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DESCRIPCION
Inmunoglobulina glicosilada e inmunoadhesina que la comprende

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una inmunoglobulina glicosilada y a una inmunoadhesina que la comprende. Mas
particularmente, la presente invencién se refiere a una inmunoglobulina o a un fragmento de la misma que esta
adicionalmente glicosilado por modificacion de un residuo aminoacido especifico, y a una proteina de fusion
glicosilada formada como resultado del enlace de la inmunoglobulina glicosilada o un fragmento de la misma con al
menos una proteina biolégicamente activa o una porcion de la misma.

Técnica de antecedentes

Las inmunoadhesinas (o proteinas de fusién de inmunoglobulina) son moléculas similares a anticuerpos que
resultan de la fusion de un fragmento (p. €j. porcién Fc) de una inmunoglobulina y una regién de union al ligando de
un receptor o una molécula adhesiva. Las inmunoadhesinas tipicas conocidas en la técnica tienen la estructura de
un anticuerpo en el que la region variable que participa en el reconocimiento del antigeno, estd reemplazada por
una region de union al ligando de un receptor, al tiempo que conserva la porcion Fc. Durante mucho tiempo, un
gran nimero de patentes ha descrito proteinas de fusion en las que una regién especifica de una proteina
fisiolégicamente activa esta enlazada a un anticuerpo (patentes de EE.UU. N°s 5.521.288, 5.844.095, 6.046.310,
6.090.914, 6.100.383 y 6.225.448).

La inmunoadhesina tiene las siguientes ventajas frente a una molécula que no contiene una inmunoglobulina:

1) la proteina de fusién tiene una avidez total incrementada por un ligando, ya que tiene bivalencia en una
forma dimera;

2) la proteina de fusién esta presente en una forma no destruida en el suero durante un periodo de tiempo
mas largo en virtud de una estabilidad molecular incrementada;

3) células efectoras son activadas por la porcién Fc (fragmento cristalizable) de la cadena pesada de
inmunoglobulina; y

4) la proteina de fusion es aislada y purificada por un método conveniente, por ejemplo utilizando proteina
A.

Por ejemplo, en el caso del factor de necrosis tumoral (al que se alude aqui en lo que sigue simplemente como
“TNF”) en calidad de una citoquina, para suprimir respuestas de inflamacién dependientes de TNF, se puede utilizar
un receptor del factor de necrosis tumoral (al que se alude aqui en lo que sigue simplemente como “TNFR”) segun
se describe en las publicaciones PCT N°s WO 92/16221 y WO 95/34326, o se puede utilizar una proteina de fusion
de TNFR-inmunoglobulina (Ig) segin se describe en la patente de EE.UU. N° 5.447.851 y en la publicacién PCT N°
WO 94/06476. De acuerdo con numerosos informes, proteinas de fusién de TNFR-Ig tienen una afinidad mucho
mayor al TNF que la forma mondémera nativa o una forma no fusionada a Ig de TNFR (Lesslauer W. Et al. Eur. J.
Immunol., 1991, vol. 21, pag. 2883; Ashkenazi A. et al. PNAS USA, 1991, vol. 88, pag. 10535; Peppel K. et al. J.
Exp. Med., 1991, vol. 174, pag. 1483; Mohler K. M. et al. J. Immunol., 1993, vol. 151, pag. 1548).

Con respecto a la inhibicién de la accion de TNF o al control de las respuestas inmunes utilizando una proteina de
fusion de Ig, se espera que una forma multivalente 0 multimerizada del dominio extracelular, como un dominio
funcional de receptores de TNF, CD2 y CTLA4 en una construccion de fusiéon de Ig, mejore la eficacia de la
construccion de fusion. Cuando una proteina de fusién monomérica (proteina de fusion de cadena pesada) del
dominio extracelular del receptor de TNF y la cadena pesada de Ig se expresa en una linea de células
simultdneamente con otra proteina de fusidbn monomérica (proteina de fusion de cadena ligera) del dominio
extracelular del receptor de TNF y la cadena ligera de Ig, se produce una proteina de fusién dimérica mediante la
interaccion entre la cadena pesada y la cadena ligera. La proteina de fusién dimérica tiene dos dominios eficaces
dispuestos en paralelo tal como en la forma in vivo, y tiene una eficacia acusadamente incrementada en
comparacion con construcciones de fusibn monoméricas (Scallon B.J. et al. Cytokine, 1995, vol. 7, pag. 759).

Sin embargo, una proteina de fusién de Ig de este tipo en una forma dimérica es dificil de industrializar debido a los
siguientes problemas: deberian co-introducirse en una célula hospedadora dos genes que estén individualmente
fusionados a las cadenas pesada y ligera de Ig; cuando dos proteinas de fusién diferentes son expresadas
simultaneamente en una sola célula, sus rendimientos disminuyen grandemente; y debido a que todas las proteinas
de fusiéon de cadena pesada y las proteinas de fusién de cadena ligera expresadas no participan en la formacion de
dimeros, dimeros que fusionan una proteina de fusion de cadena pesada y una proteina de fusion de cadena ligera
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son técnicamente dificiles de aislar a partir de una mezcla con las proteinas de fusién de cadena pesada
monomeéricas o las proteinas de fusion de cadena ligera.

A este respecto, los autores de la presente invencion construyeron una proteina concatamérica, en la cual un
extremo C del dominio soluble de una proteina bioldgicamente activa esta enlazado a un extremo N del dominio
soluble de una proteina biolégicamente activa, idéntica o diferente, utilizando tecnologia de ADN recombinante.
También, los autores de la presente invencién prepararon una construccion de ADN que codifica una proteina
dimérica, en la que dos moléculas de una proteina monomérica en la que un concatamero de una proteina que
participa en una respuesta inmune esta enlazado a la regién de bisagra de un fragmento Fc de inmunoglobulina,
estan unidas por disulfuro en la region de bisagra y producian una proteina de fusion dimérica enlazada al
concatamero utilizando tecnologia de ADN recombinante basada en la construccién de ADN.

