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DESCRIPCION
Proteinas HLA-G y usos farmacéuticos de las mismas

La presente invencion se refiere a proteinas nuevas y a los usos farmacéuticos de las mismas. La invencion se
refiere de manera mas especifica a proteinas de fusién nuevas que comprenden un dominio de un antigeno HLA-G
fusionado a un dominio Fc de una inmunoglobulina. La invencion se refiere ademas a métodos para producir tales
polipéptidos, a las composiciones farmacéuticas que comprenden los mismos, asi como a sus usos para tratar
diversas enfermedades que incluyen el rechazo de 6rganos/tejidos.

Antecedentes

Los antigenos del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) se dividen en tres clases principales,
concretamente los antigenos de clase |, antigenos de clase Il (HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR), y antigenos de clase
.

Los antigenos de clase | comprenden los antigenos convencionales, HLA-A, HLA-B y HLA-C, que exhiben 3
dominios globulares ([alfa]1, [alfa]2 y [alfa]3), asi como los antigenos no convencionales HLA-E, HLA-F, y HLA-G.

HLA-G es una molécula de Clase | de HLA no clasica expresada por los trofoblastos extravellosos de placenta
humana normal y las células epiteliales del timo. Los antigenos HLA-G se expresan basicamente en las células
citotrofoblasticas de la placenta, y funcionan como agentes inmunomoduladores que protegen al feto del sistema
inmunitario materno (ausencia de rechazo por parte de la madre). Se ha descrito la secuencia del gen de HLA-G
(p.€j., Geraghty et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 9145-9149; Ellis; et al., J. Immunol., 1990, 144, 731-735),
y comprende 4396 pares de bases. Este gen esta compuesto de 8 exones, 7 intrones y un extremo 3' sin traducir,
que corresponden respectivamente a los dominios siguientes: exén 1: secuencia sefal, exén 2: dominio extracelular
alfa1, exén 3: dominio extracelular alfa2, exén 4: dominio extracelular alfa3, exén 5: regiéon transmembrana, exén 6:
dominio citoplasmatico I, exén 7: dominio citoplasmatico Il (sin traducir), exén 8: dominio citoplasmatico IIl (sin
traducir) y regién de 3' sin traducir. Se han identificado siete isoformas de HLA-G, de las cuales 4 estan asociadas a
membranas (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 y HLA-G4) y 3 son solubles (HLA-G5, HLA-G6 y HLA-G7) (véase, p.€j.,
Carosella et al., Blood 2008, vol. 111, pag. 4862).

La isoforma de la proteina HLA-G1 madura comprende los tres dominios externos (a1-a3), la regiéon transmembrana
y el dominio citoplasmatico.

La isoforma de la proteina HLA-G2 no comprende el dominio a2, es decir, los dominios a1 y a3 estan unidos
directamente, seguidos por el dominio transmembrana y el dominio citoplasmatico.

La isoforma de la proteina HLA-G3 carece de ambos dominios a2 y a3, es decir, comprende el dominio a1 unido
directamente al dominio transmembrana y al dominio citoplasmatico. La isoforma de la proteina HLA-G4 carece del
dominio a3, es decir, comprende el dominio a1, el dominio a2, el dominio transmembrana y el dominio
citoplasmatico.

Todas las isoformas de HLA-G solubles carecen de los dominios transmembrana y citoplasmaticos. Mas
especificamente:

La isoforma de la proteina HLA-G5 contiene los dominios a1, a2 y a3, asi como una secuencia peptidica C-terminal
extra de 21 residuos de aminoacidos codificada por el intron 4 (como resultado de la retencion del intrén 4 tras el
corte y empalme del transcrito y la maduracion del ARN).

La isoforma de la proteina HLA-G6 corresponde al HLA-G5 sin a2, es decir, HLA-G6 contiene los dominios a1 y a3,
asi como una secuencia peptidica C-terminal extra de 21 residuos de aminoacidos codificada por el intron 4 (como
resultado de la retencion del intrén 4 tras el corte y empalme del transcrito y la maduracion del ARN.

La isoforma de la proteina HLA-G7 contiene solamente el dominio alfa1, asi como 2 residuos de aminoacidos C-
terminales adicionales codificados por el intrén 2 (como resultado de la retenciéon del intron 2 tras el corte y empalme
del transcrito y la maduracién del ARN).

Todas estas isoformas se han descrito, p.ej., en Kirszenbaum M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 4209-
4213; la solicitud europea EP 0 677 582; Kirszenbaum M. et al., Human Immunol., 1995, 43, 237-241; Moreau P. et
al., Human Immunol., 1995, 43, 231-236).

Los estudios previos han demostrado que las proteinas HLA-G son capaces de inhibir las respuestas alogénicas,
tales como la respuesta proliferativa de linfocitos T, la citolisis mediada por linfocitos T citotoxicos, y la citolisis
mediada por células NK (Rouas-Freiss N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1997, 94, 5249-5254; Semin Cancer Biol
1999, vol 9, pag. 3). Como resultado, las proteinas HLA-G se han propuesto para tratar el rechazo de injertos en el
transplante alogénico o xenogénico de 6rganos/tejidos. Las proteinas HLA-G también se han propuesto para tratar
canceres (documento EP1 054 688), trastornos inflamatorios (documento EP1 189 627) y, mas en general,
enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario. También se ha propuesto fusionar proteinas HLA-G a
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ligandos especificos para dirigir HLA-G hacia células o tejidos particulares (documento WO2007091078). Se deberia
indicar, sin embargo, que no se han proporcionado resultados o datos experimentales que demuestren que tales
fusiones de seleccion del objetivo son activas.

Las isoformas de HLA-G parecen adoptar una conformacién de dimero como resultado de la formacién de un puente
disulfuro intermolecular entre el residuo de cisteina 42 de los dominios a1 de dos moléculas de HLA-G (Apps et al.,
Eur. J. Immunol. 2007, vol. 37 pag. 1924; documento WO2007/011044). Se ha propuesto que los sitios de unién al
receptor de los dimeros de HLA-G son mas accesibles que los de los mondémeros correspondientes, de forma que
los dimeros tendrian una afinidad mayor y una velocidad de disociacion menor que los mondmeros. Sin embargo, no
esta claro qué conformacion es la mas activa para fines farmacéuticos, en especial con relacion a las formas
solubles de HLA-G, ni como se pueden producir dimeros u oligémeros de HLA-G adecuados.

Compendio de la invencion

La presente invencién se refiere a proteinas o polipéptidos nuevos, a las composiciones farmacéuticas que
comprenden los mismos, y a los usos de los mismos. De manera mas especifica, la presente invencion se refiere a
polipéptidos de fusion nuevos que comprenden una secuencia derivada de HLA-G y una secuencia derivada de un
fragmento Fc de inmunoglobulina como se define en la Reivindicacién 1. Estos polipéptidos son capaces de formar
complejos diméricos funcionalmente activos, y son capaces de inhibir de manera eficaz el rechazo de 6rganos in
vivo. Estos polipéptidos representan asi candidatos a farmacos para tratar tales trastornos, asi como otras
enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario.

Un objetivo de la presente invencion reside asi en un polipéptido de fusién que comprende: un primer polipéptido
que comprende la secuencia de un dominio de un antigeno HLA-G, unido a un segundo polipéptido que comprende
la secuencia de un dominio Fc de una inmunoglobulina y que carece de un sitio de unién al antigeno funcional de la
inmunoglobulina.

Como se describira, el dominio de HLA-G contenido en el polipéptido de fusion puede comprender todo o parte de la
porcion extracelular de un antigeno HLA-G, en general todo o una parte funcional de los dominios a1, a2 y/o a3 de
HLA-G. En una realizacidon especifica, el dominio Fc comprende una secuencia que es suficiente para permitir la
formacion de un dimero (homodimero o heterodimero) entre dos polipéptidos de fusidén de esta invenciéon y/o no
contiene un dominio especifico de epitopo/antigeno de la inmunoglobulina.

En una realizacién particular, el polipéptido de fusiéon de la invencién comprende ademas un tercer dominio
polipeptidico que comprende la secuencia de una 32 microglobulina.

Otro objetivo de esta invenciéon es una forma premadura de un polipéptido como se describié anteriormente, que
comprende ademas una secuencia de péptido sefial que provoca la secrecion.

Un objetivo adicional de esta invencion reside en una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de
fusion como se describié anteriormente.

La invencién también se refiere a un vector que comprende una molécula de acido nucleico como se definio
anteriormente.

Otro objetivo de esta invencién es una célula hospedadora recombinante que comprende una molécula de acido
nucleico o un vector como se definié anteriormente.

Un objetivo adicional de esta invencion es un método para producir un polipéptido como se definié anteriormente,
que comprende cultivar una célula hospedadora recombinante de la invencién en condiciones que permiten la
expresion de la molécula de acido nucleico, y recuperar el polipéptido producido.

La invencion se refiere ademas a un dimero (p.ej., un homodimero o un heterodimero) de un polipéptido de la
invencion.

La invencién también se refiere a un anticuerpo que se une de manera especifica a un polipéptido de fusién de esta
invencién o a un dimero del mismo.

La invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido como se definiod
anteriormente, en forma de un monémero o de un multimero.

La invencion también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un acido nucleico que codifica un
polipéptido como se definié anteriormente, o a una célula recombinante que expresa tal polipéptido.

