaag
cccgeetgge
tacgtattag

ggatagcggt

agactctttg
gatttgggga
gaaaaaggca
ttcaagttet
tggctttaga
cctacagaga
ctactgattc
cagtggtgga
gatgatgagg
gaagacccca
aatagaactc
aagaaaatta
aacatactgt
caaaaattgt
tatagtgcct
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataaa
atcttatccat
atgccgcata
gecgcegageaa
tgcttagggt
attgattatt
atatggagtt
acccecegeee
tcecattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcategetat

ttgactcacg

36

tgacaaggat
aatataaact
tcaagtataa
ctgctcccet
tetttgtgaa
tttaaagctc
taattgtttg
atgcctttaa
ctactgctga
aggactttce
ttgcttgectt
tggaaaaata
tttttcttac
gtacctttag
tgactagaga
ctcccacacce
tttattgcag
gcattttttt
gtctggatct
gttaagccag
aatttaagcet
taggcgtttt
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg

gggatttcca

catgcaggaa
tctcccagaa
gtttgaagtc
cctaaagcta
ggaaccttac
taaggtaaat
tgtattttag
tgaggaaaac
ctctcaacat
ttcagaattg
tgctatttac
ttctgtaace
tccacacagg
ctttttaatt
tcataatcag
tcccecctgaa
cttataatgg
cactgcattc
cccgatccee
tatctgctce
acaacaaggc
gcgctgcttce
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cceectattg
ttatgggact
atgcggtttt

agtctccacc

540

600

660

720

780

840

200

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

2280



ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagagc
cgactcacta
ttctttttcg
tttagaacgg
cactttctac
ttttcgttaa
tcagattgta
tgtacttcag
ctgcatataa
gtcatcatcc
aaatactctg
ctacagctce
taatacgact
gtgtggtgga
ctagagcteg
cctcecececgt
atgaggaaat
ggcaggacag
gctctatgge
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgetca
cggccaacgc
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac

gcegettace

caatgggagt
cgececcattg
tctetggeta
tagggagacc
ctattgtaaa
gaagatgtcc
tctgttgaca
actttagctt
agtactttct
cacagtttta
attctggctg
tgecctttete
agtccaaacc
tgggcaacgt
cactataggg
attcaccgeg
ctgatéagcc
gccttcettg
tgcatcgcat
caagggggag
ttctgaggcg
tttcctgtgt
aagtgtaaag
ctgecegett
gcggggagag
cgctecggtcg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte

ggatacctgt
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ttgttttgge
acgcaaatgg
actagagaac
caagctggct
attcatgtta
cttgtatcac
accattgtct
gcatttgtaa
ctaatcactt
gagaacaatt
gcgtggaaat
tttatggtta
gggcccctet
gctggttatt
cgaattgaag
gccgectctag
tecgactgtge
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
gaaagaacca
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
gcggttigeg
ttcggetgeg
caggggataa
aaaaggcegce
atcgacgctc
ccectggaag

ccgectttct

accaaaatca
gcggtaggceg
ccactgctta
agcgtgagtt
tatggagggyg
catggaccct
cctettattt
cgaattttta
ttttttcaag
gttataatta
attcttattg
caatgatata
gctaaccatg
gtgetgtcte
cttggtaccg
agggccctat
cttctagttg
gtgccactce
ggtgtcattce
acaatagcag
gctggggcete
tcegetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtceg
tattgggcge
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctceetegtyg

ccctteggga

37

acgggacttt
tgtacggtgg
ctggcttatc
tggggaccct
gcaaagtttt
catgataatt
tctttteatt
aattcacttt
gcaatcaggg
aatgataaqgq
gtagaaacaa
cactgtttga
ttcatgecctt
atcattttgg
agctcggatce
tctatagtgt
ccagccatct
cactgtcctt
tattctgggq
gcatgetggg
gagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgcecagetge
tcttecgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttececata
tggcgaaacc
cgecteteetyg

agcgtggege

ccaaaatgtc
gaggtctata
gaaattaata
tgattgttct
cagggtgtty
ttgtttcttt
ttctgtaact
tgtttatttyg
tatattatat
tagaatattt
ctacatcctg
gatgaggata
cttcttttte
caaagaattg
cactagtcca
cacctaaatg
gttgtttgce
tcctaataaa
ggtggggtgg
gatgcggtgg
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat
cctogetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctcegecce
cgacaggact
ttccgaccet

tttctecatag

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
3960
4020
4080

4140



ctcacgetgt
cgaacceccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctatctt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggccgcea
gccatccgta
gtgtatgcag
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc

gaaaaataaa

<210>11
<211> 330
5 <212>PRT

aggtatctca
gttcageccg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatet
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatceca
ccatctggce
tcagcaataa
gcctecatee
agtttgcgea
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg

caaatagggg

<213> Homo sapiens

ES 2415604 T3

gttcggtgta
accgctgege
cgccactggce
cagagttctt
gcgectectget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctgce
accagccagce
agtctattaa
acgttgttgce
tcagctecgg
cggttagetc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctettgeec
tcatcattgg
ccagttcgat
gegtttctag
cacggaaatg
gttattgtcet

ttccgegeac

ggtecgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tagtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actccecgte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtecet
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga

atttccccga

38

tccaagcetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttce
tacatatttg

aaagtgccac

gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtce
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctgce
taagtagttc
tgtcacgcte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
cecgegecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta

ctgacgtc

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640

5698



ES 2415604 T3

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(330)

<223> regién constante de la IgG1 humana parcial (N° de acceso al GenBank CAA75032)

<400> 11

39



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

vVal

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu.

ES 2415604 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

vVal

Val

Ala

Ser

40

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

vVal

280

Asp

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

40

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

vVal

TIyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

15

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

vVal

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn
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ES 2415604 T3

290 295 300
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 - 315 320
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330
<210> 12
<211> 326
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(326)

<223> regién constante de la IgG2 humana (n° de acceso al GenBank CAC20455)

<400> 12

41



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Iyr

Thr

Pro

Thr

val

145

val

Ser

Leu

Ala

Ser

Thr

Pro

val

50

Ser

Thr

Val

Val

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

Phe

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala

115

Met

His

val

Phe

Gly

195

Ile

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Arg

100

Gly

Ile

Glu

His

Cys

180

Lys

Glu

Gly

Ser

Val

Phe

Val

val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

ES 2415604 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Val

Phe

120

Pro

val

Thr

val

Cys

200

Ser

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

105

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

185

Lys

Lys

42

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

20

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

val

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Vval

Ser

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Thr

Pro

Pro

Trp

140

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

Pro

vVal

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

125

Val

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Pro

val

Val

Gln

Gln

190

Gly

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu



10

Pro
225

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

305

Ser

<210>13

<211> 327
<212> PRT

210

Gln

val

val

Pro

Thr

290

val

Leu

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(327)