Tal como se describe antes, se han realizado intentos para mejorar la eficacia y el método de preparacion de
proteinas de fusion de inmunoglobulina, pero casi todos los esfuerzos han sido incapaces de aumentar la
estabilidad de las proteinas de fusién de inmunoglobulina. A este respecto, segun se describe en el documento KR
2004 0009997 Al, los autores de la presente invencion desarrollaron un método para aumentar la estabilidad de
proteinas afiadiendo un motivo de glicosilacién a una regién de conjuncién entre un dominio funcional de una
proteina y una regién Fc de inmunoglobulina. Sin embargo, cuando una inmunoadhesina es glicosilada proxima a
un dominio funcional, la proteina no se pliega correctamente o tiene una funcién reducida.

T. Shantha Raju discute en el Articulo Glycosylation Variations with Expression Systems (Bio Process International,
abril de 2003, p4g. 46 y siguientes) la glicosilacion de IgG humana. Uno de los tdpicos son los cambios debido a
variaciones en las condiciones de las células. La maquinaria de glicosilacion de lineas de células derivadas de
ovarios de hamster chino y de ratébn se compara con la maquinaria de glicosilacion humana. Sélo se observan
ligeras diferencias que no afectan a la calidad del producto.

El documento WO 03/010202 Al describe una proteina de fusién de CTLA4-Ig que consiste en un péptido sefial, el
dominio extracelular soluble CTLA4 y la region Fc de IgG1, una proteina de fusiébn CTLA4-CTLA4-lg Fc
concatamérica y una proteina de fusion CTLA4-CTLA4-Ig Fc glicosilada concatamérica. La proteina de fusion
CTLA4-CTLA4-Ig Fc glicosilada concatamérica contiene tres sitios de N-glicosilacion insertados entre los dos
dominios de CTLA4. Esta forma muestra la concentracion mas elevada en sangre.

Descripcion de la invencion

A este respecto, los autores de la presente invencidn construyeron una proteina de fusion glicosilada introduciendo
un motivo de glicosilacion adicional en una inmunoglobulina, particularmente una porcién Fc de una proteina de
fusién de inmunoglobulina, y encontraron que la proteina de fusién glicosilada actta in vivo durante un periodo de
tiempo mas prolongado que la forma que no contiene un motivo de glicosilacién, conduciendo con ello a la presente
invencion.

Asi, en un aspecto, la presente invencion de acuerdo con la reivindicacién 1 proporciona una inmunoglobulina
glicosilada o una porcion Fc de la misma, en la que estd adicionalmente glicosilada una variante de
inmunoglobulina que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste
en M160N, A195N, T243N, E265N, Y299T, F331T y Q346N.

En otro aspecto, la presente invencidn de acuerdo con la reivindicacion 2 proporciona un ADN que codifica una
inmunoglobulina glicosilada o una porcién Fc de la misma, en la que esta adicionalmente glicosilada una variante
de inmunoglobulina que comprende una o mas modificaciones de aminoéacidos seleccionadas del grupo que
consiste en M160N, A195N, T243N, E265N, Y299T, F331T y Q346N.

En un aspecto adicional, la presente invencion de acuerdo con la reivindicacion 3 proporciona una proteina de
fusion glicosilada, formada como resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o una porcion Fc de la
misma, en la que esta adicionalmente glicosilada una variante de inmunoglobulina que tiene una secuencia de
aminoacidos modificada formando una o mas secuencias Asn-X-Ser/Thr, con (b) al menos una proteina
biologicamente activa o una porcion de la misma. De acuerdo con todas las reivindicaciones 1, 2 y 3
independientes, la variante de inmunoglobulina comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID N°s 17, 19, 21y 23.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de ADN que codifica una proteina de
fusion glicosilada, la cual se forma como resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o una porciéon
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Fc de la misma de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que esta adicionalmente glicosilada una variante de
inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos modificada formando una o mas secuencias Asn-X-
Ser/Thr, con (b) al menos una proteina bioldgicamente activa o una porcién de la misma.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona un vector de expresion recombinante que comprende
una molécula de ADN que codifica una proteina de fusion glicosilada, la cual se forma como resultado del enlace de
(a) una inmunoglobulina glicosilada o una porcion Fc de la misma de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que esta
adicionalmente glicosilada una variante de inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos modificada
formando una o méas secuencias Asn-X-Ser/Thr, con (b) al menos una proteina biolégicamente activa o una porcién
de la misma.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula hospedadora transfectada o transformada
con un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de ADN que codifica una proteina de fusion
glicosilada, la cual se forma como resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o una porcion Fc de
la misma de acuerdo con la reivindicaciébn 1, en la que estd adicionalmente glicosilada una variante de
inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos modificada formando una o mas secuencias Asn-X-
Ser/Thr, con (b) al menos una proteina biol6égicamente activa o una porcién de la misma.

Todavia en otro aspecto, la presente invencidén proporciona un método para preparar una proteina de fusion
glicosilada, que comprende cultivar una célula hospedadora transfectada o transformada con un vector de
expresion recombinante que comprende una molécula de ADN que codifica una proteina de fusién glicosilada, la
cual se forma como resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o una porcion Fc de la misma de
acuerdo con la reivindicacién 1, en la que esta adicionalmente glicosilada una variante de inmunoglobulina que
tiene una secuencia de aminoacidos modificada formando una o mas secuencias Asn-X-Ser/Thr, con (b) al menos
una proteina biolégicamente activa o una porcion de la misma, y aislar la proteina de fusion glicosilada a partir del
cultivo.

Todavia en otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
proteina de fusion glicosilada, la cual se forma como resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o
una porcion Fc de la misma de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que estd adicionalmente glicosilada una
variante de inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos modificada formando una o0 mas secuencias
Asn-X-Ser/Thr, con (b) al menos una proteina biolégicamente activa o una porcion de la misma.

Breve descripcién de los dibujos

Lo que antecede y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencion se comprenderdn mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada en union con los dibujos que se acompafian, en los
que:

LaFIG. 1 muestra sitios de glicosilacion de inmunoglobulinas de acuerdo con la presente
invencion:

la FIG. 2 es una grafica que muestra los niveles de expresion de las proteinas de fusion CTLA4-
IgG glicosiladas de acuerdo con la presente invencion;

laFIG. 3 es una grafica que muestra los resultados de la transferencia Western de proteinas de
fusién CTLA4-1gG glicosiladas de acuerdo con la presente invencion; y

laFIG. 4 es una grafica que muestra los cambios a lo largo del tiempo en niveles en suero de

proteinas de fusién CTLA4-IgG glicosiladas de acuerdo con la presente invencion, en
ratones a los que se les inyectaron por via intraperitoneal las proteinas de fusién.