La invencion se refiere ademas a tales polipéptidos o composiciones farmacéuticas para tratar el rechazo de
organos o tejidos, enfermedades inflamatorias o enfermedades autoinmunitarias.
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Un objetivo adicional de esta invencion también se refiere a proporcionar un método para tratar el rechazo de
organos/tejidos, y el método comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un polipéptido
0 composicion de esta invencion. De manera mas especifica, el método comprende administrar el polipéptido o la
composicion al sujeto, antes, durante y/o después de un trasplante de tejidos/érganos.

Un objetivo adicional de esta invencién es proporcionar un método para promover la tolerancia hacia un injerto en un
sujeto, y el método comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de un polipéptido o
composicion como se definié anteriormente.

La invencién se puede usar en cualquier sujeto mamifero, preferiblemente en sujetos humanos. Como se describira
adicionalmente mas adelante, los polipéptidos de esta invencidon son capaces de inhibir sustancialmente el rechazo
de tejidos in vivo tras un trasplante.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Las proteinas de fusion HLA-G-Fc pueden formar dimeros.

Figura 2: Las proteinas de fusion HLA-G-Fc inducen la sefializacion por medio del receptor ILT2.
Figura 3: HLA-G6-Fc promueve la supervivencia de injertos in vivo.

Figura 4: HLA-G1-B2M-Fc promueve la supervivencia de injertos in vivo.

Figura 5: HLA-Ga1-Fc promueve la supervivencia de injertos in vivo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere a polipéptidos de fusién que comprenden un antigeno HLA-G o una porcion del
mismo. Los polipéptidos de fusidon de esta invencion pueden formar dimeros bioldégicamente activos, y se ha
demostrado que inhiben de manera eficaz el rechazo de injertos in vivo. De manera mas especifica, los inventores
han descubierto que, fusionando tal antigeno HLA-G a un dominio Fc de una inmunoglobulina, se pueden generar
proteinas biolégicamente activas, que tienen la capacidad de inducir una tolerancia inmunitaria intensa y pueden
adoptar una conformacion bioldgicamente activa in vivo. Estos resultados son sorprendentes debido a que los
dominios HLA-G nunca se habian fusionado a tales restos formadores de dimeros, y debido a que la posicidon
espacial de los dominios de HLA-G en tales dimeros difiere de la de los complejos de HLA-G que se dan de manera
natural. Los resultados obtenidos demuestran que los polipéptidos de fusidn de esta invencién exhiben una actividad
inmunorreguladora elevada in vivo, y por lo tanto representan medicamentos nuevos para tratar trastornos
relacionados con el sistema inmunitario, en particular para reducir respuestas inmunitarias indeseables o
perjudiciales en un sujeto.

Un primer objetivo de la presente invencién reside asi en un polipéptido de fusién que comprende:
- un primer polipéptido que comprende la secuencia de un dominio de un antigeno HLA-G, unido a

- un segundo polipéptido que comprende la secuencia de un dominio Fc de una inmunoglobulina y que carece
de un sitio de unién al antigeno funcional de la inmunoglobulina.

En el contexto de la presente invencion, los términos "polipéptido" y "proteina" designan, de manera intercambiable,
una molécula que comprende un polimero de residuos de aminoacidos, que pueden estar unidos entre si por medio
de una unién peptidica, o por medio de uniones peptidomiméticas modificadas. Los residuos de aminoacidos de
dichas proteinas o polipéptidos pueden ser residuos de aminoacidos naturales, o residuos de aminoacidos no
naturales o modificados. Pueden estar en una conformacion L y/o D. Ademas, el polipéptido o proteina puede estar
protegido y/o modificado en posicién terminal, p.ej., por medio de una alteracién quimica o fisica de las funciones
laterales, por ejemplo.

En un polipéptido de fusion de esta invencion, los diversos dominios polipeptidicos estan unidos de manera
covalente entre si de forma que se producen, lo mas preferiblemente, como una Unica molécula por medio de
técnicas recombinantes.

Son posibles diversas disposiciones en las proteinas de fusiéon de esta invenciéon. En particular, los diversos
dominios pueden estar colocados en posicién C-ter o N-ter, y unidos entre si directamente o por medio de grupos
espaciadores. En una realizacion muy preferida, el primer polipéptido (es decir, la secuencia derivada de HLA-G) se
localiza en posicion N-ter del segundo polipéptido (la secuencia derivada de Fc), que se localiza en posicion C-ter
del polipéptido de fusion. Como se muestra en los ejemplos, tal conformacion permite la dimerizacion del polipéptido
y una actividad bioldgica eficaz in vivo.

El acoplamiento entre los diversos dominios polipeptidicos puede ser directo, es decir, sin ninguna secuencia
intermedia (aunque puede haber residuos de aminoacidos intermedios para fines de acoplamiento/clonaciéon o como
resultado de etapas de clonacién, p.ej., que corresponden a sitio(s) de restriccion), o indirecto, es decir, con una
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secuencia intermedia (grupo espaciador). En este ultimo caso, el grupo espaciador puede tener una longitud
variable, en general entre 4 y 20 residuos de aminoacidos, y preferiblemente deberia ser biolégicamente inerte. Un
ejemplo de tal grupo espaciador es el motivo (G4S)n, en el que n es un nimero entero de 1 a 4.

En una realizacién preferida de un polipéptido de fusidon de esta invencion, el primer y segundo polipéptidos estan
unidos directamente. De manera mas precisa, el residuo C-terminal de la secuencia derivada de HLA-G esta unido al
residuo N-terminal de la secuencia derivada de Fc.

El dominio de HLA-G contenido en el polipéptido de fusion puede comprender todo o parte de la porcion extracelular
de un antigeno HLA-G, en general todo o una parte funcional de los dominios a1, a2 y/o a3 de un antigeno HLA-G.
La secuencia de aminoacidos de HLA-G1 se ha descrito, p.ej., en Geraghty et al.; Ellis; et al., J. Immunol., 1990,
144, 731-735, citados anteriormente. Las secuencias de aminoacidos de los dominios a1, a2 y a3 pueden derivar
directamente de dichas publicaciones. Estas secuencias también estan disponibles a través de Internet (véanse, por
ejemplo, los numeros de Genebank para HLA-G: primera clonacion de la secuencia gendmica: Geraghty et al, PNAS
1987: PubMed ID: 3480534, GenelD: 3135; Primera clonacién del cADN de HLA-G1: Ellis et al, Journal of
Immunology 1990. PubMed ID: 2295808). Ademas, las secuencias de HLA-G5, HLA-G6 y HLA-G7 también estan
disponibles a partir de los documentos US 5.856.442, US 6.291.659, FR 2.810.047, o Paul et al., Hum. Immunol
2000; 61: 1138).

Como se indicd, los polipéptidos de fusion de esta invencion comprenden al menos una porcidon de un dominio
extracelular de un antigeno HLA-G. En una realizacion preferida, el antigeno HLA-G es un antigeno HLA-G humano.

En una realizacién particular, el polipéptido de fusion de esta invencién comprende al menos la secuencia de
aminoacidos del dominio a1 de un antigeno HLA-G humano.

Segun otras realizaciones especificas, el primer polipéptido de los polipéptidos de fusidon de esta invenciéon se
selecciona de:

- la secuencia de aminoacidos de los dominios a1, a2 y a3 de un antigeno HLA-G;
- la secuencia de aminoacidos de los dominios a1y a3 de un antigeno HLA-G;

- la secuencia de aminoacidos de los dominios a1y a2 de un antigeno HLA-G;

- la secuencia de aminoacidos de HLA-G5;

- la secuencia de aminoacidos de HLA-G6; o

- la secuencia de aminoacidos de HLA-G7.

Un ejemplo especifico de la secuencia de aminoacidos de un dominio a1 de HLA-G humano se proporciona en SEQ
ID N°: 6 (residuos de aminoacidos 21 a 110). Un ejemplo especifico de la secuencia de aminoacidos de HLA-G6
humano se proporciona en SEQ ID N°: 2 (residuos de aminoacidos 25 a 227). Un ejemplo especifico de la secuencia
de aminoacidos de los dominios a1, a2 y a3 de un HLA-G humano se proporciona en SEQ ID N°: 4 (residuos de
aminoacidos 135-412). Se deberia entender que existen variantes naturales de los antigenos HLA-G, p.ej. como
resultado del polimorfismo, que se incluyen en la presente solicitud. Ademas, las variantes de las secuencias
anteriores que carecen de ciertos residuos de aminoacidos (p.ej., entre 1 y 10, preferiblemente entre 1-5, lo mas
preferiblemente 1, 2, 3, 4 6 5), y/o que contienen ciertas sustituciones o inserciones de aminoacidos (p.ej., entre 1y
10, preferiblemente entre 1-5, lo mas preferiblemente 1, 2, 3, 4 6 5) se incluyen también en la presente invencion.

El segundo dominio polipeptidico de los polipéptidos de fusion de esta invencion comprende la secuencia de
aminoacidos de un dominio Fc de una inmunoglobulina. La regién Fc de una inmunoglobulina comprende en general
los dominios CH2 y CH3 de la cadena pesada, asi como la regiéon de la bisagra. EI dominio Fc comprende
preferiblemente una secuencia que es suficiente para permitir la formacién de un dimero (homodimero o
heterodimero) entre dos polipéptidos de fusion de esta invencién. El dominio Fc puede derivar de una
inmunoglobulina de origen humano o animal, tal como, sin limitacién, roedor, equino o primate. El segundo
polipéptido no comprende un dominio especifico del epitopo/antigeno de dicha inmunoglobulina. ElI segundo
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de un dominio Fc de una inmunoglobulina y carece de un sitio
de union al antigeno funcional de la inmunoglobulina.