<223> regién constante de la IgG4 humana parcial (N° de acceso al GenBank AAH25985)

<400> 13

Val

Ser

Glu

Pro

275

val

Met

Ser

Tyr

Leu

Trp
260
Met
Asp

His

Pro

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

ES 2415604 T3

Leu
230
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

310

Lys

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Pro

Val

Gly

Asp

280

Trp

His

43

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Asn

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

His

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Met

Pro

Asn

Leu

285

val

Gln

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Thr

vVal

Phe

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu
115

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser
100

Gly

Gly

Ser

Val

Phe

val

vVal

85

Lys

Gly

ES 2415604 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Iyr

Pro

Ser

Ala

Val

Ala

35

val

His

Gly

Ser

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

val
120

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

44

Pro

10
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser

90

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ser

Pro

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro
125

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Ser

15
Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp

95

Ala

Pro

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys
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Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305
Leu
<210> 14

<211> 383
<212> PRT

Thr

130

val

val

Serx

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(383)

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

val

Pro

275

Thr

val

Leu

Met
Gln
val
Tyr
180
Gly
Ile
val
Ser
Glu
260
Pro
val

Met

Ser

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
245

Trp

Val

Asp

His

Leu
325

ES 2415604 T3

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Arg

135

Pro

Ala

vVal

Tyrx

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

Trp

His

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Val

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

<223> regién constante de la IgD humana (N° de acceso al GenBank P01880)

<400> 14

45

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

val

Gln

vVal

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



ES 2415604 T3

Ala Pro Thr Lys Ala Pro Asp Val Phe Pro Ile Ile Ser Gly Cys Arg
1 5 10 15

His Pro Lys Asp Asn Ser Pro Val Val Leu Ala Cys Leu Ile Thr Gly
20 25 30

Tyr His Pro Thr Ser Val Thr Val Thr Trp Tyr Met Gly Thr Gln Ser
35 40 45

46



Gln

Met

65

Glu

Ile

Thr

Pro

Glu

145

Cys

Val

val

Lys

Asn

225

Trp

Pro

Val

Ala

Leu

305

Trp

Tyr

Ser

Fro

50

Thr

Tyr

Fhe

Ala

Ala

130

Lys

Pro

Gln

Gly

Val

210

Gly

Asn

Pro

Lys

Ser

290

Leu

Pro

Ser

Thr

Arg

Gln

Ser

Lys

Arg

Gln

115

Thr

Glu

Ser

Asp

Ser

195

Pro

Ser

Ala

Gln

Leu

275

Trp

Met

Ala

val

Cys

355

Ser

Arg

Ser

Cys

TIrp

100

Pro

Thr

Lys

His

Leu

180

Asp

Thr

Gln

Gly

Arg

260

Ser

Leu

Trp

Arg

Leu

340

Val

Leu

Thr

Gln

val

85

Pro

Gln

Arg

Glu

Thr

165

Trp

Leu

Gly

Ser

Thr

245

Leu

Leu

Leu

Leu

Pro

325

Arg

Val

Glu

ES 2415604 T3

Phe
Leu

70
val

Glu

Ala

Glu

150

Gln

Leu

Lys

Gly

Gln

230

Ser

Met

Asn

Cys

Glu

310

Pro

val

Ser

val

Pro

55

Ser

Gln

Ser

Glu

Thr

135

Gln

Pro

Arg

Asp

val

215

His

Val

Ala

Leu

Glu

295

Asp

Pro

Pro

His

Ser

Glu

Thr

His

Pro

Gly

120

Gly

Glu

Leu

Ala
200
Glu
Ser
Thr
Leu
Leu
280
Val
Gln
Gln
Ala
Glu

360

Tyr

Ile

Pro

Thr

Lys

105

Ser

Arg

Glu

Gly

Lys

185

His

Glu

Arg

Cys

Arg

265

Ala

Ser

Arg

Pro

Pro

345

Asp

val

a7

Gln

Leu

Ala

90

Ala

Leu

Gly

Arqg

val

170

Ala

Leu

Gly

Leu

Thr

250

Glu

Ser

Gly

Glu

Gly

330

Pro

Ser

Thr

Arg

Gln

75

Ser

Gln

Ala

Gly

Glu

155

Tyr

Thr

Thr

Leu

Thr

235

Leu

Pro

Ser

Phe

Val

315

Ser

Ser

Arg

Asp

Arg

60

Gln

Lys

Ala

Lys

Glu

140

Thr

Leu

Phe

Trp

Leu

220

Leu

Asn

Asp

Ser

300

Asn

Thr

Pro

Thr

His

Asp

Trp

Ser

Ser

Ala

125

Glu

Lys

Leu

Thr

Glu

205

Glu

Pro

His

Ala

Pro

285

Pro

Thr

Thr

Gln

Leu

365

Gly

Ser

Arg

Lys

Ser

110

Thr

Lys

Thr

Thr

Cys

120

Val

Arg

Arg

Pro

G1ln

270

Pro

Pro

Ser

Phe

Pro

350

Leu

Pro

Tyr

Gln

Lys

95

Val

Thr

Lys

Pro

Pro

175

Phe

Ala

His

Ser

Ser

255

Ala

Glu

Asn

Gly

Trp

335

Ala

Asn

Met

Tyr

Gly

80

Glu

Pro

Ala

Lys

Glu

160

Ala

Val

Gly

Ser

Leu

240

Leu

Pro

Ala

Ile

Phe

320

Ala

Thr

Ala
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15

370

<210> 15

<211>193

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(193)

ES 2415604 T3

375

<223> precursor de la EPO humana (n° de acceso al GenBank NP_000790)

<400> 15

Met Gly Val His
Leu Ser Leu Pro
20

Ile Cys Asp Ser
35

Ala Glu Asn Ile
50

Asn Ile Thr Val
65

Met Glu Val Gly
Leu Ser Glu Ala
100

Gln Pro Trp Glu
115

Leu Arg Ser Leu
130

Ala Ile Ser Pro
145

Thr Ala Asp Thr
Arg Gly Lys Leu
180

Arg

<210> 16
<211> 207
<212> PRT

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

BS5

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys

Gly

val

Thr

Asp

70

G1ln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

48

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe
75

Irp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leun

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

380

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp
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15

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(207)

ES 2415604 T3

<223> G-CSF humano (N° de acceso al GenBank CAA27291)

<400> 16

Met Ala Gly Pro Ala Thr

Leu Leu
Leu Gly
Glu Gln

50

Leu Val
65

val Leu

Cys Pro

Ser Gly

Ser Pro

130

Asp Phe
145

Pro Ala

Phe Gln

Phe Leu

<210> 17

<211> 328

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(328)