Mejor modo para llevar a cabo la invenciéon

Letras mayusculas individuales que representan aminoacidos, tal como se utilizan en esta memoria, representan los
siguientes aminoacidos de acuerdo con las abreviaturas convencionales definidas por la Union Internacional de
Bioquimica:

A: alanina; B: asparagina o acido aspartico;

C: cisteina; D: &cido aspartico; E: acido glutamico;

F: fenilalanina; G: glicina; H: histidina;

I: isoleucina; K: lisina, L: leucina; M: metionina;

N: aspargina; P: prolina; Q: glutamina; R: arginina;

S: serina; T: treonina; V: valina; W: triptoéfano;

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 428 894 T3

Y: tirosina; y Z: glutamine o acido glutamico.

La designacion “(una mayudscula para un aminoacido) (posicidn de aminoacido) (una mayuscula para otro
aminoacido)’, tal como se utiliza en esta memoria, significa que el aminoacido anterior esta sustituido con el
aminoacido posterior en la posicién de aminoacido designada de una proteina dada. Por ejemplo, M179N indica
que el residuo metionina en la posicién 1792 de una proteina dada (es decir, IgG) esta reemplazada por asparagina.
La posicion de aminoacidos se numera a partir del extremo N de una proteina de tipo salvaje madura.

El término “glicosilacion” significa un proceso mediante el cual proteinas producidas por células eucariéticas en
calidad de células hospedadoras son modificadas por la fijacion de cadenas de azlcares. Se sabe que la fijaciéon de
cadenas de azUcares afecta a las propiedades de proteinas asi como a la estabilidad in vivo y a la funcionalidad de
las proteinas. Existen dos tipos de glicosilacion. La O-glicosilacion enlaza una cadena de oligosacéaridos a un
residuo serina y/o treonina; la N-glicosilacion enlaza una cadena de oligosacaridos a un residuo asparagina. En
particular, la N-glicosilacion se produce en la secuencia de aminoacidos especifica, Asn-X-Ser/Thr (X es cualquier
aminoacido, excluida prolina).

En la presente invencidn, una secuencia de ADN que codifica una inmunoglobulina o un fragmento de la misma
estd mutada en uno o més nucledtidos para formar un sitio de glicosilacion adicional en el que se produce la O- o
N-glicosilacion, y el ADN mutado se expresa en una célula hospedadora para permitir una glicosilacion espontanea.
En un aspecto, una inmunoglobulina glicosilada o un fragmento de la misma de acuerdo con la presente invencion
se construye mutando una secuencia de ADN que codifica una inmunoglobulina o un fragmento de la misma para
afadir y/o aumentar una secuencia Asn-X-Ser/Thr (motivo de glicosilacion) en la que se produce una N-
glicosilacion.

Las “inmunoglobulinas”, que son modificadas para poseer un motivo de glicosilaciéon en la presente invencidn, son
moléculas de proteinas que se producen en células B y que sirven como receptores de antigenos que reconocen
especificamente una amplia diversidad de antigenos. Las moléculas tienen una estructura en forma de Y que
consiste en dos cadenas ligeras (cadenas L) idénticas y en dos cadenas pesadas (cadenas H) idénticas, en que las
cuatro cadenas son mantenidas juntas por un cierto nimero de enlaces disulfuro, incluido el puente disulfuro entre
las cadenas H en la region de bisagra. Las cadenas L y H comprenden regiones variables y constantes. De acuerdo
con caracteristicas de las regiones constantes de cadenas H, las inmunoglobulinas (Ig) se clasifican en cinco
isotipos, A (IgA), D (IgD), E (IgE), G (IgG) y M (IgM). Los cinco subtipos poseen propiedades estructurales y
biolégicas Unicas. Estas inmunoglobulinas pueden ser todas ellas modificadas de acuerdo con la presente
invencion.

Dado que una inmunoadhesina contiene generalmente un fragmento de una inmunoglobulina, a saber la porcion
Fc, un motivo de glicosilacion en la presente invencién se introduce preferiblemente en la porciébn Fc de una
inmunoglobulina. La expresién “porciéon Fc de una inmunoglobulina”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere
a un fragmento que no tiene actividad de unién a antigeno y que es facilmente cristalizada, que comprende una
region de bisagra y dominios CH2 y CH3, y una porcion que es la responsable de la union de un anticuerpo a
materiales y células efectores.

En la presente invencion, un motivo de glicosilacién se crea preferiblemente modificando uno o més residuos
aminoacidos en las posiciones 160, 195, 243, 265, 299, 331 y 346 de una inmunoglobulina (todos estos residuos
aminoacido estan presentes en la porcion Fc de una inmunoglobulina). Asi, en un aspecto, la presente invencion
proporciona una inmunoglobulina glicosilada o una porciéon Fc de la misma de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en M160N, A195N,
T243N, E265N, Y299T, F331T y Q346N, y un gen que codifica a la misma. En mayor detalle, se proporciona una
inmunoglobulina glicosilada o una porcién Fc de la misma de acuerdo con la reivindicacién 1 listada en la Tabla 1,
gue contiene combinaciones de una o mas de las modificaciones de aminoacidos antes mencionadas.
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TABLA 1
Inmunoglobulinas glicosiladas o porciones Fc de las mismas de acuerdo con la presente invencién

Nombre Modificacién de aminoacidos SEQ ID NO
ADN Proteina
Ig-G1 M160 N 16 17
Ig-G2 E265N; Y299T 18 19
Ig-G3 Y299T; F331T 20 21
Ig-G4 M160N; E265N; Y299T 22 23
Ig-G5 M160N; E265N; Y299T; F331T 24 25
Ig-G6 M160N; A195N; E265N; Y299T; F331T 26 27
Ig-G7 M160N; A195N; T243N; E265N; Y299T; F331T 28 29
Ig-G8 M2160N; A195N; T243N,; E265N; Y299T,; F331T; Q346N 30 31

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una proteina de fusién glicosilada, la cual se forma como
resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o una porcién Fc de la misma de acuerdo con la
reivindicacion 1, en la que esté adicionalmente glicosilada una variante de inmunoglobulina que tiene una secuencia
de aminoacidos modificada que forma una o mas secuencias Asn-X-Ser/Thr, con (b) al menos una proteina
bioldgicamente activa o una porcion de la misma. En un aspecto preferido, el fragmento de una inmunoglobulina
incluye una porcion Fc, y la porcion de una proteina bioldgicamente activa incluye un dominio extracelular soluble.