El dominio Fc puede derivar de una inmunoglobulina de diversos serotipos, tal como de una IgG, una IgA, una IgM,
una IgD o una IgE. La secuencia del dominio Fc deriva preferiblemente de una IgG. Los ejemplos de tales
secuencias de dominios Fc se proporcionan en la presente solicitud. En particular, se proporciona un ejemplo
especifico del dominio Fc de una IgG humana en SEQ ID N° 2 (residuos de aminoacidos 235 a 452). Se
proporciona un ejemplo especifico del dominio Fc de una IgG murina en SEQ ID N°: 6 (residuos de aminoacidos 120
a FIN). Se deberia entender que las variaciones de secuencias se pueden tolerar en la secuencia del dominio Fc,
con tal de que la secuencia resultante conserve la capacidad de formar dimeros. La secuencia de un dominio Fc de
una inmunoglobulina se puede obtener de la secuencia de cualquier inmunoglobulina conocida segun métodos
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conocidos en la técnica. Se deberia entender que la secuencia de los dominios Fc se puede obtener también a partir
de bases de datos, y se puede analizar su capacidad de dimerizar in vitro.

Una realizacién particular de esta invencidn se refiere asi a un polipéptido de fusidbn que comprende un primer
polipéptido y un segundo polipéptido unidos entre si por medio de una uniéon peptidica, en el que el primer
polipéptido se localiza en posicion N-ter del segundo polipéptido, que se localiza en posicion C-ter del polipéptido de
fusion, y en el que el primer polipéptido comprende al menos la secuencia de un dominio a1 de un antigeno HLA-G y
el segundo polipéptido comprende la secuencia de un dominio Fc de una inmunoglobulina.

Los ejemplos especificos de tales polipéptidos de fusion de la invencién son:
- HLA-Ga1-Fc de SEQ ID N°: 6 (o los residuos 21-351 del mismo), y
- HLA-G6-Fc de SEQ ID N°: 2 (o los residuos 25-452 del mismo).

En HLA-Ga1-Fc, el dominio a1 de HLA-G esta fusionado directamente al dominio Fc de una IgG2a de ratén. Los
residuos de aminoacidos intermedios 111 a 119 estan presentes entre los dos dominios. Los residuos de
aminoacidos 1-20 corresponden a la secuencia del péptido sefial de la proteina interleucina-2. HLA-Ga1-Fc, en la
forma madura, por lo tanto, comprende los residuos de aminoéacidos 21-351 de SEQ ID N°: 6.

En HLA-G6-Fc, la secuencia de HLA-G6 esta fusionada directamente al dominio Fc de una IgG2 humana. Los
residuos de aminoacidos intermedios 228-234 estan presentes entre los dos dominios. Los residuos de aminoacidos
1-24 corresponden a la secuencia del péptido sefal de HLA-G. HLA-G6-Fc, en la forma madura, por lo tanto,
comprende los residuos de aminoacidos 25-452 de SEQ ID N°: 2.

Como se menciona en los ejemplos, estos dos polipéptidos son capaces de promover la tolerancia a injertos in vivo.
En particular, HLA-Ga1-Fc, que comprende solamente el dominio a1 de HLA-G, fue inesperadamente el mas eficaz
para retrasar el rechazo de injertos in vivo.

Como se discutio anteriormente, los polipéptidos de fusidon de esta invencion pueden comprender dominio(s)
funcional(es) adicional(es). A este respecto, en una realizacidon particular, los polipéptidos de fusion de esta
invencion comprenden un tercer dominio polipeptidico que comprende la secuencia de una B2 microglobulina. Se
sabe que la isoforma HLA-G1 de HLA-G forma un complejo con B2 microglobulina en la superficie celular. Para
imitar este complejo, la invencidon propone incluir, en los polipéptidos de fusién, una secuencia de la 2
microglobulina, dispuesta de tal manera que permita la formaciéon de un complejo biolégicamente activo. Cuando
esta presente, la secuencia polipeptidica de la 2 microblobulina esta localizada lo mas preferiblemente en la parte
N-terminal del polipéptido de fusion, y esta unida a la primera secuencia polipeptidica, segun el esquema siguiente:

secuencia de B2M - secuencia de HLA-G - dominio Fc

Ademas, en una realizacion muy preferida, la secuencia de B2M esté unida a la secuencia de HLA-G por medio de
un grupo espaciador, que permite el replegamiento adecuado del polipéptido. Lo mas preferiblemente, el grupo
espaciador comprende de 8 a 20 residuos de aminoacidos, mas preferiblemente de 8 a 15, aun mas preferiblemente
de 8 a 12. En una realizacion especifica, el grupo espaciador tiene la secuencia (G4S)n, enlaquenes 2 6 3.

Un ejemplo especifico de tal polipéptido de fusidn de esta invencion es:
- HLA-G1-B2M-Fc de SEQ ID N°: 4 (o los residuos 21-656 del mismo).

En HLA-G1-B2M-Fc, la secuencia B2M esta fusionada a los dominios a1-a2-a3 de HLA-G1 por medio de un ligador
peptidico (residuos 120-134), y el dominio de HLA-G1 esta unido a la secuencia Fc de una IgG2 humana. Los
residuos de aminoacidos 1-20 corresponden a la secuencia del péptido sefial de B2M. HLA-G1-B2M-Fc, en la forma
madura, por lo tanto, comprende los residuos de aminoacidos 21-656 de SEQ ID N°: 4.

Un objetivo adicional de esta invencion es un dimero de un polipéptido como se definié anteriormente. El dimero
puede ser un homodimero, p.ej., entre dos polipéptidos de fusion idénticos, o un heterodimero, p.ej., entre dos
polipéptidos de fusién distintos que comprenden un dominio Fc.

Los polipéptidos de fusién de esta invencion se pueden obtener mediante el uso de métodos conocidos por si
mismos en la técnica, tales como sintesis artificial, técnicas recombinantes, y/o combinaciones de las mismas. En
una realizacion tipica, como se ilustra en los ejemplos, los dominios se producen mediante técnicas recombinantes,
preferiblemente directamente en forma de un polipéptido de fusién, partiendo de un polinucleétido codificante
quimérico.

A este respecto, un objetivo adicional de esta invencidon es una molécula de acido nucleico que codifica un
polipéptido de fusién como se definié anteriormente. El acido nucleico puede ser, p.ej., ARN o ADN, monocatenario
o bicatenario. Se puede producir mediante métodos conocidos por si mismos en la técnica, tales como ingenieria
genética, sintesis quimica o enzimédtica, etc. En una realizacion particular, el 4cido nucleico comprende ademas una
secuencia que codifica un péptido lider para la secrecién, unido de forma operable a la secuencia que codifica el
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polipéptido de fusion. Como resultado, la expresion de tal acido nucleico conduce a la secrecion del polipéptido de
fusion por la célula hospedadora seleccionada. El péptido lider puede ser de origen diverso, tal como de genes
humanos o mamiferos, p.ej., B2M, interleucina, HLA-, etc. Los ejemplos especificos de acidos nucleicos de esta
invencién son moléculas de acido nucleico que comprenden SEQ ID N°: 1, 3, 0 5.

Un objetivo adicional de esta invencion reside también en un vector que comprende un acido nucleico como se
definié anteriormente. El vector puede ser un vector de clonacion y/o de expresion, tal como un plasmido, césmido,
fago, un vector viral, un cromosoma artificial, etc. Los ejemplos especificos de tales vectores incluyen plasmidos
pFUSE, plasmidos pUC, plasmidos pcDNA, plasmidos pBR, vectores retrovirales, vectores adenovirales, vectores
baculovirales, vectores de fago lambda, etc. El vector puede comprender secuencias reguladoras, tales como un
promotor, un terminador, un origen de replicacion, etc. El vector se puede usar para producir polipéptidos de esta
invencion in vitro, mediante técnicas recombinantes, o directamente in vivo, en aproximaciones de terapia génica.

Un objetivo adicional de esta invencion es una célula hospedadora recombinante que comprende un acido nucleico o
un vector como se definié anteriormente. La célula hospedadora puede ser procariética o eucariética. Los ejemplos
de hospedadores procarioticos incluyen cualquier bacteria, tal como E. coli. Los ejemplos de células eucarioticas
incluyen levaduras, hongos, células de mamifero, células vegetales o células de insecto. Las células recombinantes
de esta invencion se pueden preparar mediante métodos de transformacion conocidos por si mismos en la técnica,
tales como transfeccion, lipofeccion, electroporacion, transformacion de protoplastos, etc. Estas células se pueden
mantener y cultivar en cualquier medio de cultivo adecuado.

Las células recombinantes de esta invencion se pueden usar, p.gj., para producir polipéptidos de esta invencion in
vitro 0 ex vivo, o como productos de terapia celular, para producir los polipéptidos in vivo.

A este respecto, un objetivo de esta invencion reside también en un método para producir un polipéptido como se
describié anteriormente, y el método comprende cultivar una célula hospedadora recombinante de la invencion en
condiciones que permiten la expresion de la molécula de acido nucleico, y recuperar el polipéptido producido. El
polipéptido se puede recuperar y/o purificar mediante el uso de métodos conocidos por si mismos en la técnica, tales
como centrifugacion, filtracion, técnicas cromatograficas, etc.