Leu

Pro

35

val

Ser

Leu

Ser

Leu

115

Glu

Ala

Leu

Arq

Glu
195

Trp

20

Ala

Arg

Glu

Gly

Gln

100

Phe

Leu

Thr

Gln

Arxg

180

VvVal

5
His

Ser

Lys

Cys

His

85

Ala

Leu

Gly

Thr

Pro

165

Ala

Ser

Ser

Ser

Ile

Ala

70

Ser

Leu

Tyr

Pro

Ile

150

Thr

Gly

Tyr

Gln

Ala

Leu

Gln

55

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

135

Trp

Gln

Gly

Arg

Ser

Leu

Pro

40

Gly

Tyr

Gly

Leu

Gly

120

Leu

Gln

Gly

Val

val
200

Pro

Trp

25

Gln

Asp

Lys

Ile

Ala

105

Leu

Asp

Gln

Ala

Leu

185

Leu

49

Met

10
Thr
Ser
Gly
Leu
Pro

90
Gly
Leu
Thr
Met
Met
170

Val

Arg

Lys
Val

Phe

Cys

75
Txp
Cys
Gln
Leu
Glu
155
Pro

Ala

His

Leu

Gln

Leu

Ala

60

His

Ala

Leu

Ala

Gln

140

Glu

Ala

Ser

Leu

Met

Glu

Leu

45

Leu

Pro

Pro

Ser

Leu

125

Leu

Leu

Phe

His

Ala
205

Ala

Ala

30

Lys

Gln

Glu

Leu

Gln

110

Glu

Asp

Gly

Ala

Leu

190

Gln

Leu

15
Thr
Cys
Glu
Glu
Ser

95
Leu
Gly
val
Met
Ser
175

Gln

Pro

Gln

Pro

Leu

Lys

Leu

80

Ser

His

Ile

Ala

Ala

160

Ala

Ser
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<223> subunidad p40 de la IL12 (n° de acceso al GenBank AAG32620)

<400> 17

50



Met

Ala

val

Thr

Ser

65

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu

145

Gly

Ala

Cys

Glu

Ser

225

Leu

Glu

Phe

Val

Ser
305

Cys

Ser

Glu

Cys

50

Ser

Phe

Ser

Thr

Arg

130

Thr

Ser

Glu

Gln

Val

210

Ser

Gin

Tyr

Cys

Phe

290

Ile

His

Pro

Leu

Asp

Glu

Gly

His

Asp

115

Cys

Thr

Ser

Arg

Glu

195

Met

Phe

Leu

Pro

Val

275

Thr

Ser

Gln

Leu

20

Asp

Thr

val

Asp

Ser

100

Ile

Glu

Ile

Asp

Val

180

Asp

Val

Phe

Lys

Asp

260

Gln

Asp

Val

Gln

Val

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Leu

Leu

Ala

Ser

Pro

165

Arg

Ser

Asp

Ile

Pro

245

Thr

Val

Lys

Arg

ES 2415604 T3

Leu

Ala

Tyr

Glu

Gly

70

Gly

Leu

Lys

Lys

Thr

1350

Gln

Gly

Ala

Ala

Arg

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Ala
310

val

Ile

Pro

Glu

Ser

Gln

Leu

Asp

Asn

135

Asp

Gly

Asp

Cys

Val

215

Asp

Lys

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Ile

Trp

Asp

40

Asp

Gly

Tyr

Leu

Gln

120

Tyr

Leu

val

Asn

Pro

200

His

Ile

Asn

Thr

Lys

280

Ala

Asp

Ser

Glu

25

Ala

Gly

Lys

Thr

His

105

Lys

Ser

Thr

Thr

Lys

185

Ala

Lys

Ile

Serx

Pro

265

Ser

Thr

Arg

51

Trp

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys

90

Lys

Glu

Gly

Phe

Cys

170

Glu

Ala

Leu

Lys

Arg

250

His

Lys

val

Tyr

Phe

Lys

Gly

Thr

Leu

75

His

Lys

Pro

Arg

Ser

155

Gly

Tyr

Glu

Lys

Pro

235

Gln

Ser

Arg

Ile

Tyr
315

Ser

Lys

Glu

Trp

60

Thr

Lys

Glu

Lys

Phe

140

Val

Ala

Glu

Glu

Tyr

220

Asp

Val

Tyr

Glu

Cys

300

Ser

Leu

Asp

Met

45

Thr

Ile

Gly

Asp

Asn

125

Thr

Lys

Ala

Tyr

Ser

205

Glu

Pro

Glu

Phe

Lys

285

Arg

Ser

Val

val

30

Vval

Leu

Gin

Gly

Gly

110

Lys

Cys

Ser

Thr

Ser

190

Leu

Asn

Pro

Val

Ser

270

Lys

Lys

Ser

Phe

15

Tyr

val

Asp

val

Glu

95

Ile

Thr

Trp

Ser

Leu

175

Val

Pro

Tyr

Lys

Ser

255

Leu

Asp

Asn

Trp

Leu
val
Leu
Gln
Lys

80
Val
Trp
Phe
Trp
Arg
160
Ser
Glu
Ile

Thr

Asn
240

Trp

Thr

Arg

Ala

Ser
320
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Glu Trp ala Ser Val Pro Cys Ser
325

<210> 18

<211> 240

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de hFc-1

<400> 18

52
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Ser Asn Thr

Thr His Thr

Val Phe Leu

35

Thr Pro Glu
50

Glu Val Gln
65

Lys Thr Lys

Lys

Cys

20

Phe

val

Phe

Pro

Thr

100

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

180

Ser

Glu

His

val

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

85

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

165

Glu

Phe

Gly

Tyr

ES 2415604 T3

Asp

Pro

Pro

Cys

Trp

70

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

150

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
230

Ser Val Leu
Lys Cys Lys
115
Ile Ser Lys
130
Pro Pro Ser
145
Leu Val Lys
Asn Gly Gln
Ser Asp Gly
195
Arg Trp Gln
210

Leu His Asn
225

<210> 19

<211> 220

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos de hFc-2

<400> 19

Lys

Cys

Lys

val

55

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

135

Met

Pro

Asn

Leu

Val

215

Gln

Arg

Pro

Pro

40

val

val

Gln

Gln

Gly

120

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

200

Phe

Lys

val

Ala

25

Lys

val

Asp

Phe

Asp

105

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

185

Ser

Ser

Ser

53

Glu

10
Pro
Asp
Asp
Gly
Asn

90
Trp

Pro

Glu

Ile
170
Thr
Arg

Cys

Leu

Pro

Pro

Thr

val

val

75

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

155

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
235

Lys
Val
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
Gln
140
val
val
Pro
Thr
val