En un aspecto, la proteina de fusién glicosilada tiene una estructura monémera en la que se forma un solo
polipéptido como resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o una porciéon Fc de la misma de
acuerdo con la reivindicacién 1, en la que esta adicionalmente glicosilada una variante de inmunoglobulina que
tiene una secuencia de amino4cidos modificada que forma una o mas secuencias Asn-X-Ser/Thr, con (b) al menos
una proteina biol6gicamente activa o una porcion de la misma. La porcién de una proteina biolégicamente activa
incluye preferiblemente un dominio extracelular soluble de la proteina biol6gicamente activa. Dos moléculas de una
proteina de fusién glicosilada monomeérica de este tipo se pueden enlazar mediante un enlace disulfuro en la region
de bisagra para formar una estructura dimera.

En otro aspecto, la proteina de fusidn glicosilada tiene una estructura monémera en la que se forma un solo
polipéptido como resultado del enlace, en una forma concatamérica, de (a) una inmunoglobulina glicosilada o una
porcion Fc de la misma de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que esta adicionalmente glicosilada una variante
de inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos modificada que forma una o mas secuencias Asn-X-
Ser/Thr, con (b) una primera proteina biolégicamente activa o una porcion de la misma, y (c) una segunda proteina
bioldgicamente activa o una porcion de la misma. Las primera y segunda proteinas biologicamente activas pueden
ser idénticas o diferentes. La porcién de una proteina biolégicamente activa incluye preferiblemente un dominio
extracelular soluble de la proteina biolégicamente activa. Dos moléculas de una proteina de fusion glicosilada
monomeérica de este tipo se pueden enlazar mediante un enlace disulfuro en la region de bisagra para formar una
estructura dimera.

En un aspecto preferido de la proteina de fusion glicosilada de acuerdo con la presente invencion, la variante de
inmunoglobulina comprende una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en
M160N, A195N, T243N, E265N, Y299T, F331T y Q346N y esta glicosilada. En un aspecto mas preferido, la variante
de inmunoglobulina comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 a SEQ ID NO:
23,y en el aspecto mas preferido, la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19.

La expresién “proteina bioldgicamente activa®, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una proteina,
péptido o polipéptido que tiene actividades generalmente fisiolégicas o farmacéuticas, que conserva una parte de
sus actividades nativas después de formar una inmunoadhesina. La expresién “actividad bioldgica”, tal como se
utiliza en esta memoria, no esta limitada a significar actividades fisiolégicas o farmacéuticas. Por ejemplo, algunas
inmunoadhesinas, tales como las que contienen una enzima, pueden catalizar una reaccion en un disolvente
organico.

Ejemplos no limitantes de la proteina, péptido o polipéptido incluyen hemoglobina, proteinas del suero (p. €j.
factores sanguineos, incluidos factor VII, VIII y factor 1X), inmunoglobulina, citoquinas (p. el interleuquinas),
interferones a; - e y, factores estimulantes de colonias (p. ej. G-CSF y GM-CSF - siglas en inglés), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF - siglas en inglés) y proteinas activantes de fosfolipasa (PLAPs — siglas
en inglés). Otras proteinas bioldgicas o terapéuticas tipicas incluyen insulina, proteinas vegetales (p. ej. lectina y

6




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 428 894 T3

ricina), factor de necrosis tumoral (TNF — siglas en inglés) y sus alelos mutantes, factores de crecimiento (p. €j.
factores de crecimiento tisular y factores de crecimiento endotelial tales como TGFa o TGF(3), hormonas (p. €j.
hormona estimulante de los foliculos, hormona estimulante del tiroides, hormona antidiurética, hormonas
concentradoras o dispersantes de pigmentos y hormona paratiroides, hormona liberadora de la hormona
luteinizante y sus derivados), calcitonina, péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP - siglas en inglés),
encefalina sintética, somatomedina, eritropoyetina, factores de liberacion del hipotalamo, prolactina, gonadotropina
cronica, agentes activantes de plasminégeno tisular, péptido liberador de hormona del crecimiento (GHRP - siglas
en inglés) y factor humoral timico (THF — siglas en inglés). Algunas proteinas tales como interleuquina, interferén o
factor estimulante de colonias se pueden producir en una forma no glicosilada utilizando técnicas recombinantes de
ADN. Las proteinas no glicosiladas pueden ser utiles como materiales biolégicamente activos en la presente
invencion.

Ademas, los materiales biol6gicamente activos, Utiles en la presente invencién, incluyen cualquier parte de un
polipéptido que tenga bioactividad in vivo. Ejemplos de los materiales biolégicamente activos incluyen péptidos o
polipéptidos, fragmentos de un anticuerpo, proteinas de unién de cadena sencilla (véase la patente de EE.UU. N°
4.946.778), moléculas de unidn, incluidos polipéptidos de fusidon de anticuerpos o sus fragmentos, anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales y anticuerpos cataliticos. Otros ejemplos de los materiales biolégicamente
activos incluyen proteinas alergénicas tales como ambrosia, antigeno E, veneno de abeja o alérgeno de acaros.

Ademas, el material biol6gicamente activo, (til en la presente invencion, incluye enzimas. Ejemplos de enzimas
incluyen enzimas especificas de hidratos de carbono, proteinasas, oxido-reductasas, transferasas, hidrolasas,
liasas, isomerasas y ligasas. En detalle, ejemplos no limitantes de las enzimas incluyen asparaginasa, arginasa,
arginina desaminasa, adenosina desaminasa, peroxido dismutasa, endotoxinasa, catalasa, quimotripsina, lipasa,
uricasa, adenosina defosfatasa, tirosinasa y bilirrubina oxidasa. Ejemplos de las enzimas especificas para hidratos
de carbono incluyen glucosa oxidasa, glucodasa, galactosidasa, glucocerebrosidasa y glucouronidasa.