Tras la produccion, los polipéptidos de esta invencién se pueden modificar para mejorar sus propiedades, por
ejemplo para mejorar sus propiedades farmacocinéticas. A este respecto, se pueden modificar para incrementar su
estabilidad o resistencia a proteasas, tal como afiadiendo grupos protectores terminales (p.ej., amida, éster).
También se pueden revestir en un soporte portador para incrementar la densidad del polipéptido.

Un objetivo adicional de esta invencién es una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido como se
definié anteriormente y, preferiblemente, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un objetivo adicional de esta invencion es una composicion farmacéutica que comprende un acido nucleico como se
definié anteriormente y, preferiblemente, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un objetivo adicional de esta invencién es una composicién farmacéutica que comprende una célula recombinante
como se definié anteriormente y, preferiblemente, un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los excipientes o vehiculos adecuados incluyen cualquier vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como agentes
tamponadores, agentes estabilizantes, diluyentes, sales, conservantes, agentes emulsionantes, edulcorantes, etc. El
excipiente comprende en general una disolucidon acuosa o no acuosa isotonica, que se puede preparar segun
técnicas conocidas. Las disoluciones adecuadas incluyen solutos tamponados, tales como disolucion tamponada de
fosfato, disoluciones de cloruro, disolucion de Ringer, y similares. La preparacion farmacéutica esta en general en
forma de una composicion inyectable, preferiblemente una composicion inyectable liquida, aunque también se
pueden considerar otras formas, tales como comprimidos, capsulas, jarabes, etc. Las composiciones de esta
invencién se pueden administrar por varias vias diferentes, tales como por via sistémica, parenteral, oral, rectal,
nasal o vaginal. Se administran preferiblemente mediante inyeccién, tal como inyeccién intravenosa, intraarterial,
intramuscular, intraperitoneal, o subcutdnea. También se considera la administracion transdérmica. El técnico
experto puede ajustar la dosis especifica, dependiendo del estado patolégico, el sujeto, la duracion del tratamiento,
la presencia de otros ingredientes activos, etc. En general, las composiciones comprenden dosis unitarias de entre
10 ng y 100 mg de polipéptido de fusidn, mas preferiblemente entre 1 ug y 50 mg, aun mas preferiblemente entre
100 pg y 50 mg.

Las composiciones de la presente invencion se administran preferiblemente en cantidades eficaces, es decir, en
cantidades que son, a lo largo del tiempo, suficientes para al menos reducir o prevenir la progresion de la
enfermedad. A este respecto, las composiciones de esta invencién se usan preferiblemente en cantidades que
permiten la reduccién de una respuesta inmunitaria perjudicial o indeseable en un sujeto.

Como se menciond anteriormente, los polipéptidos de fusion de esta invencién tienen una actividad reguladora
intensa del sistema inmunitario y se pueden usar para tratar una diversidad de enfermedades asociadas a una
respuesta inmunitaria anormal o indeseable. De manera mas especifica, los polipéptidos de esta invencién son
adecuados para tratar trastornos relacionados con el sistema inmunitario tales como, en particular, rechazo de
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organos o tejidos, enfermedades inflamatorias o enfermedades autoinmunitarias.

Como se describe en la seccion experimental, los polipéptidos de esta invencion pueden inhibir sustancialmente el
rechazo de injertos alogénicos o xenogénicos in vivo.

Un objetivo de la presente invencion reside asi en un polipéptido o composicién como se describié anteriormente
para tratar el rechazo de injertos.

Un objetivo adicional de esta invencion reside en proporcionar un método para tratar el rechazo de injertos en un
sujeto, y el método comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una composicion como
se describié anteriormente.

El término tratar designa, por ejemplo, la promocién de la tolerancia a injertos en el sujeto receptor. El tratamiento se
puede llevar a cabo antes, durante y/o después del injerto, y se puede usar como una terapia alternativa a los
agentes inmunosupresores existentes, 0 como una terapia combinada con agentes inmunosupresores concretos. La
invencién es aplicable al trasplante alogénico, semi-alogénico o incluso xenogénico, y se puede usar para cualquier
tipo de érganos o tejidos trasplantados que incluyen, sin limitacion, tejidos sélidos, tejidos liquidos o células, que
incluyen corazon, piel, rifidon, higado, pulmén, higado-rifién, etc.

Un objetivo adicional de esta invencién es proporcionar un método mejorado para trasplantar un érgano o tejido en
un sujeto, y la mejora comprende administrar al sujeto, antes, durante y/o después del trasplante, una cantidad
eficaz de una composicion como se describié anteriormente.

Un objetivo adicional de esta invencién es proporcionar un método para promover la tolerancia a injertos en un
sujeto, y el método comprende administrar al sujeto, antes, durante y/o después del trasplante, una cantidad eficaz
de una composicién como se describid anteriormente.

Un objetivo adicional de esta invencion es proporcionar un método para reducir el rechazo de injertos en un sujeto, y
el método comprende administrar al sujeto, antes, durante y/o después del trasplante, una cantidad eficaz de una
composicion como se describid anteriormente.

Un objetivo adicional de la presente invencion reside en un polipéptido o composicion como se describio
anteriormente para tratar una enfermedad autoinmunitaria. La invencion también proporciona un método para tratar
una enfermedad autoinmunitaria en un sujeto, y el método comprende administrar a un sujeto que lo necesita una
cantidad eficaz de una composicién como se describié anteriormente. La enfermedad autoinmunitaria puede ser
artritis reumatoide, enfermedad de Crohn o esclerosis multiple. En tales enfermedades, la invencién permite reducir
la respuesta inmunitaria perjudicial que es responsable de la patologia.

Otro objetivo de la presente invencion reside en un polipéptido o composicion como se describié anteriormente para
tratar una enfermedad inflamatoria.

Un objetivo adicional de esta invencion reside en la provision de un método para tratar una enfermedad inflamatoria
en un sujeto, y el método comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una composicion
como se describié anteriormente.

Se deberia entender que la cantidad de la composicién realmente administrada debe ser determinada y adaptada
por un médico, a la luz de las circunstancias relevantes que incluyen la afeccién o afecciones a tratar, la composicion
exacta administrada, la edad, el peso, y la respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del
paciente, y la via de administracion elegida. Por lo tanto, los intervalos de dosis anteriores pretenden proporcionar
una guia y apoyo general para las ensefianzas de la presente memoria, pero no pretenden limitar el alcance de la
invencion.

Los aspectos y ventajas adicionales de esta invencion se describiran en los ejemplos siguientes, que se deberian
considerar ilustrativos y no limitantes del alcance de esta solicitud.

Ejemplos
Materiales y Métodos
Amplificacién mediante PCR

Se llevaron a cabo las PCR en un GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer) en un volumen final de 50 pl que
contenia 20 ng de ADN, 200 nM de cada cebador, 200 uM de dNTP (Invitrogen), 2,5 yl de Tampon de PCR 10X
(Perkin Elmer), 2,5 Unidades de Taq polimerasa (Perkin Elmer) y 27 ul de agua.

El programa usado fue el siguiente:

Desnaturalizacion del ADN durante 5 minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos de:
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30 segundos a 94 °C

30 segundos a 58 °C

1 minuto a 72 °C

Al final del ultimo ciclo, se llevé a cabo una etapa de 5 minutos a 72 °C

Vectores

Los vectores pFUSE-hFc1 y pFuse-mFc2 se adquirieron de la empresa InvivoGen.
Digestion enzimatica

Las digestiones con las enzimas de restriccion se llevaron a cabo como recomendoé el fabricante (Invitrogen). En
general, las digestiones se llevaron a cabo durante 1 hora a 37 °C con 1 ug de ADN y 5 unidades de enzimas de
restriccion en el tampodn adecuado.

Ligaduras

La ligadura de los fragmentos de PCR en el vector de expresion se llevé a cabo con la ADN ligasa de T4 de
Promega como recomendd el fabricante. Para la construccion HLA-G5-beta-2 microglobulina, la ligadura del
fragmento de PCR en pcDNA 3.1 D/V.5-His-Topo (Invitrogen) se llevé a cabo directamente con el equipo de
expresion 3.1 Directional TOPO® (Invitrogen).

Purificaciéon de plasmidos

La purificacion de los plasmidos se llevo a cabo con el GenElute™ Plasmid Midiprep (Sigma) como recomendo el
fabricante.

Produccioén de proteinas

Para la produccion de la proteina de fusion, se transfectaron células HEK293T o HELA mediante las diversas
construcciones con el método de lipofectamina (Invitrogen) y se mantuvieron a 37 °C, 5% de CO, en DMEM (medio
de Eagle modificado por Dulbecco) complementado con un 10% de suero bovino fetal y glutamina 0,3 M. Después
de 48 horas se recogieron los sobrenadantes, se filtraron a través de un filtro de 0,2 ym y después se usaron para
los experimentos o para preparar disoluciones de reserva.

Ejemplo 1: Clonacion y sintesis de HLA-G6-Fc

La secuencia de cADN de HLA-G de la secuencia lider, a1, a3 y el intron 4 se amplificaron mediante PCR con un
molde de pcDNA de HLA-G6. Esta secuencia se amplificé mediante PCR para introducir sitios de restriccion Age | y
Xho | con los cebadores siguientes:

5'AAAACCGGTATGGTGGTCATGGCGCCCCG 3' (SEQ ID N°: 7)

y
5'AAACTCGAGAGGTCTTCAGAGAGGCTCCTGCTT' (SEQ ID N°: 8).