220

Leu

Ser

Met

45
Gln
Val
Tyr
Gly
Ile
125
Val
Ser
Glu
Pro
vVal
205

Met

Ser

Cys
Gly

30
Ile
Glu
His
Arg
Lys

110

Glu

Leu

Trp

Val

190

Asp

His

Leu

Asp

15

Pro

Ser

Asp

Asn

val

95

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

175

Leu

Lys

Glu

Gly

Lys

Ser

Arg

Pro

Ala

80

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

160

Ser

AsSp

Ser

Ala

Lys
240
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Thr

Pro

Thr

Asn

Arg

65

vVal

Ser

Lys

Glu

Phe

145

Glu

Phe

Gly

Tyr

<210> 20
<211> 225
<212> PRT

Pro

Pro

Cys

Trp

S0

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

130

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
210

Glu

Lys

val

35

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

115

Met

Pro

Asn

Leu

val

195

G1ln

<213> Secuencia Artificial

<220>

Cys

Pro

20

val

Val

Gln

Gln

Gly

100

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

180

Phe

Lys

Pro

Lys

vVal

Asp

Phe

Asp

85

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

165

Ser

Ser

Ser

ES 2415604 T3

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

70

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

150

Thr

Axg

Cys

Leu

<223> secuencia de aminoacidos de hFc-3

<400> 20

His

Thr

val

val

55

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

135

Ala

Thr

Ser

Ser
215

Thr

Leu

Ser

40

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

120

val

val

Pro

Thr

Val

200

Leu

Gln

Met

25

Gln

val

Tyr

Gly

Ile

105

vVal

Ser

Glu

Pro

val

185

Met

Ser

54

Pro

10

Ile

Glu

His

Arg

Lys

90

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

170

Asp

His

Leu

Leu

Ser

Asp

Asn

Val

15

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

155

Leu

Lys

Glu

Gly

Gly

Arg

Pro

Ala

60

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

140

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
220

Val

Thr

Glu

45

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
205

Phe

Pro

30

val

Thr

vVal

Cys

Ser

110

Pro

val

Gly

Asp

Trp

190

His

Leu

15

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

95

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

175

Gln

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

80

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

160

Ser

Glu

His
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Glu Arg Glu
Gly Val Phe
Arg Thr Pro

35

Pro Glu Val
50

Ala Lys, Thr
65

Val Ser Val
Tyr Lys Cys
Thr Ile Ser

115

Leu Pro Pro
130

Cys Leu Val
145

Ser Asn Gly

Asp Ser Asp

Ser Arg Trp
195

Ala Leu His
210

Lys
225

<210> 21

<211> 235

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr

Leu

20

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

100

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

180

Gln

Asn

Lys

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

85

val

Ala

Gln

Gly

Pro

165

Ser

Glu

His

ES 2415604 T3

Thr

Pro

Thr

Asn

Arg

70

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

150

Glu

Phe

Gly

Tyr

<223> secuencia de aminoacidos de hFc-4

<400> 21

Pro

Pro

Cys

Trp

55

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

135

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
215

Glu

Lys

Val

40

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

120

Met

Pro

Asn

Leu

val

200

Gln

Cys

Pro

25

val

val

Gln

Gln

Gly

105

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

185

Phe

Lys

55

Pro

10

Lys

Vval

Asp

Phe

Asp

90

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

170

Ser

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

75

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

155

Thr

Arg

Cys

Leu

His

Thr

val

val

60

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

140

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
220

Thr

Leu

Ser

45

Glu

Thr

Asn

Ser

G1ln

125

Val

Val

Pro

Thr

val

205

Leu

Gln

Met

30

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

110

Val

Ser

Glu

Pro

Val

190

Met

Ser

Pro

15

Ile

Glu

His

Arg

Lys

95

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

175

Asp

His

Leu

Leu

Ser

Asp

Val

80

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

160

Leu

Lys

Glu

Gly



5

10

Lys

Pro

Pro
Cys
Trp

65

Glu

Leu

Gly

Glu
145

Tyr

Asn

Phe

Thr
225

<210> 22
<211> 245
<212> PRT

Lys

Glu

Lys

val

50

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

130

Met

Pro

Asn

Leu

val

210

Gln

Glu

Cys

Pro

35

Val

Val

Gln

Gln

Gly

115

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

195

Phe

Lys

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Lys

Pro

20

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

100

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

180

Ser

Ser

Ser

Glu

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

85

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

165

Thr

Arg

Cys

Leu

ES 2415604 T3

Lys

His

Thr

vVal

Val

70

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

150

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
230

<223> secuencia de aminoacidos de hFc-5

Glu

Thr

Leu

Ser

55

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

135

vVal

val

Pro

Thr

Val

215

Leu

Glu

Gln

Met

40

G1ln

Val

Tyr

Gly

Ile

120

val

Ser

Glu

Pro

Val

200

Met

Ser

Gln

Pro

25

Ile

Glu

His

Arg

Lys

105

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

185

Asp

His

Leu

56

Glu
10

Leu

Ser

Asp

Asn

val

90

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

170

Leu

Lys

Glu

Gly

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

75

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

155

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
235

Arg

val

Thr

Glu

60

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
220

Glu

Phe

Pro

43

Val

Thr

Val

Cys

Ser

125

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

205

His

Thr

Leu

30

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

110

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

190

Gln

Asn

Lys
15

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

95

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

175

Ser

Glu

His

Thr

Pro

Thr

Asn

Arg

80

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

160

Glu

Phe

Gly

Tyr



<400> 22

Arg Asn

Glu Glu

Thr Gln

Leu Met
50

Ser Gln
65

Glu Val

Thr Tyr

Asn Gly

Ser Ile
130

Gln Val
145

Val Ser

Vval Glu

Prec Pro

Thr Val
210

Val Met
225

Leu Ser
<210> 23

<211> 288
<212> PRT

Thr

Gln

Pro
35

Ile

Glu

His

Arg

Lys

115

Glu

Tyr

Leu

Trp

vVal

195

Asp

His

Leu

10 <213> Secuencia Artificial

Gly
Glu
20

Leu

Ser
Asp
Asn
Val
100
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
180
Leu
Lys