La expresion “dominio extracelular soluble”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una porcién expuesta a
la region extracelular de una proteina de la membrana integral que penetra en la membrana de la célula que
comprende fosfolipidos, en donde la proteina de la membrana integral contiene uno o mas dominios de
transmembrana constituidos predominantemente por aminoacidos hidrofébicos. Un dominio extracelular de este tipo
comprende principalmente aminoacidos hidrofilicos que estan tipicamente situados en la superficie de una
estructura plegada de una proteina y, asi, es soluble en un entorno acuoso. De la mayoria de las proteinas de los
receptores en la superficie de la célula, dominios extracelulares sirven para unir ligandos especificos, mientras que
dominios intracelulares juegan un importante papel en la transduccion de sefiales.

En un aspecto, la proteina de fusion glicosilada de acuerdo con la presente invencion se puede preparar mediante
una secuencia de ADN que codifica una inmunoglobulina o un fragmento de la misma que esta modificado para que
contenga un sitio de glicosilacién, y enlazado al mismo, otra secuencia de ADN que codifica una proteina
biolégicamente activa o una porcidon de la misma. En otro aspecto, la proteina de fusion glicosilada se puede
producir preparando en principio una secuencia de ADN (gen de fusion) que codifica tanto una inmunoglobulina o
un fragmento de la misma como una proteina biolégicamente activa o una porcién de la misma, y mutando el gen
de fusion para permitir que la inmunoglobulina o el fragmento de la misma sea glicosilado. Los dos métodos de
preparacion difieren uno de otro sélo en términos de una secuencia de ADN que sirve como molde y son
basicamente idénticos a métodos de preparacion conocidos en la técnica de una secuencia de ADN que codifica
una variante de proteina. Asi, en lo que sigue, la presente invencion pretende centrarse en un método de
modificacion de una inmunoglobulina o un fragmento de la misma en el que se introduce sustancialmente un motivo
de glicosilacion.

Una secuencia de ADN que codifica la inmunoglobulina glicosilada o el fragmento de la misma de acuerdo con la
presente invencion se pueden preparar de acuerdo con diversos métodos conocidos en la técnica. Estos métodos
incluyen, pero no estan limitados a mutagénesis mediada por oligonucleétidos y mutagénesis de casete.

En particular, la secuencia de ADN que codifica la inmunoglobulina glicosilada o el fragmento de la misma de
acuerdo con la presente invencion se preparan preferiblemente mediante mutagénesis mediada por
oligonucledtidos. Esta técnica es bien conocida en la técnica y se describe por Zoller M. et al. (Zoller M. et al. Nuc.
Ac. Res. USA, 1982, vol. 10, pags.. 6487-6500). En sintesis, la secuencia de ADN que codifica la inmunoglobulina
glicosilada o el fragmento de la misma se puede preparar hibridando un ADN molde (p. €j. un ADN portador de
plasmidos que codifica una inmunoglobulina no modificada o nativa o una porcion Fc de la misma de acuerdo con la
reivindicacion 1) con un oligonucledtido que codifica una modificacién deseada. Después de la hibridacion, una
segunda hebra completa, complementaria al molde de ADN, se puede sintetizar mediante ADN polimerasa, y la
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segunda hebra puede codificar la modificacion deseada.

Tipicamente, oligonucledtidos utilizados en los métodos antes mencionados estan constituidos por
aproximadamente 25 nucleétidos. Se pueden emplear oligonucleétidos mas cortos, pero los oligonucleétidos
optimos, tanto en las regiones de la izquierda como de la derecha de codones modificados, contienen 12 a 15
nucledtidos complementarios a un molde. Estos oligonucleétidos se pueden hibridar eficazmente con un ADN
molde. Estos oligonucle6tidos se pueden sintetizar por las técnicas conocidas en la técnica (Crea et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1978, vol. 75, pag. 5765).

En un aspecto, la presente invencion proporciona una secuencia de ADN que codifica una inmunoglobulina o una
porcién Fc de la misma de acuerdo con la reivindicacion 1, que porta una modificacién de aminoacido (IgG en la
Tabla 1). Esta secuencia de ADN se puede preparar realizando una PCR que utilice ADN que codifica una
inmunoglobulina o su fragmento como un molde y oligonucleétidos sintéticos codificadores de la modificacion en
calidad de cebadores. Los cebadores se hibridan con su ADN de una sola hebra complementario, producido por la
desnaturalizacién de un molde de ADN de doble hebra durante el calentamiento. ADN polimerasa afade
nucleétidos al 3’-OH del cebador codificado por la modificacién, uno por uno, de una manera complementaria a un
molde en la direccion 5 a 3'. La hebra recientemente sintetizada incorpora el cebador codificado por la
modificacion, proporcionando asi un gen que codifica una modificacion deseada. La hebra recientemente
sintetizada se utiliza como un ADN de molde en la etapa de extension de la PCR, dando como resultado la
amplificacién de un gen que codifica la modificacion.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una secuencia de ADN que codifica una inmunoglobulina o una
porcion Fc de la misma de acuerdo con la reivindicacién 1, que porta dos o mas modificaciones de aminoacidos.
Cuando dos o0 méas aminoacidos a modificar estan distanciados préximos uno con otro en un polipéptido, todas las
modificaciones deseadas son codificadas en un oligonucledétido y, por lo tanto, se consiguen simultdneamente. Por
lo tanto, una inmunoglobulina modificada o un fragmento de la misma que tiene dos o mas modificaciones de
aminoacidos se puede preparar por el mismo método al utilizado para preparar la inmunoglobulina mutada o
fragmento de la misma que porta una modificacion de un nucle6tido, exceptuando el uso de oligonucleétidos que
contengan dos o més modificaciones de amino4cidos en calidad de cebadores.