Esta secuencia amplificada se digirié con las enzimas de restriccion Age | y Xho | y después se ligd en el vector
pFUSE-hFc1 digerido previamente con Age | y Xho |. La secuencia de cADN resultante se describe en SEQ ID N°: 1
y la secuencia de aminoacidos se describe en SEQ ID N°: 2.

La proteina se produjo como se describié en los materiales y métodos.
Ejemplo 2: Clonacion y sintesis de HLA-G1-B2M-Fc

La secuencia que codifica la Beta-2 microglobulina humana se amplificé mediante PCR con los cebadores B2M Sig
Mlu | Sph IS cgtc GCATGC ACGCGT CG ATG TCT CGC TCC GTG GCC (SEQ ID N° 9) y B2M-L-a1 AS
TCATGGAGTGGGAGCC GGATCCGCCACCTCC GGATCCGCCACCTCC GGATCCGCCACCTCC
CATGTCTCGATCCCACTT (SEQ ID N°: 10) que permitieron eliminar el codén de parada e introducir un espaciador
que correspondia a la secuencia de aminoacidos (GGGS)x2.

En paralelo, la secuencia de cADN que correspondia al dominio a1, a2 y a3 de HLA-G 1 se amplific6 mediante PCR
con los cebadores HLA-Ga3 Xho Sal AS tatg GTCGAC CTCGAG CGC AGC TGC CTT CCA TCT CAG CAT GAG
(SEQ ID N°: 11) y HLA-G a1 Mlu Sph S acgtc GCATGC ACGCGT CG GGC TTC CAC TCC ATG A (SEQ ID N°: 12)
que permitieron eliminar la secuencia lider del péptido y el codon de parada. Los fragmentos de PCR de la beta-2
microglobulina y del dominio a1, a2, a3 de HLA-G1 se digirieron con la enzima de restriccion Eag |, se purificaron y
se ligaron. La secuencia de fusion Beta-2 microglobulina / dominio a1, a2, a3 obtenida se digiri6 después con las
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enzimas de restriccion Miu | y Xho | y se ligd en el vector PGEMT/easy (Promega) digerido previamente con Miu | y
Xho |. Esta construccion se amplific6 después mediante PCR con los cebadores B2M Sig Miu | Sph | IS cgtc
GCATGC ACGCGT CG ATG TCT CGC TCC GTG GCC (SEQ ID N°: 13) y HLA-Ga3 Xho Sal AS tatg GTCGAC
CTCGAG CGC AGC TGC CTT CCA TCT CAG CAT GAG (SEQ ID N°: 14). El fragmento amplificado obtenido se
digiri6 después con Age | y Xho | y se introdujo en el sitio de clonacién Age | y Xho | del vector pFUSE-hFc1 para
que estuviera en fase con el cADN que codificaba el Fc de 1IgG2 humana (InVivogen, Toulouse, Francia). La
secuencia de cADN resultante se describe en SEQ ID N°: 3 y la secuencia de aminoacidos se describe en SEQ ID
N°: 4.

La proteina se produjo como se describid en los materiales y métodos.
Ejemplo 3: Clonacién y sintesis de HLA-Ga1-Fc

La secuencia de cADN del dominio alfa-1 de HLA-G se amplificé mediante PCR con el uso de los cebadores 5'AAA
GAA TTC GGG CTC CCA CTC CAT GAG GT 3' (SEQ ID N°: 15) y 5’AAA GAT ATC CCA CTG GCC TCG CTC TGG
TTG3' (SEQ ID N°: 16). Tras la digestion con enzimas de restriccion del fragmento de PCR alfa-1 y el vector pFUSE-
mFc2 (Invivogen) con las enzimas de restriccion EcoRI y EcoRV, el fragmento de PCR alfa-1 se ligd en el vector
pFUSE-mFc2 que contenia la secuencia sefial de IL-2 y la region Fc de 1gG2a de ratdon. La secuencia de cADN
resultante se describe en SEQ ID N°: 5y la secuencia de aminoacidos se describe en SEQ ID N°: 6.

La proteina se produjo como se describid en los materiales y métodos.
Ejemplo 4: Las proteinas de fusién HLA-G/Fc forman dimeros

La Figura 1 representa la migracion de proteinas diméricas ("no reducidas" (a la izquierda)) y monoméricas
("reducidas” (a la derecha)) de HLA-G-beta-2-microglobulina/Fc mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Las
proteinas HLA-G/Fc presentes en el sobrenadante se inmunoprecipitaron con microesferas de Proteina G-sefarosa
(GE Healthcare). Los inmunoprecipitados se lavaron tres veces con PBS 1X. Las proteinas se eluyeron después
mediante incubacién con tampdn de muestras que contenia ditiotreitol 10 mM ("reducidas") o no ("no reducidas"), se
sometieron ebullicion, se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham Pharmacia Biosciences). Tras la incubacion con un 5% de leche desnatada
en PBS 1X, la membrana se incub6 durante la noche con anticuerpo anti-HLA-G (4H84) y se revelé mediante el uso
de anticuerpo secundario anti-ratén de cabra conjugado a peroxidasa de rabano. Las membranas se revelaron con
el sistema de deteccion ECL (Amersham Pharmacia Biosciences).

Los resultados presentados demuestran la capacidad de las proteinas HLA-G/Fc de esta invencién de formar
dimeros.

Ejemplo 5: Las proteinas de fusién HLA-G-Fc inducen la sefializacién por medio del receptor ILT2

Este ejemplo describe el efecto de las proteinas de fusion HLA-G-Fc de esta invencion en un ensayo de células
indicadoras NFAT, para determinar la unién al receptor ILT2 y la sefializacion posterior.

Material

Microesferas de sulfato-latex del 4%p/v de 5 ym (Invitrogen)

Fragmento Fc anti-IgG de ratén de cabra AffiniPure de 1,8 mg/ml (Jackson ImmunoResearch)
Fragmento Fc anti-IgG de ratén de cabra AffiniPure de 1,3 mg/ml (Jackson ImmunoResearch)
Control Negativo de Hela

HLA- G1-b2m/hFc1 1,5 pg/ml

HLA- G6/Fc 0,5 pg/mi

Células indicadoras NFATGFP

Método

Las células indicadoras NFATGFP se cultivaron durante 2 dias antes del ensayo. Brevemente, las células
indicadoras y las microesferas revestidas con la proteina de fusion HLA-G/Fc se co-cultivaron en una proporcién 1:5
durante 16 h y después se analiz6 la expresién de GFP mediante citometria de flujo.

Resultados

Los resultados se representan en la Figura 2, y demuestran que las proteinas de fusién son capaces de inducir la
expresion de GFP, lo que indica que son funcionalmente activas.
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Ejemplo 6: Efecto de las proteinas de fusion HLA-G/Fc sobre el trasplante de piel alogénico
Materiales

Microesferas de sulfato-latex del 4%p/v de 5 ym (Invitrogen)

Fragmento Fc anti-IgG de ratén de cabra AffiniPure de 1,8 mg/ml (Jackson ImmunoResearch)
Fragmento Fc anti-IgG de ratén de cabra AffiniPure de 1,3 mg/ml (Jackson ImmunoResearch)
Control Negativo de Hela

HLA-G1-b2m/hFc1 1,5 pg/ml,

alfa1/mfc2 1,5 pg/ml

HLA- G6/Fc 0,5 pug/ml.

Método

Para cada proteina de fusiéon HLA-G/Fc, 10® microesferas de Sulfato-latex se revistieron con 20 ug/ml de fragmento
Fc anti-IgG de ratén (o anti-humano) de cabra AffiniPure 2 hr a 37 °C, seguido de una incubacién de 2 hr con BSA (2
mg/ml). Después de lavar, las microesferas se incubaron con 0,5 pyg/ml de proteinas de fusion HLA-G/Fc a 4 °C
durante 16 hr. Posteriormente, las microesferas se lavaron 2 veces con PBS 1x. Se usaron 5 ml de proteinas de
fusion HLA-G/Fc (1 pg/ml) para 5x10° microesferas de sulfato-latex. Como control negativo, se prepararon
microesferas de sulfato-latex de una manera idéntica, excepto porque se usé PBS 1x o Control Negativo de HelLa en
lugar de las proteinas de fusion HLA-G/Fc. Se inyectaron microesferas de sulfato-latex (5><106) de manera
intraperitoneal en el dia antes del injerto de piel.

Se usaron ratones C57BL/6 (H-2b) exentos de patégenos especificos y ratones transgénicos para ILT4 (H-2b) (8-10
semanas de edad) como receptores de los injertos de piel a lo largo de todo el estudio. Los ratones receptores
recibieron microesferas acopladas a HLA-G. La piel donante fue de ratones B6.CH-2bm12 (bm12, H-2b) dispares de
la clase Il del MHC. Se han llevado a cabo injertos de piel alogénicos mediante métodos habituales. Brevemente, la
piel (1,0 sz) de la cola de los ratones donantes (12-14 semanas de edad) se injert6 sobre el flanco de los ratones
receptores anestesiados. El injerto se cubridé con gasa y esparadrapo, que se eliminaron en el dia 10. Los injertos se
puntuaron diariamente hasta el rechazo (definido como un 80% de tejido injertado transformado en necrético y con
un tamafio reducido). Todos los datos de supervivencia de los injertos de piel se analizaron mediante el analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier.