Glu

Gly

Arg

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

85

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

165

Ser

Asp

Ser

Lys
245

ES 2415604 T3

Gly

Arg

Val

Thr

Glu

70

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

150

Leu

Ser

Arg

Leu
230

Gly

Glu

Phe

Pro

55

vVal

Thr

Val

Cys

Ser

135

Pro

val

Gly

Asp

Trp

215

His

Glu

Thr

Leu
40

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

i20

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

200

Gln

Asn

Glu
Lys

25
Phe
val
Phe
Pro
Thr
105
Val
Ala
Gln
Gly
Pro
185
Ser

Glu

His

57

Lys Lys
10

Thr Pro

Pro Pro

Thr Cys
Asn Trp
75

Arg Glu
90

Val Leu

Ser Asn

Lys Gly

Glu Glu

155

Phe Tyr
170

Glu Asn
Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
235

Lys

Glu

Lys

Val
60

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

140

Met

Pro

Leu

Val
220

Gln

Glu

Cys

Pro
45

Val

Val

Gln

Gln

Gly

125

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

205

Phe

Lys

Lys
Pro
30

Lys

val

Asp

Phe

Asp

110

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

190

Ser

Ser

Ser

Glu
15
Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

95

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

175

Thr

Arg

Cys

Leu

Lys

His

Thr

Val

val

80

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

160

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
240



ES 2415604 T3

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de hFc-6

<400> 23
5

Ala Ser Lys Ser Lys Lys Glu Ile Phe Arg Trp Pro Glu Ser Pro Lys
1 5 10 15

Ala Gln Ala Ser Ser Val Pro Thr Ala Gln Pro Gln Ala Glu Gly Ser
20 25 30

Leu Ala Lys Ala Thr Thr Ala Pro Ala Thr Thr Arg Asn Thr Gly Arg
35 40 45

Gly Gly Glu Glu Lys Lys Lys Glu Lys Glu Lys Glu Glu Gln Glu Glu
50 55 60

58
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<210> 24
<211> 377

Arg

65

val

Thr

Glu

Lys

Ser

145

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

225

Ser

Arg

Leun

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(377)
<223> regién constante de la IgG3 humana (N° de acceso al GenBank CAC20456)

<400> 24

Glu

Phe

Pro

val

Thr

130

Val

Cys

Ser

Pro

Val

210

Gly

Asp

Trp

His

Thr

Leu

Glu

Gln

115

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

195

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
275

Lys

Phe

Val

100

Phe

Pro

Thr

val

Ala

180

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

260

His

Thr

Pro

85

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

165

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

245

Gly

Tyr

ES 2415604 T3

Pro
70

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

150

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

230

Phe

Asn

Thr

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

135

His

Lys

Gln

Met

Pro

215

Asn

Leu

Val

Gln

Cys

Pro

val

val

120

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

200

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
280

Pro

Lys

Val

105

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

185

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

265

Ser

59

Ser
Asp

90
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro

170

Glu

Ile
Thr
Arg
250

Cys

Leu

His

75

Thr

Val

val

Ser

Leu

155

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

235

Leu

Ser

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

Thr

140

Asn

Ser

Gln

val

val

220

Pro

Thr

Val

Leu

Gln

Met

Gln

val

125

Tyx

Gly

Ile

Val

Ser

205

Glu

Pro

Val

Ser
285

Pro

Ile

Glu

‘110

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

190

Leu

Trp

Val

Asp

His

270

Leu

Leu

Ser

95

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

175

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

255

Glu

Gly

Gly

80

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

160

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

240

Ser

Ala

Lys



ES 2415604 T3

Ala Ser Phe Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15

60



Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Arg

Cys

Pro

145

Ala

Pro

val

val

Gln

225

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

305

Tyr

Tyr

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

val

Cys

Pro

130

Glu

Pro

Lys

val

Asp

210

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

290

Asp

Asn

Ser

Pro

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Glu

Pro

Glu

Asp

Asp

195

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

275

Asn

Ile

Thr

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Leu

100

Glu

Pro

Lys

Leu

Thr

180

Val

Val

Ser

Leu

Ala

260

Pro

Gln

Ala

Thx

Leu

Gly

val

Phe

Val

val

85

Lys

Pro

Lys

Ser

Leu

165

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

245

Pro

Gln

Val

Val

Pro

325

Thr

ES 2415604 T3

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Thr

Lys

Ser

Cys

150

Gly

Met

His

val

Phe

230

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

310

Pro

Val

Ala

Val

Ala

val

His

Pro

Ser

Cys

135

Asp

Gly

Ile

Glu

His

215

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

295

Trp

Met

Asp

Ala

Ser

40

vVal

Pro

Lys

Leu

Cys

120

Asp

Thr

Pro

Ser

Asp

200

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

280

Thr

Glu

Leu

Lys

Leu
25

Trp

Leu

Ser

Pxo

Gly

105

Asp

Thr

Pro

Ser

Arg

185

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

265

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

61

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

20

Asp

Thr

Pro

Pro

val

170

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

250

Ile

Pro

Pro

Ser

Ser

330

Arg

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Thr

Pro

Pro

Pro

155

Phe

Pro

Val

Thr

Val

235

Cys

Ser

Pro

val

Gly

315

Asp

Trp

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Pro

Pro

140

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

220

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

300

Gln

Gly

Gln

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

His

Pro

125

Cys

Pro

Phe

Val

Phe

205

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

285

Gly

Pro

Ser

Gln

Lys
30

Thr

val

Thr

110

Cys

Pro

Arg

Pro

Thr

190

Lys

Arg

Val

Ser

Lys

270

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Asp

Thr

Tyrx

Gln

Asp

95

Cys

Pro

Arg

Cys

Pro

175

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

255

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

335

Asn

Iyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Arg

Cys

Pro

160

Lys

Val

Tyr

Glu

His

240

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

320

Leu

Ile



ES 2415604 T3

340 345 350
Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr Gln
355 360 365
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
370 375

<210> 25
<211> 609
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(609)

<223> albumina humana (N° de acceso al GenBank CAA00606)

<400> 25

62



Met

Tyr

His

Ile

Lys

65

Glu

Lys

Asp

His

Asp

145

Lys

Glu

Cys

Leu

Lys

Ser

Arg

Ala

50

Leu

Ser

Leu

Cys

Lys

130

val

Tyr

Leu

Gln

Arg

Trp

Arg

Phe

35

Fhe

Val

Ala

Cys

Cys

115

Asp

Met

Leu

Leu

Ala

195

Asp

val

Gly

20

Lys

Ala

Asn

Glu

Thr

100

Ala

Asp

Cys

Tyr

Phe

180

Ala

Glu

Thr

val

Asp

Gln

Glu

Asn

85

Val

Lys

Asn

Thr

Glu

165

Phe

Asp

Gly

ES 2415604 T3

Phe

Phe

Leu

Tyr

val

70

Cys

Ala

Gln

Pro

Ala

150

Ile

Ala

Lys

Lys

Ile

Arg

Gly

Leu

55

Thr

Asp

Thr

Glu

Asn

135

Phe

Ala

Lys

Ala

Ala

Ser

Arg

Glu

40

Gln

Glu

Lys

Leu

Pro

120

Leu

His

Arg

Arg

Ala

200

Ser

Leu
Asp

25
Glu
Gln
Phe
Ser
Arg
105
Glu
Pro
Asp
Arg
Tyr
185

Cys

Ser

63

Leu

10

Ala

Asn

Cys

Ala

Leu

90

Glu

Arg

Arg

Asn

His

170

Lys

Leu

Ala

Phe

His

Phe

Pro

Lys

75

His

Thr

Asn

Leu

Glu

155

Pro

Ala

Leu

Lys

Leu

Lys

Lys

Phe

60

Thr

Thr

Tyr

Glu

Val

140

Glu

Tyr

Ala

Pro

Gln

Phe
Ser
Ala

45
Glu
Cys
Leu
Gly
Cys
125
Arg
Thr
Phe
Phe
Lys

205

Arg

Ser

Glu

30

Leu

Asp

Val

Phe

Glu

110

Phe

Pro

Phe

Tyr

Thr

190

Leu

Leu

Ser

15

Val

val

His

Ala

Gly

95

Met

Leu

Glu

Leu

Ala

175

Glu

Asp

Lys

Ala

Leu

val

Asp

80

Asp

Ala

Gln

val

Lys

160

Pro

Cys

Glu

Cys



Ala
225
Ala
Lys
Asp
Cys
Lys
305
Glu
Lys
Met
Leu
Cys
385
Phe
Glu
Val
Glu
Pro
465
Leu
Val