Cuando dos o mas aminoéacidos a modificar estan bastante separados (en el caso de que mas de 10 aminoacidos
estén presentes entre dos aminoacidos a modificar), todas las modificaciones deseadas no pueden ser codificadas
en un oligonucleétido. Por lo tanto, deberian introducirse diferentes métodos. Un método consiste en preparar
oligonucledtidos individuales para cada una de las modificaciones de aminoacidos. Cuando los oligonucleétidos son
apareados simultaneamente para formar un ADN molde una sola hebra, un ADN de una sola hebra secundario,
recientemente sintetizado, codifica la totalidad de las modificaciones de aminoacidos deseadas. Otra estrategia
utilizada en la presente invencion incluye dos experimentos de mutagénesis. En la mutagénesis primaria, utilizando
ADN natural en calidad de molde, un oligonucleétido que contiene una modificacion de un aminoacido deseada se
aparea al molde y, por lo tanto, se produce ADN heteroduplex. En la mutagénesis secundaria, el ADN heteroduplex
se utiliza en calidad de molde. El molde porta ya al menos una modificacién. Cuando un oligonucleétido que tiene
una modificacién de aminoacido adicional se aparea al molde, el ADN resultante codifica las modificaciones tanto
primaria como secundaria.

La mutagénesis de casete también es un método preferido para la preparacion de ADN que codifica la
inmunoglobulina glicosilada o fragmento de la misma de acuerdo con la presente invencion. Este método se basa
en la técnica descrita por Well J. et al. (Well J. et al. Biochem., 1990, vol. 29, pags.. 8509-8517). Un material de
partida es un plasmido (u otro vector) que contiene un gen que codifica una inmunoglobulina o un fragmento de la
misma a modificar. La mutagénesis de casete se utiliza preferiblemente cuando un sitio de enzima de restriccion
especifico esta presente sélo en una posicion a modificar. Sin embargo, esto no es esencial. Si no existe un sitio de
enzima de restriccion de este tipo, se puede introducir en una posicion apropiada de un gen que codifica una
inmunoglobulina o un fragmento de la misma mediante mutagénesis mediada por oligonucledtidos. Después de
haber introducido un sitio de la enzima de restriccion en el plasmido, el plasmido se lineariza mediante tratamiento
con la enzima de restriccion. Un oligonucleétido de doble hebra que tiene una secuencia de ADN que contiene una
mutacion deseada y esta situado entre sitios de enzimas de restriccion se puede sintetizar utilizando un método
comun. Las dos hebras se sintetizan individualmente y se hibridan utilizando una técnica comudn. Un oligonucleétido
de doble hebra de este tipo se designa tipicamente como “una casete”. La casete deberia prepararse en forma de
poseer extremos 3’ y 5’ que sean compatibles con los extremos del plasmido linearizado y que, por lo tanto, puedan
ser directamente conjugados al plasmido. El plasmido pasa a contener un ADN que codifica una inmunoglobulina
deseada o un fragmento de la misma a través del proceso antes mencionado.
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Ademas, la preparacion de una secuencia de ADN que codifique una inmunoglobulina o un fragmento de la misma
de acuerdo con la presente invencién se puede conseguir por un método quimico. En particular, una secuencia de
ADN de este tipo se puede sintetizar por un método quimico utilizando un sintetizador de oligonucleétidos. Se
prepara un oligonucleétido basado en una secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina glicosilada o un
fragmento de la misma vy, preferiblemente, seleccionando un codoén preferible, utilizando una célula hospedadora
que produce una inmunoglobulina glicosilada o un fragmento de la misma.

Con respecto a una secuencia de ADN que codifica una inmunoglobulina glicosilada o un fragmento de la misma de
acuerdo con la presente invencién, la degeneracion en el cédigo genético, que significa que un aminodacido es
especificado por mas de un codon, es bien conocida en la técnica. Asi, existe una pluralidad de secuencias de ADN
con degeneracion que codifican una inmunoglobulina glicosilada o un fragmento de la misma de acuerdo con la
presente invencion, y todas ellas caen dentro del alcance de la presente invencion.

Alternativamente, la proteina de fusién glicosilada de acuerdo con la presente invencion se puede preparar como
sigue. Se prepara una secuencia de ADN que codifica la proteina de fusién (a la que se alude aqui en lo que sigue
como “gen de fusién”), y se inserta en un vector que incluye una o mas secuencias para el control de la expresién
que regulan la expresion del gen de fusién al ser operativamente enlazadas al gen de fusidon. Después, un
hospedador se transforma o se transfecta con el vector de expresion recombinante resultante. El transformante o
transfectante resultante se cultiva en un medio adecuado bajo condiciones adecuadas para la expresion del gen de
fusién. A partir del cultivo resultante se recupera una proteina de fusion glicolisada, esencialmente pura, codificada
por el gen de fusion.

El término “vector”, tal como se utiliza en esta memoria, significa una molécula de ADN que sirve como un vehiculo
capaz de portar de manera estable genes exdgenos a células hospedadoras. Con el fin de que sea Uutil en la
aplicacién, un vector deberia ser replicable, tener un sistema para introducirse por si mismo en una célula
hospedadora y poseer marcadores seleccionables.

Ademas, la expresion “vector de expresion recombinante”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una
molécula de ADN circular que porta genes exégenos, operativamente enlazados a la misma, a ser expresados en
una célula hospedadora. Cuando se introduce en una célula hospedadora, el vector de expresién recombinante
tiene la capacidad de replicarse, independientemente del ADN cromosémico del hospedador, a un elevado namero
de copias y de producir ADN heterogéneo. Tal como se conoce generalmente en la técnica, con el fin de aumentar
el nivel de expresion de un gen transfectado en una célula hospedadora, el gen deberia ser operativamente
enlazado a secuencias reguladoras de la transcripcion y de la traduccion, funcionales en la célula hospedadora
seleccionada como un sistema de expresion. Preferiblemente, las secuencias de regulacion de la expresion y los
genes exodgenos pueden ser portados en un Unico vector de expresion que contiene marcadores seleccionables y
un origen de la replicacion. En el caso de que se utilicen células eucaridticas como un sistema de expresion, el
vector de expresion deberia comprender, ademas, marcadores de expresion Utiles en las células hospedadoras
eucarioticas.