Resultados

Los resultados se representan en las Figuras 3-5. Demuestran que todas las proteinas de fusion fueron capaces de
mejorar sustancialmente la tolerancia a los injertos in vivo. En particular, demuestran que las proteinas de fusion son
capaces de mejorar hasta un 50% la tolerancia a los injertos (véase, p.ej., la Fig. 5), que es muy sorprendente e
importante. Se deberia indicar que cada dia de supervivencia del injerto en el modelo corresponde a
aproximadamente al menos un mes de supervivencia del injerto en sujetos humanos, de forma que se cree que las
proteinas de esta invencidon mejoran la supervivencia del injerto en al menos 10 meses en los sujetos humanos.

1"
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LISTADO DE SECUENCIAS.
SEQ ID N°: 1 - Secuencia de cADN para HLA-G6-hFc de 1gG2
Secuencia de ADN alfa-1 sec. seiial/alfa-1/alfa-3/intrén-4/MCS/hFc de IgG2

ACCGGTATGGTGGTCATGGCGCCCCGAACCCTCTTCCTGCTACTCTCGG
GGGCCCTGACCCTGACCGAGACCTGGGCGGGCTCCCACTCCATGAGGTA
TTTCAGCGCCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCC
ATGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACTCGGCG
TGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCAGA
GTATTGGGAAGAGGAGACACGGAACACCAAGGCCCACGCACAGACTGACA
GAATGAACCTGCAGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCAACC
CCCCCAAGACACACGTGACCCACCACCCTGTCTTTGACTATGAGGCCACCCT
GAGGTGCTGGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCATACTGACCTGGCA
GCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACGTGGAGCTCGTGGAGACCAGGC
CTGCAGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTG
GAGAGGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCGGAG
CCCCTCATGCTGAGATGGAGTAAGGAGGGAGATGGAGGCATCATGTCTGTT
AGGGAAAGCAGGAGCCTCTCTGAAGACCT{TCGAGCACCATGGTTAGATCT
GTGGAGTGCCCACCTTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCTTCAGTC
TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTGATGATCTCCAGAACCC
CTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGG
TCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCATGGAGGTGCATAATGCCAAGA
CAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCG
TCCTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCC
CATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG
TCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCG
ACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGT
GGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGC
ACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID N°: 2: Secuencia proteica de HLA-G6-hFc de IgG2
Secuencia sefial: aminoacidos 1-24

G6: aminoacidos 25-227

MCS: aminoacidos 228-234

Fc: aminoacidos 235-452

12
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DSDSACPRMEPRAPWVEQEGPEYWEEETRN
TKAHAQTDRMNLQTLRGYYNQSEANPPKTH
VTHHPVFDYEATLRCWALGFYPAETIILTWOQ
RDGEDQTQDVELVETRPAGDGTP FOQEKWAAVYV
VPSGEEQRYTCHVQHEGLPEPLMLRWSEKEG
DGGIMSVRESRSLSEDLSSTMVRSVECPEPC
PAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGMEVHNAKTK
PREEQFNSTFRVVSVLTVVHQOQDWLNGEKEYK
CKVSNKGLPAPIEKTISKTEKGOQPREPOQVYT
LPPSREEMTEKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKS
LSLSPGK Stop

SEQ ID N°: 3: Secuencia de ADN de HLA-G1 32m hFc 1gG2
sec. sefial B2m/Beta 2m/ligador/a1/a2/a3/ hFc de 1gG2

ACCGGTATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCTCTTT
CTGGCCTGGAGGCTATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAGGTTTACTCACGT
CATCCAGCAGAGAATGGAAAGTCAAATTTCCTGAATTGCTATGTGTCTG
GGTTTCATCCATCCGACATTGAAGTTGACTTACTGAAGAATGGAGAGAG
AATTGAAAAAGTGGAGCATTCAGACTTGTCTTTCAGCAAGGACTGGTCT
TTCTATCTCTTGTACTACACTGAATTCACCCCCACTGAAAAAGATGAGT
ATGCCTGCCGTGTGAACCATGTGACCTTGTCACAGCCCAAGATAGTTAA
GTGGGATCGAGACATGGGAGGTGGCGGATCCGGAGGTGGCGGATCCGGA
GGTGGCGGATCCGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCAGCGCCGCCGTGT
CCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCATGGGCTACGTGG
ACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACTCGGCGTGTCCGAGGA
TGGAGCCGCGGGCGCCGTGGGTGGAGGAGGAGGGGCCGGAGTATTGG
GAAGAGGAGACACGGAACACCAAGGCCCACGCACAGACTGACAGAATG
AACCTGCAGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCAGTTCT
CACACCCTCCAGTGGATGATTGGCTGCGACCTGGGGTCCGACGGACGC
CTCCTCCGCGGGTATGAACAGTATGCCTACGATGGCAAGGATTACCTC
GCCCTGAACGAGGACCTGCGCTCCTGGACCGCAGCGGACACTGCGGCT
CAGATCTCCAAGCGCAAGTGTGAGGCGGCCAATGTGGCTGAACAAAGG
AGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCACAGATACCTG
GAGAACGGGAAGGAGATGCTGCAGCGCGCGGACCCCCCCAAGACACA
CGTGACCCACCACCCTGTCTTTGACTATGAGGCCACCCTGAGGTGCTG
GGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCATACTGACCTGGCAGCGGGA
TGGGGAGGACCAGACCCAGGACGTGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTG
CAGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTG
GAGAGGAGCAGAGATACACGTGCCATGTGCAGCATGAGGGGCTGCCG
GAGCCCCTCATGCTGAGATGGAAGGCAGTTGCCTCGAGCACCATGGTTAG
ATCTGTGGAGTGCCCACCTTGCCCATCGAGCACCATGGTTAGATCTGTGGAGTG
CCCACCTTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCTTCAGTCTTCCTCTTC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTGATGATCTCCAGAACCCCTGAGGTC

13
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ACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTC
AACTGGTACGTGGACGGCATGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCA
CGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACC
GTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTC
TCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCA
AAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC
ACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID N°: 4: Proteina HLA-G1 $2m hFc 1gG2
sec. sefial B2m: aminoacidos 1-20

Beta 2m: aminoéacidos 21-119

Ligador: aminoacidos 120-134

al/a2/a3: aminoacidos 135-412

hFc de 1IgG2 aminoacidos 413-FIN

MSRSVALAVLALLSLSGLEAIOQRTPEKIOQVY
SRHPAENGKSNFLNCYVSGFHPSDIEVDLL
KNGERIEKVEHSDLSFSKDWSFYLLYYTETF
TPTEKDEVYACRVNHVTLSQPKIVKWDRDMG
GGGSGGGG6GSGGGEGSGESHSMRYFEPSAAVSRPG
RGEPRFIAMGYVDDTQFVRFDSDSACPRME
PRAPWVEEEGPEYWEEETRNTEKAHAQTDRM
NLOQTLRGYYNOQSEASSHTLQWMTIGCDILGSD
GRLLRGYEOQYAYDGKDYLALNEDILRSWTAA-A
DTAAQI SKRKCEAANVAEQRRAYLEGTTCVE
WLHRYLENGKEMLOQRADPPKTHVTHHTPVED
YEATLRCWALGFYPAEIILTWOQRDGETDOQTOQ
DVELVETRPAGDGTFQEKWAAVVYVPSGEEQ QR
YTCHVQHEGLPEPLMLRWKAVASSTMVRSYV
ECPPCPSSTMVRSVECPPCPAPPVAGPSVTF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHETDTP
EVQFNWYVDGMEVHNAKTE KPREEOQFNSTTFR
VVSVLTVVHOQOQDWILNGEKEYKCKVSNKGLPAP

14
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IEKTISEKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTI KN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES SNGOQPENNY
KTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDEKSRWQOGN
VFSCSVMHEALHNHYTOQKSLSLSUPGHK

SEQ ID N°: 5: Secuencia de ADN de sec. sefial IL2/alfa-1/MCS/Fc de IlgG2a de ratén

FIACAGGATOCAACECCIGTCTIGUATTGUACTAAGTCTIGOACTTOTOA
¢ GAATTCGGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCAGCGCCGCCGTGTCCCGGCC
CGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCCATGGGCTACGTGGACGACACGCA
GTTCGTGCGGTTCGACAGCGACTCGGCGTGTCCGAGGATGGAGCCGCGGGC
GCCGTGGGTGGAGCAGGAGGGGCCAGAGTATTGGGAAGA GGAGACACGGA
ACACCAAGGCCCACGCACAGACTGACAGAATGAACCTGCAGACCCTGCGCG
GCTACTACAACCAGAGCGAGGCCAGTGGGATATCGGCCATGGTTAGATCTCCC
AGAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCT
AACCTCTTGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGG
ATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTGTGGTGGTGGA
TGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAA
CGTGGAAGTACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAA
CAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTG
GATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACCTCCC
AGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGC
TCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAA
CAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTT
ACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACA
CTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCT
GAGAGTGGAAAAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTC
AGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTC
CCGGACTCCGGGTAAATGA