Ser

Glu

210

Ser

Arg

Leu

Leu

Glu

290

Pro

Met

Asp

Phe

Leu

370

Ala

Lys

Leu

Arg

vVal

450

Glu

Asn

Thr

Ala

Thr
530

Leu

Leu

Vval

Leu

275

Asn

Leu

Pro

val

Leu

355

Leu

Ala

Pro

Phe

Tyr

435

Ser

Ala

Gln

Lys

Leu

515

Phe

Gln

Ser

Thr

260

Glu

Gln

Leu

Cys
340
Tyr

Arg

Ala

Glu
420
Thr
Arg
Lys
Leu
Cys
500

Glu

Thr

Lys
Gln
245
Asp
Cys
Asp
Glu
Asp
325

lys

Glu

Asp
Val
405
Gln
Lys
Asn
Arg
Cys
485
Cys

val

Phe

ES 2415604 T3

Phe
230
Arg
Leu
Ala
Ser
Lys
310
Leu
Asn
TIyr
Ala
Pro
390
Glu

Leu

Lys

Met
470

val

-Thr

Asp

His

215

Gly

Phe

Thr

Asp

Ile

295

Ser

Pro

Tyr

ala

Lys

375

His

Glu

Gly

Val

Gly

455

Pro

Leu

Glu

Glu

Ala
535

Glu

Pro

Lys

Asp

280

Ser

His

Ser

Ala

Arg

360

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro

440

Lys

Cys

His

Ser

Thr

520

Asp

Arg

Lys

val

265

Arg

Ser

Cys

Leu

Glu

345

Arg

Tyr

Cys

Gln

Tyr

425

Gln

val

Ala

Glu

Leu

505

Iyr

Ile

64

Ala

Ala

250

His

Ala

Lys

Ile

Ala

330

Ala

His

Glu

Tyr

Asn

410

Lys

vVal

Cly

Glu

Lys

4%0

Val

Val

Cys

Phe

235

Glu

Thr

Asp

Leu

Ala

315

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala

395

Phe

Ser

Ser

Asp

475

Thr

Asn

Pro

Thr

220

Lys

Phe

Glu

Leu

Lys

300

Glu

Asp

Asp

Asp

Thr

380

Lys

Ile

Gln

Thr

Lys

460

Tyr

Pro

Arg

Lys

Leu
540

Ala

Ala

Cys

Ala

285

Glu

Val

Phe

val

Tyr

365

Leu

val

Lys

Asn

Pro

445

Cys

Leu

Val

Arg

Glu

525

Ser

Trp

Glu

Cys

270

Lys

Cys

Glu

Val

Phe

350

Ser

Glu

Phe

Gln

Ala

430

Thr

Cys

Ser

Ser

Pro

510

Phe

Glu

Ala
val
255
His
Tyr
Cys
Asn
Glu
335
Leu
val
Lys
Asp
Asn
415
Leu
Leu
Lys
\.lal
Asp
495
Cys

Asn

Lys

Val

240

Ser

Gly

Ile

Glu

Asp

320

Ser

Gly

Val

Cys

Glu

400

Cys

Leu

Val

His

val

480

Arg

Phe

Ala

Glu



10

15

20

Arg
545

Pro

Ala

Ala

Leu

<210> 26

<211> 762
<212> DNA

Gln

Lys

Phe

Glu

Ile Lys

Ala Thr

Val Glu

580

Glu
595

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2415604 T3

Gln
550

Lys

Lys Glu

565

Lys Cys

Lys Lys

<223> fragmento 1 de Fc hibrido 1 (thFc-1)

<400> 26

atggatgcca
agcccctecg
cccgtggeeg
tccagaacce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggcea
aagaccatca
agccaggaag
cccagcgaca
accccteccg
aagagcagat

aaccactaca

<210> 27
<211> 759
<212> ADN

tgctgagagg
aacccaagag
gccccagegt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
actccaccta
aggagtacaa
gcaaagccaa
agatgaccaa
tcgecegtgga
tgctggatag
ggcaggaagg

cccagaagag

<213> Secuencia Artificial

<220>

cctgtgctge
ctgcgacaag
gttcctgttt
ctgegtggte
tggcgtggaa
cagagtggtg
gtgcaaggtg
aggccagccce
gaaccaggtg
gtgggaaagc
cgatggcagce
caacgtgttc

cctgtceectg

Thr

Gln

Cys

Leu

Ala Leu

Leu Lys

Val Glu Leu

555

Ala vVal Met

570

Lys Ala
585

Val Ala
600

gtgctgectge
acccacacct
ccteccaage
gtggatgtga
gtgcacaacg
agegtgctga
tccaacaaag
agagaacccc
tccectgacct
aacggccagce
ttetttetgt
agctgcagcg

agcctgggat

65

Asp Asp Lys

Ala Ser Gln

tgtgcggege
gccctcecctg
ccaaggatac
gccaggaaga
ccaagaccaa
ccgtgctgea
gcetgcccag
aggtgtacac
gcectggtgaa
ccgagaacaa
acagcagact
tgatgcacga

cc

Val Lys His

Asp
575

Glu Thr Cys

590

Ala Ala Leu

605

cgtgttegtg
ccececgeccect

cctgatgatc

tcccgaagtg

gcccagagaa
ccaggactgg
ctccatcgag
cctgectcee
aggcttctac
ttacaagaca
gaccgtggac

agccctgcac

Asp Phe

Lys
560
Ala

Phe

Gly

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

762



10

15

ES 2415604 T3

<223> fragmento 2 de Fc hibrido (thFc-2)

<400> 27

atggatgcca
agcccctcca
acccagcccc
cgcacceccg
ttcaactggt
cagttcaact
aacggcaagg
accatcagca
caggaagaga
agcgacatcg
cctccecgtge
agcagatggc
cactacaccc
<210> 28