Con el fin de expresar la secuencia de ADN (es decir, el gen de fusion) que codifica la proteina de fusidn glicosilada
de acuerdo con la presente invencién, se pueden emplear diversos vectores de expresion. Preferiblemente, dado
que una inmunoglobulina o un fragmento de la misma deberian estar glicosilados, deberian utilizarse vectores de
expresion adecuados para células hospedadoras eucaridticas. Vectores de expresion Utiles para células
hospedadoras eucaridticas contienen secuencias para el control de la expresién derivadas, por ejemplo, de SV40,
papiloma virus bovino, adenovirus y citomegalovirus. En detalle, ejemplos de los vectores incluyen
pCDNA3.1(+)/Hyg (Invitrogen, Carlsbad, Calif, EE.UU.) y pCl-neo (Stratagen, La Jolla, Calif., EE.UU.). Vectores de
expresion Utiles para levaduras incluyen el plasmido 2y y sus isoformas, vector POT1 (patente de EE.UU. N°
4.931.373) y pPICZ A, B o C (Invitrogen). Vectores de expresion Utiles para células de insectos incluyen pVL 941,
pBluebac 4.5 y pMelbac (Invitrogen). Sin embargo, la presente invencién no esta limitada a estos ejemplos.

La expresiéon “secuencias para el control de la expresion”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a
secuencias de nucledtidos necesarias 0 ventajosas para la expresion del gen de fusion de acuerdo con la presente
invencion. Cada una de las secuencias de control puede ser nativa o extrafia al gen de fusion. Ejemplos no
limitantes de las secuencias para el control de la expresion incluyen secuencias conductoras, secuencias de
poliadenilacion, secuencias de propéptidos, promotores, potenciadores o secuencias activadoras situadas aguas
arriba, secuencias de péptidos sefial y terminadores de la transcripcién.

Con el fin de expresar el gen de fusion de la presente invencién, cualquiera de las diversas secuencias para el
control de la expresién puede insertarse en los vectores de expresion utilizados en la presente invencion. Ejemplos
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de secuencias para el control de la expresion adecuadas para dirigir la expresion de proteinas en células de
mamiferos incluyen SV40 y promotores temprano y tardio de adenovirus, promotor MT-1 (gen metalotioneina),
promotor del gen inmediato-temprano de citomegalovirus humano (CMV), promotor del virus del sarcoma de Rouse
(RSV) y promotor de ubiquitina C (UbC) humano. Ademas, con el fin de mejorar los niveles de expresion en células
de mamiferos, un intron sintético se puede insertar en la regién 5-no traducida del gen de fusién. Ejemplos de
secuencias para el control de la expresion adecuadas para dirigir la expresion de proteinas en células de insectos
incluyen el promotor de polihedrina, promotor P10, promotor del gen retardado-temprano 39K de baculovirus y la
secuencia de poliadenilacion de SV40. Ejemplos de secuencias para el control de la expresion, adecuadas para
dirigir la expresién de proteinas en levaduras, incluyen el promotor del sistema a-apareante de levaduras, el
promotor de la triosa-fosfato isomerasa (TPI) de levaduras y el promotor ADH2-4c. Ejemplos de secuencias para el
control de la expresién, adecuadas para dirigir la expresion de proteinas en células fangicas, incluyen promotor y
terminadores de ADH3.

La expresion “operativamente enlazado” se refiere a un estado en el que el gen de fusion de la presente invencion
esta dispuesto con una secuencia control de este tipo en una relacién funcional. Es decir, un gen y las secuencias
control estdn enlazados de manera que se induce la expresion del gen cuando una molécula adecuada (p. €j.
proteina activadora de la transcripcion) se une a la o las secuencias control. Por ejemplo, cuando una pre-
secuencia o un conductor secretor facilita la secrecion de una proteina madura, se le alude como operativamente
enlazado a la secuencia codificadora de la proteina. Un promotor esta operativamente enlazado con una secuencia
codificadora cuando el mismo regula la transcripcion de la secuencia codificadora. Un sitio de union a ribosoma
esti operativamente enlazado a una secuencia codificadora cuando esti presente en una posicion que permite la
traduccion de la secuencia codificadora. Tipicamente, la expresidon “operativamente enlazado” significa que
secuencias de nucledtidos enlazadas estdn en contacto una contra. En el caso de una secuencia conductora
secretora, la expresion significa que contacta con una secuencia codificadora y estd presente dentro de un marco
de lectura de la secuencia codificadora. Sin embargo, un potenciador no necesita contactar necesariamente con
una secuencia codificadora. El enlace de las secuencias de nucledétidos se puede conseguir mediante ligamiento en
sitios de reconocimiento de la enzima de restriccion convenientes. En ausencia de sitios de reconocimiento de la
enzima de restriccion se pueden utilizar adaptadores o enlazadores de oligonucleétidos los cuales se sintetizan por
los métodos convencionales.

Por otra parte, se pueden utilizar células hospedadoras que tengan una elevada eficacia de introduccién de ADN
extrafio y que tengan elevados niveles de expresion de un ADN introducido. En particular, en calidad de una célula
hospedadora deberia utilizarse una célula eucariética capaz de glicosilar la proteina de fusién de la presente
invencion. Ejemplos de células hospedadoras de levaduras adecuadas incluyen cepas de Saccharomyces y
Hansenula. Ejemplos de células hospedadoras fungicas adecuadas incluyen especies de Tricoderma, Fusarium y
Aspergillus. Ejemplos de células hospedadoras de insectos adecuadas incluyen lineas de células de Lepidoptora
tales como Sf9 o Sf21. Ejemplos de células hospedadoras de mamiferos adecuadas incluyen lineas de células
CHO, lineas de células COS tales como COS1 o COS?7, lineas de células animales tales como la linea de células
BHK o células de ratén, y células vegetales cultivadas en tejido y células humanas.

El gen de fusidn de la presente invencidon o un vector de expresion recombinante que comprende el mismo se
puede introducir en una célula hospedadora por los métodos descritos en guias experimentales basicas (p. €j.,
Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986)). Los métodos preferidos para esta introduccién en esta
célula hospedadora incluyen, por ejemplo, transfeccion de fosfato de calcio, transfeccién mediada por DEAE-
dextrano, microinyeccion, transfeccién mediada por lipidos cationicos, electroporacioén, transduccion viral, carga por
raspado, introduccion balistica e infeccion.