SEQ ID N°: 6:

sec. sefial de IL2: aminoacidos 1-20
alfa-1: aminoacidos 21-110
MCS: aminoacidos 111-119

Fc de IgG2a de raton: aminoacidos 120-FIN

MYRMQLLSCIALSLALVTNSGSHSMRYTFSA
AVSRPGRGEPRFIAMGYVDDTQPFVRPFDSDS
ACPRMEPRAPWVEQEGPEYWEEETRNTIKAH
AQTDRMNLOQTLRGYYNQSEASGISAMVRSP
RGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPK
IKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQIS
WFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSAL
PIQHOQODWMSGEKEFKCKVNNKDLPAPIERTI
SKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTEKEKOQVTLT
CMVTDFMPEDIYVEWTNNGE KTELNYKNTETP
VLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCS
VVHEGLHNHHTTEKSFSRTZPGK Stop
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> HLA-G TECHNOLOGIES

<120> Proteinas HLA-G y usos farmacéuticos de las mismas

<130> B795PC00

<160> 16

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211> 1380
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de cADN para HLA-G6-hFc de 1gG2

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de ADN alfa-1

<400> 1

accggtatgg
ctgaccgaga
ccecggcecgeyg
cggttcgaca
gaggggccag
agaatgaacc
acacacgtga
ggcttctacc
gacgtggagc
gtggtggtgce
ccggagcccce
gaaagcagga
ccttgcccag
gacaccctga
gaagaccccg
acaaagccac

gtgcaccagg

tggtcatggc
cctgggcggg
gggagccccg
gcgactcggce
agtattggga
tgcagaccct
cccaccaccce
ctgcggagat
tcgtggagac
cttctggaga
tcatgctgag
gcctctctga
caccacctgt
tgatctccag
aggtccagtt
gggaggagca

actggctgaa

sec. sefal/alfa-1/alfa-3/intron-4/MCS/hFc de 1I9G2

gccccgaacce
ctcccactcce
cttcatcgcc
gtgtccgagg
agaggagaca
gcgcggctac
tgtctttgac
catactgacc
caggcctgca
ggagcagaga
atggagtaag
agacctctcg
ggcaggacct
aacccctgag
caactggtac
gttcaacagc

cggcaaggag

ctcttcctge
atgaggtatt
atgggctacg
atggagccgc
cggaacacca
tacaaccaga
tatgaggcca
tggcagcggg
ggggatggaa
tacacgtgcc
gagggagatg
agcaccatgg
tcagtcttcc
gtcacgtgcg
gtggacggca
acgttccgtg

tacaagtgca

16

tactctcggg
tcagcgecgce
tggacgacac
gggcgccgtyg
aggcccacgc
gcgaggccaa
ccctgaggtg
atggggagga
ccttccagaa
atgtgcagca
gaggcatcat
ttagatctgt
tcttcceccece
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt

aggtctccaa

ggccctgacc
cgtgtccecgg
gcagttcgtg
ggtggagcag
acagactgac
cccccccaag
ctgggccctg
ccagacccag
gtgggcagct
tgaggggctg
gtctgttagg
ggagtgccca
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtc

caaaggcctc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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20

ccagccccca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
<210> 2
<211> 457
<212> PRT

tcgagaaaac
ccccatcccg
tctaccccag
agaccacacc
tggacaagag

tgcacaacca

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2423993 T3

catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tcccatgcectg
caggtggcag

ctacacacag

accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

caggggaacg

aagagcctct

<223> Secuencia proteica de HLA-G6-hFc de 1gG2

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(24)

<223> Secuencia senal

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (25)..(227)

<223> G6
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (228)..(234)

<223> MCS
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (235)..(457)

<223> Fc
<400> 2

17

agccceccgaga
aggtcagcect
agagcaatgg
gctccttctt
tcttctcatg

ccctgtctcce

accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacagc
ctccgtgatg

gggtaaatga

1080

1140

1200

1260

1320

1380



Met

Leu

Ser

Met

Ala

Val

Thr

Ala

Gly

50

Cys

Val

Leu

Ala

35

Tyr

Pro

Met

Thr

20

Val

Val

Arg

Ala

Glu

Ser

Asp

Met

Pro

Thr

Arg

Asp

Glu

Arg

Trp

Pro

Thr

55

Pro

ES 2423993 T3

Thr

Ala

Gly

40

Gln

Arg

Leu

Gly

25

Arg

Phe

Ala

Phe

10

Ser

Gly

vVal

Pro

Leu

His

Glu

Arg

Trp

18

Leu

Ser

Pro

Phe

60

Val

Leu

Met

Arg

45

Asp

Glu

Ser

Arg

30

Phe

Ser

Gln

Gly

15

Tyr

Ile

Asp

Glu

Ala

Phe

Ala

Ser

Gly



65

Pro

Thr

Glu

Tyr

Ile

145

Glu

Ala

Val

Glu

Glu

225

Pro

Pro

Val

Val

Gln
305

Glu

Asp

Ala

Glu

130

Ile

Leu

Ala

Gln

Gly

210

Asp

Ala

Lys

vVal

Asp

290

Phe

Tyr

Arg

Asn

115

Ala

Leu

Val

Val

His

195

Asp

Leu

Pro

Asp

Asp

275

Gly

Asn

Trp

Met

100

Pro

Thr

Thr

Glu

Val

180

Glu

Gly

Ser

Pro

Thr

260

Val

Met

Ser

Glu

85

Asn

Pro

Leu

Trp

Thr

165

Val

Gly

Gly

Ser

Val

245

Leu

Ser

Glu

Thr

70

Glu

Leu

Lys

Arg

Gln

150

Arg

Pro

Leu

Ile

Thr

230

Ala

Met

His

Val

Phe
310

Glu

Gln

Thr

Cys

135

Arg

Pro

Ser

Pro

Met

215

Met

Gly

Ile

Glu

His

295

Arg

ES 2423993 T3

Thr

Thr

His

120

Trp

Asp

Ala

Gly

Glu

200

Ser

Val

Pro

Ser

Asp

280

Asn

val

Arg

Leu

105

Val

Ala

Gly

Gly

Glu

185

Pro

val

Arg

Ser

Arg

265

Pro

Ala

Val

Asn

90

Arg

Thr

Leu

Glu

Asp

170

Glu

Leu

Arg

Ser

Val

250

Thr

Glu

Lys

Ser

75

Thr

Gly

His

Gly

Asp

155

Gly

Gln

Met

Glu

Val

235

Phe

Pro

Val

Thr

Val
315

19

Lys

Tyr

His

Phe

140

Gln

Thr

Arg

Leu

Ser

220

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

300

Leu

Ala

Tyr

Pro

125

Tyr

Thr

Phe

Tyr

Arg

205

Arg

Cys

Phe

Val

Phe

285

Pro

Thr

His

Asn

110

Val

Pro

Gln

Gln

Thr

190

Trp

Ser

Pro

Pro

Thr

270

Asn

Arg

Val

Ala

95

Gln

Phe

Ala

Asp

Lys

175

Cys

Ser

Leu

Pro

Pro

255

Cys

Trp

Glu

Val

80

Gln

Ser

Asp

Glu

Val

160

Trp

His

Lys

Ser

Cys

240

Lys

Val

Tyr

Glu

His
320
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Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