<211> 254
<212> PRT

tgctgagagy
aggaggagca
tgggcgtgtt
aggtgacctg
acgtggatgg
ccacctacag
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggatagcga
aggaaggcaa

agaagagcct

<213> Secuencia Artificial

<220>

cctgtgetge
ggaggagcgc
cctgttccce
cgtggtcgtg
cgtggaagtg
agtggtgagc
caaggtgtcc
ccagcccaga
ccaggtgtcc
ggaaagcaac
tggcagcttc
cgtgttcagc

gtccctgage

<223> secuencia de aminoacidos de thFc-1

<400> 28

gtgctgetyce
gagaccaaga
cccaagccca
gatgtgagcc
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaaaggcc
gaaccceagg
ctgacctgce
ggccageccg
tttctgtaca
tgcagcgtga

ctgggcaag

66

tgtgcggcge
cccccgagtg
aggacaccct
aggaagatcc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgecccagetce
tgtacaccct
tggtgaaagg
agaacaatta
gcagactgac

tgcacgaagc

cgtgttcgtg
ccccagcecac
gatgatcagc
cgaagtgcag
cagagaagag
ggactggctg
catcgagaag
gecetccecage
cttectaccee
caagacaacc
cgtggacaag

cctgcacaac

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

759



Met

Ala

Thr

Leu

Glu

65

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

145

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

225

Asn

5 <210> 29
<211> 253
<212> PRT

Asp

val

Cys

Phe

50

Val

Phe

Pro

Thr
val
130
Ala
Gln
Gly
Pro
Ser
210

Glu

His

Ala

Phe

Pro

35

Pro

Thr

Asn

Arg

vVal

115

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

195

Phe

Gly

Tyr

<213> Secuencia Artificial

10 <220>

Met

val

20

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu
100

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

180

Asn

FPhe

Asn

Thr

Leu

Ser

Cys

Lys

val

Tyr

85

Glu

His

Lys

Gln

Met

165

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
245

ES 2415604 T3

Arg

Pro

Pro

Pro

Val

70

vVal

Gln

Gln

Gly

Pro

150

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

230

Lys

Gly

Ser

Ala

Lys

55

val

Asp

Phe

Asp
Leu
135
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
215

Ser

Ser

Leu

Glu

Pro

40

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp
120
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
200
Arg

Cys

Leu

Cys

Pro

25

Pro

Thr

val

val

Ser
105

Ser

Pro

Gln

Ala

185

Thr

Leu

Ser

Ser

67

Cys

10
Lys
Val
Leu
Ser
Glu

920

Thr

Ser

Gln

val

170

val

Pro

Thr

Val

Leu
250

vVal

Ser

Ala

Met

Gln

75

Val

Tyr

Gly

Ile

vVal

155

Ser

Glu

Pro

Val

Met

235

Ser

Leu

Cys

Gly

Ile

60

Glu

His

Arg

Lys

Glu

140

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

220

His

Leu

Asp

Pro

45

Ser

Asp

Asn

Val

Glu
125
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
205
Lys

Glu

Gly

Leu

Lys

30

Ser

Arg

Pro

Ala

val
110

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

190

Asp

Ser

Ala

Ser

Cys

15
Thr
val
Thr
Glu
Lys

95

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

175

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

His

Phe

Pro

Val

80

Thr

val

Cys

Ser

Pro

160

val

Gly

Asp

Trp

His
240
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<223> secuencia de aminoacidos de thFc-2

<400> 29

Met

Ala

Lys

Phe

Val

65

Phe

Pro

Thr

Val
Ala
145
Gln
Gly
Pro
Ser
Glu
225

His

<210> 30
10 <211>771

Asp

Val

Thr

Pro

50

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
130
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
210

Gly

Tyr

Ala

Phe

Pro

35

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
115

Met

val

20

Glu

Lys

val

Tyr

Glu

100

His

Leu

5

Ser

Cys

Pro

val

Val

85

Gln

Gln

Asn Lys Gly

Gly

Glu

Tyr

Asn

195

Phe

Thr

Gln

Met

Pro

180

Asn

Leu

vVal

Gln

Pro

Thr

165

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
245

Arg

Pro

Pro

Lys

vVal

70

Asp

Phe

Asp

Arg

150

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

230

Ser

Gly

Ser

Ser

Asp

55

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
135
Glu
Asn
Ile
Thr
Arg
215

Cys

Leu

Leu

Lys

His

40

Thr

vVal

val

Ser

Leu
120

Ser

Pro

Gln

Thr
200
Leu

Ser

Ser

Cys Cys Val
10

Glu Glu Gln
25

Thr Gln Pro
Leu Met Ile
Ser Gln Glu

75

Glu Val His
90

Thr Tyr Arg
105

Asn Gly Lys

Ser Ile Glu
Gln Val Tyr
155

Val Ser Leu
170

Val Glu Trp
185

Pro Pro Val

Thr Val Asp

Val Met His
235

Leu Ser Leu
250

68

Leu

Glu

Leu

Ser

60

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
140
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
220

Glu

Gly

Leu

Glu

Gly

45

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr
125

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

205

Ser

Ala

Lys

Leu

Arg

30

val

Thr

Glu

Lys

Ser

110

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

190

Ser

Arg

Leu

Cys

15
Glu
Phe
Pro
val
Thr

95

vVal

Cys

Ser

Pro

Val

175

Gly

Asp

Trp

His

Gly

Thr

Leu

Glu

Gln

80

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

160

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
240



10

15

20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> gen del receptor 2 del TNF soluble humano sintetizado de acuerdo con la optimizacion por codén

<400> 30

atggctcccg
cacgecectge
agactgagag
cagcacgcca
agcacctaca
agctcecgace
agacctggcet
agaaagtgca
tgcaaacccet
cceccaccaga
accagcacca

agcaccagaa

ttectgetge

<210> 31
<211> 257
<212> PRT

tggccgtgtg
ctgecccaggt
agtactacga
aggtgttctg
cccagetgtg
aggtggagac
ggtactgtgc
gacctggcett
gtgcecectgg
tectgeaacgt
gccccaccag

gccagcacac

ccatgggecce

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2415604 T3

ggccgctetg
ggcctttaca
ccagacagec
caccaagacc
gaactgggtg
ccaggectge
cctgagcaag
tggcgtggece
caccttcagce
ggtggccatt
aagcatggcc

ccagcccaca

cagccctcect

gccgtgggece

ccctatgete
cagatgtgtt
agcgacaccg
cccgagtgee
accagagagc
caggagggct
agacccggca
aacaccacat
cceggcaatg
cctggcgeeg

cccgagccca

gccgagggca

tggagctgtg
ccgageeegg
gcagcaagtg
tgtgtgacag
tgagctgtgg
agaatagaat
gcagactgtg
ccgagaccag
ccagcaccga
ccagcatgga
tgcacctgcec