385

Tyr

Tyr

Phe

Lys

<210>

<211> 1977
<212> ADN

Asp

Leu

Arg

Lys

370

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
450

3

Trp

Pro

Glu

355

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

435

Leu

Leu

Ala

340

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

420

Ser

Ser

Asn

325

Pro

Gln

Val

Val

Pro

405

Thr

Val

Leu

<213> secuencia artificial

<220>

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

390

Pro

vVal

Met

Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

375

Trp

Met

Asp

His

Pro
455

ES 2423993 T3

Glu

Lys

Thr

360

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

440

Gly

Tyr

Thr

345

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

425

Ala

Lys

Lys

330

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

410

Arg

Leu

<223> secuencia de ADN de HLA-G1 Beta2m hFc IgG2

<220>

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

395

Asp

Trp

His

Lys

Lys

Ser

Lys

380

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Thr

Arg

365

Gly

Pro

Ser

Gln

His
445

Ser

Lys

350

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

430

Tyr

Asn

335

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

415

Asn

Thr

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

400

Leu

Val

Gln

<221> MISC_FEATURE

<223> sec. sefial B2m/Beta 2m/ligador/alfa1/alfa2/alfa3/ hFc de 1gG2

<400> 3

accggtatgt
gaggctatcc
aagtcaaatt
ttactgaaga

gactggtctt

ctcgctcecegt
agcgtactcc
tcctgaattg
atggagagag

tctatctctt

ggccttagcet
aaagattcag
ctatgtgtct
aattgaaaaa

gtactacact

gtgctcgege
gtttactcac
gggtttcatc
gtggagcatt

gaattcaccc

20

tactctctct
gtcatccagc
catccgacat
cagacttgtc

ccactgaaaa

ttctggcctg
agagaatgga
tgaagttgac
tttcagcaag

agatgagtat

60

120

180

240

300
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gcctgccgtg tgaaccatgt gaccttgtca cagcccaaga tagttaagtg ggatcgagac 360
atgggaggtg gcggatccgg aggtggcgga tccggaggtg gcggatccgg ctcccactcce 420
atgaggtatt tcagcgccge cgtgtcccgg ceccggeccgeg gggagccccg cttcatcgcece 480
atgggctacg tggacgacac gcagttcgtg cggttcgaca gcgactcggc gtgtccgagg 540
atggagccgc gggcgccgtg ggtggaggag gaggggccgg agtattggga agaggagaca 600
cggaacacca aggcccacgc acagactgac agaatgaacc tgcagaccct gcgcggctac 660
tacaaccaga gcgaggccag ttctcacacc ctccagtgga tgattggctg cgacctgggg 720
tccgacggac gccteccteceg cgggtatgaa cagtatgecct acgatggcaa ggattacctce 780
gccctgaacg aggacctgcg ctcectggacc gcagcggaca ctgcggctca gatctccaag 840
cgcaagtgtg aggcggccaa tgtggctgaa caaaggagag cctacctgga gggcacgtgce 900
gtggagtggc tccacagata cctggagaac gggaaggaga tgctgcagcg cgcggacccce 960
cccaagacac acgtgaccca ccaccctgtc tttgactatg aggccaccct gaggtgctgg 1020
gccctggget tctaccctgc ggagatcata ctgacctggce agcgggatgg ggaggaccag 1080
acccaggacg tggagctcgt ggagaccagg cctgcagggg atggaacctt ccagaagtgg 1140
gcagctgtgg tggtgccttc tggagaggag cagagataca cgtgccatgt gcagcatgag 1200
gggctgccgg agcccctcat gctgagatgg aaggcagttg cctcgagcac catggttaga 1260
tctgtggagt gcccaccttg cccatcgagc accatggtta gatctgtgga gtgcccacct 1320
tgcccagcac cacctgtggc aggaccttca gtcttcctct tccccccaaa acccaaggac 1380
accctgatga tctccagaac ccctgaggtc acgtgcgtgg tggtggacgt gagccacgaa 1440
gaccccgagg tccagttcaa ctggtacgtg gacggcatgg aggtgcataa tgccaagaca 1500
aagccacggg aggagcagtt caacagcacg ttccgtgtgg tcagcgtcct caccgtcgtg 1560
caccaggact ggctgaacgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa aggcctccca 1620
gcccccatcg agaaaaccat ctccaaaacc aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac 1680
accctgccce catcccggga ggagatgacc aagaaccagg tcagcctgac ctgcctggtce 1740
aaaggcttct accccagcga catcgccgtg gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac 1800
aactacaaga ccacacctcc catgctggac tccgacggct ccttcttcct ctacagcaag 1860
ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtct tctcatgctc cgtgatgcat 1920
gaggctctgc acaaccacta cacacagaag agcctctccc tgtctccggg taaatga 1977

<210>4

<211> 656

<212> PRT

<213> secuencia artificial
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<220>

<223> Proteina HLA-G1 Beta2m hFc IgG2
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(20)

<223> sec. sefial B2m
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(119)
<223> Beta 2m

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (120)..(134)
<223> Ligador

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (135)..(912)
<223> alfa1/alfa2/alfa3
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (413)..(656)
<223> hFc de IgG2
<400> 4
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Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

610

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

625

Leu His Asn His Tyr Thr Gln

<210>5
<211> 1056
<212> ADN
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615

630

645

<213> secuencia artificial

<220>

635

650

620

<223> secuencia de ADN de sec. seial IL2/alfa-1/MCS/Fc de IgG2a de ratén

<400> 5
atgtacagga
ggctcccact
cgcttcatcg
gcgtgtccga
gaagaggaga
ctgcgcggct
agagggccca
ggaccatccg
cccatagtca
tggtttgtga
aacagtactc
aaggagttca
tcaaaaccca
gagatgacta
atttacgtgg
gtcctggact
tgggtggaaa
acgactaaga
<210> 6
<211> 351
<212> PRT

tgcaactcct
ccatgaggta
ccatgggcta
ggatggagcc
cacggaacac
actacaacca
caatcaagcc
tcttcatctt
catgtgtggt
acaacgtgga
tccgggtggt
aatgcaaggt
aagggtcagt
agaaacaggt
agtggaccaa
ctgatggttc
gaaatagcta

gcttctcecg

gtcttgcatt
tttcagcgcece
cgtggacgac
gcgggcegecg
caaggcccac
gagcgaggcc
ctgtcctcca
ccctccaaag
ggtggatgtg
agtacacaca
cagtgccctc
caacaacaaa
aagagctcca
cactctgacc
caacgggaaa
ttacttcatg
ctcctgttca

gactccgggt

gcactaagtc
gccgtgtceccc
acgcagttcg
tgggtggagc
gcacagactg
agtgggatat
tgcaaatgcc
atcaaggatg
agcgaggatg
gctcagacac
cccatccagce
gacctcccag
caggtatatg
tgcatggtca
acagagctaa
tacagcaagc
gtggtccacg

aaatga

26

ttgcacttgt
ggcccggcecy
tgcggttcga
aggaggggcec
acagaatgaa
cggccatggt
cagcacctaa
tactcatgat
acccagatgt
aaacccatag
accaggactg
cgcccatcga
tcttgectcec
cagacttcat
actacaagaa
tgagagtgga

agggtctgca

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala

640

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

655

cacgaattcg
cggggagccce
cagcgactcg
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cctgcagacc
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<213> secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia proteica de sec. sefial IL2/alfa-1/MCS/Fc de IgG2a de raton
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(20)

<223> sec. sefial IL2

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(110)

<223> alfa-1

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (111)..(119)

<223> MCS

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (120)..(351)

<223> Fc de IgG2a de raton
<400> 6
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<220>
<223> cebadores
<400>7

aaaaccggta tggtggtcat ggcgccccg

<210> 8

<211>33

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebadores

<400> 8

aaactcgaga ggtcttcaga gaggctcctg ctt
<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebadores

<400> 9

cgtcgcatgc acgcgtcgat gtctcgctce gtggcce
<210> 10

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebadores

<400> 10

tcatggagtg ggagccggat ccgccacctc cggatccgcc acctccggat ccgccacctce

ccatgtctcg atcccactt

<210> 11

<211>43

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebadores
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<400> 11

tatggtcgac ctcgagcgca gctgccttcc atctcagcat gag
<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebadores

<400> 12
acgtcgcatg cacgcgtcgg gcttccactc catga

<210> 13
<211> 36
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> cebadores
<400> 13
cgtcgcatgc acgcgtcgat gtctcgctcce gtggec
<210> 14
<211>43
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> cebadores
<400> 14
tatggtcgac ctcgagcgca gctgccttcce atctcagcat gag
<210> 15
<211>29
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> cebadores

<400> 15

aaagaattcg ggctcccact ccatgaggt
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<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebadores

<400> 16

aaagatatcc cactggcctc gctctggttg
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de fusidon que comprende (i) un primer polipéptido que comprende la secuencia de un dominio
de un antigeno HLA-G unida a (ii) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de un dominio Fc de una
inmunoglobulina y que carece de un sitio de unién al antigeno funcional de la inmunoglobulina.

2. El polipéptido de fusién de la reivindicacién 1, en el que el primer polipéptido estd en posicién N-ter del
polipéptido de fusidn, y el segundo polipéptido esta en posicién C-ter.

3. El polipéptido de fusién de la reivindicacion 1 6 2, en el que el segundo polipéptido comprende la secuencia de
un dominio Fc de una inmunoglobulina humana o murina.

4. El polipéptido de fusién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la inmunoglobulina es una
IgG, una IgA, una IgM o una IgE, preferiblemente una IgG.

5. El polipéptido de fusion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el antigeno HLA-G es un
antigeno HLA-G humano.

6. El polipéptido de fusion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el dominio de dicho
antigeno HLA-G comprende al menos el dominio a1.

7. El polipéptido de fusidon de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho primer polipéptido
se selecciona de:

- la secuencia de aminoacidos de los dominios a1, a2 y a3 de un antigeno HLA-G;
- la secuencia de aminoacidos de los dominios a1 y a3 de un antigeno HLA-G; o
- la secuencia de aminoacidos de los dominios a1y a2 de un antigeno HLA-G.

8. El polipéptido de fusion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dichos primer y segundo
polipéptidos estan unidos directamente o por medio de un espaciador.

9. El polipéptido de fusién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un tercer
polipéptido que comprende la secuencia de una 32 microglobulina.

10. Un polipéptido de fusion, que se selecciona de:
- HLA-G1-B2M-Fc que comprende SEQ ID N°: 4, o los residuos de aminoacidos 21-656 del mismo,
- HLA-Ga1-Fc que comprende SEQ ID N°: 6, o los residuos de aminoacidos 21-351 del mismo, y
- HLA-G6-Fc que comprende SEQ ID N°: 2, o los residuos de aminoacidos 25-452 del mismo.

11. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10.

12.  Un vector que comprende una molécula de acido nucleico de la reivindicacion 11.

13. Una célula hospedadora recombinante que comprende una molécula de &cido nucleico de la reivindicacién 11
0 un vector de la reivindicacién 12.

14. Un método para producir un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende cultivar
una célula hospedadora recombinante de la reivindicacién 13 en condiciones que permiten la expresion de la
molécula de acido nucleico, y recuperar el polipéptido producido.

15. Un dimero de un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
16. Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
17. La composicidn farmacéutica de la reivindicacion 16, para tratar el rechazo de 6rganos o tejidos.

18. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 16, para tratar una enfermedad inflamatoria o una
enfermedad autoinmunitaria.
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Figura 1
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