gcacagcccc

gcacaggcga

<223> receptor 2 del TNF soluble humano codificado por el gen sintetizado de

codon

<400> 31

69

ggccgectgece
cagcacctgce
cagccceggc
ctgcgaggac
cagcagatgc
ctgcacctge
tgcccctetg
cgacgtggtg
catctgcaga
tgccgtgtge
ccagcecgtg

tagcaccagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

771

acuerdo con la optimizacién por



Met Ala Pro
Trp Ala Ala
Ala Pro Glu

35

Thr Ala Gln
50

Val Phe Cys
65

Ser Thr Tyr
Gly Ser Arg
Glu Gln Asn

115

Ser Lys Gin
130

Pro Gly Phe
145

Cys Lys Pro
Asp Ile Cys
Asn Ala Ser

195

Met Ala Pro
210

Gln His Thr
225

Phe Leu Leu

<210> 32
<211> 15
5 <212>PRT
<213> Secuencia Atrtificial

val

Ala

20

Pro

Met

Thr

Thr

Cys

100

Arg

Glu

Gly

Cys

Arg

180

Gly

Gln

Pro

Ala

His

Gly

Cys

Lys

Gln

85

Ser

Ile

Gly

vVal

Ala

165

Pro

Asp

Ala

Pro

Met
245

ES 2415604 T3

val

Ala

Ser

Cys

Thr

70

Leu

Ser

Cys

Cys

Ala

150

Pro

His

Ala

val

Thr

230

Gly

Trp

Leu

Thr

Ser

55

Ser

Trp

Asp

Thr

Arg

135

Arg

Gly

Gln

Val

His

215

Pro

Pro

Ala
Pro
Cys

40

Lys

Asp

Gln

Cys

120

Leu

Pro

Thr

Ile

Cys

200

Leu

Glu

Ser

Ala

Ala

25

Arg

Cys

Thr

Trp

val

105

Arg

Cys

Gly

Phe

Cys

185

Thr

Pro

Pro

Pro

Asp

70

Leu

10

Gln

Leu

Ser

Val

vVal

90

Glu

Pro

Ala

Thr

Ser

170

Asn

Ser

Gln

Ser

Pro
250

Ala

val

Arg

Pro

Cys

75

Pro

Thr

Gly

Pro

Glu

155

Asn

Val

Thr

Pro

Thr

235

Ala

val

Ala

Glu

Gly

60

Asp

Glu

Gln

Irp

Leu

140

Thr

Thr

Val

Ser

Val

220

Ala

Glu

Gly

Phe

Tyr

45

Gln

Ser

Cys

Ala

Tyr

125

Arg

Ser

Thr

Ala

Pro

205

Ser

Pro

Gly

Leu

Thr

30

Tyr

His

Cys

Leu

Cys

110

Cys

Lys

Asp

Ser

Ile

190

Thr

Thr

Ser

Ser

Glu

15

Pro

Asp

Ala

Glu

Ser

95

Thr

Ala

Cys

Val

Ser

175

Pro

Arg

Arg

Thr

Thr
255

Leu

Tyr

Gln

Lys

Asp

80

Cys

Arg

Leu

Arg

Val

160

Thr

Gly

Ser

Ser

Ser

240

Gly
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<220>
<223> enlazador de Gly-Ser

5 <400> 32

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

71
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ES 2415604 T3

REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido representado por la siguiente formula
N'-(Z1)p-Y-Z2-Z3-Z4-C’
en la que:
N’ es el extremo Ny C’ es el extremo C del polipéptido.

Z1 es una secuencia de aminoacidos que consta de 5 a 9 restos de aminoacidos consecutivos procedentes del lado
del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 90 a 98 de la SEQ ID NO: 14;

Y es una secuencia de aminoacidos que consta de 5 0 mas restos de aminoacidos consecutivos procedentes del
lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14;

Z2 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 163 a 170 de la
SEQ ID NO: 14;

Z3 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 121 a 220 de la
SEQ ID NO: 13;

Z4 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 221 a 327 de la
SEQ ID NO: 13;y

p es un nimero entero de 0 0 1.
2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que p es 0.

3. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido tiene una secuencia de aminoéacidos tal
como se muestra en la SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21, 22, 23, 28 0 29.

4. Un polipéptido quimérico que es una fusion que comprende un polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 y un polipéptido, proteina o péptido fusionado en el extremo N o el extremo C del polipéptido.

5. El polipéptido quimérico de la reivindicacion 4, en el que la fusion del polipéptido, proteina o péptido
tiene una vida media en circulacién aumentada en comparacion con la vida media en circulacién de la forma natural.

6. El polipéptido quimérico de la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, en el que el polipéptido, proteina o
péptido es una hormona, citocina, factor de crecimiento, molécula coestimuladora, receptor de hormona, receptor de
citocina, receptor de factor de crecimiento, o péptido corto.

7. El polipéptido quimérico de una cualquiera de la reivindicacién 4 a 6, en el que el polipéptido, proteina
0 péptido es EPO, G-CSF, GM-CSF, insulina, hormona del crecimiento humano, GLP-1, p40, receptor de TNF , IL-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, proteina 1 morfogenética 0sea, betacelulina, interferén alfa, IL-10, FSH, Factor
VII, CTLA4, IFN-beta, PD-1, IL-10R, CXCL-11, receptor de TGF-beta , TGF-beta, IL-17, IL- 17R, BTC, OPG 0 RANK,
0 una de sus variantes.

8. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que el polipéptido,
proteina o péptido es una variante de p40 que contiene la sustitucion Asn303GlIn.

9. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que el polipéptido,
proteina o péptido es una proteina secretada, una forma madura de una proteina secretada, o una regién Fab de un
anticuerpo.

10. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que el polipéptido,
proteina o péptido se acoplan entre si mediante un enlazador.

11. El polipéptido quimérico de la reivindicacion 10, en el que el enlazador es un enlazador de albimina o
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un enlazador sintético.
12. El polipéptido quimérico de la reivindicacién 11, en el que:

(a) dicho enlazador de albumina comprende las secuencias 321 a 323, 318 a 325, 316 a 328, 313 a 330, 311 a 333,
0 306 a 338 de la SEQ ID NO: 25; o0

(b) dicho enlazador sintético es un péptido de 10 a 20 restos de aminoéacidos, en el que el péptido esta compuesto
por restos de Gly y Ser.

13. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

14. Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
13.

15. Un procedimiento para producir el polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1

a 12, en el que el procedimiento comprende las etapas de. (i) introducir una molécula de acido nucleico de la
reivindicacion 13 en una célula hospedadora de mamifero, (ii) hacer crecer la célula en condiciones en las que se
pueda expresar el polipéptido en su medio de crecimiento, y (iii) cosechar el polipéptido expresado.

16. Un polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12 para uso en un
procedimiento de tratamiento médico.
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