En el método de preparacion de la presente invencion, las células hospedadoras se cultivan en un medio nutricio
adecuado para la produccion de un polipéptido utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las células
se pueden cultivar mediante cultivo en matraz agitado, fermentacién a pequefia escala 0 a gran escala en
fermentadores de laboratorio o industriales realizada en un medio adecuado y bajo condiciones que permitan
expresar y/o aislar al polipéptido. El cultivo tiene lugar en un medio nutricio adecuado que contiene fuentes de
carbono y nitr6geno y sales inorganicas, utilizando procesos conocidos en la técnica. Medios adecuados estan
comercialmente disponibles de suministradores comerciales y se pueden preparar de acuerdo con composiciones
publicadas (por ejemplo el catalogo de American Type Culture Collection). Si la proteina de fusién se secreta en el
medio nutricio, se puede recuperar directamente del medio. Si la proteina de fusion no se secreta, se puede
recuperar de lisados de células.

La proteina de fusion glicosilada de la presente invencion se puede recuperar utilizando uno cualquiera de un cierto
numero de métodos para aislar un polipéptido, los cuales se conocen en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido se
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puede recuperar del medio nutricio por procesos convencionales que incluyen, pero no se limitan a centrifugacion,
filtracién, extraccion, secado por pulverizacion, evaporacion o precipitaciéon. Ademas, el polipéptido se puede
purificar por una diversidad de procesos conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a cromatografia (p.
ej. intercambio de iones, afinidad, hidrofobicidad y exclusién por tamafio), electroforesis, solubilidad diferencial (p.
ej. precipitacion con sulfato de amonio), SDS-PAGE o extraccion.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende la
proteina de fusién glicosilada de acuerdo con la presente invencion.

El término “tratamiento” tal como se utiliza en esta memoria se refiere a una curacién, supresion o alivio perfecto de
enfermedades o trastornos. Por lo tanto, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz”, tal como se utiliza en esta
memoria, significa una cantidad suficiente para conseguir el efecto farmacéutico anterior. En la presente invencion,
la cantidad terapéuticamente eficaz puede variar de acuerdo con los métodos de formulacion, modos de
administracion, edad del paciente, peso y sexo, gravedad de la enfermedad, dietas, duracion de la administracion,
vias de administracion, tasas de excrecion y sensibilidad a la respuesta. Los expertos en la técnica pueden
determinar y prescribir facilmente una dosificacion capaz de conseguir un tratamiento deseado.

Ademas, resultard evidente para los expertos en la técnica que las enfermedades a tratar por la composicion
farmacéutica de la presente invencion pueden variar variando el tipo de proteina. Una proteina de fusion CTLA4-Ig
glicosilada, como una realizacion de la presente invencion, es aplicable a enfermedades contra las cuales exhibe
efectos terapéuticos, inhibiendo la accion de células T, por ejemplo enfermedades autoinmunes tales como artritis o
psoriasis, trasplantes de diversos érganos que incluyen trasplantes de la médula 6sea, y venas varicosas. También,
proteinas de fusién con receptores para diversos factores de crecimiento de células asociadas a cancer pueden
utilizarse en el tratamiento del cancer debido a que tienen una eficacia terapéutica mejorada debido a sus efectos
de aumentar los niveles en suero de los receptores y factores angiogénicos bloqueantes.

El soporte utilizado en la composicién farmacéutica de la presente invencién incluye los soportes, adyuvantes y
vehiculos comunmente utilizados en el sector farmacéutico que son denominados, en conjunto, “soportes
farmacéuticamente aceptables”. Soportes farmacéuticamente aceptables no limitantes, Gtiles en la composicién
farmacéutica de la presente invencion, incluyen resina de intercambio de iones, alimina, estearato de aluminio,
lecitina, proteinas del suero (p. ej. albimina de suero humana), agentes tampén (p. ej. fosfato de sodio, glicina,
acido sorbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados), agua,
sales o electrolitos (p. ej. sulfato de protamina, hidrofosfato disédico, hidrofosfato potésico, cloruro sodico y sales de
zinc), silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustratos basados en celulosa, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa sddica, poliarilato, ceras, copolimeros de bloques de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol
y lanolina virgen.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar a través de cualquiera de las vias
comunes, si es capaz de alcanzar a un tejido deseado. Por lo tanto, la composicion farmacéutica de la presente
invencion se puede administrar por via topica, parenteral, intraocular, transdermal, intrarrectal e intraluminal, y se
puede formular en disoluciones, suspensiones y similares. El término “parenteral”, tal como se utiliza en esta
memoria, incluye subcutaneo, intranasal, intravenoso, intraperitoneal, intramuscular, intra-articular, intrasinovial,
intrasternal, intracardial, intratecal, intralesional e inyeccion intracraneal o técnicas de infusion.

En un aspecto, la composicion farmacéutica de la presente invencion se puede formular como disoluciones acuosas
para administracion parenteral. Preferiblemente, se puede emplear una disolucion tampon adecuada tal como
solucién de Hank, solucion de Ringer o solucién salina tamponada fisioldgicamente. Suspensiones acuosas para
inyeccion se pueden suplementar con sustancias capaces de aumentar la viscosidad de las suspensiones, que se
ejemplifican por carboximetilcelulosa sédica, sorbitol y dextrano. Ademas, suspensiones de los componentes
activos, tales como suspension para inyeccion oleosa, incluyen disolventes o soportes lipofilicos que se ejemplifican
por aceites grasos tales como aceite de sésamo, y ésteres de acidos grasos sintéticos tales como oleato de etilo,
triglicéridos o liposomas. También se pueden utilizar como vehiculos polimeros amino no lipidicos policatidnicos.
Opcionalmente, las suspensiones pueden contener estabilizadores o farmacos adecuados para aumentar la
solubilidad de los componentes y obtener elevadas concentraciones de los componentes.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se encuentra preferiblemente en forma de un preparado
inyectable estéril tal como una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Una suspension de este tipo se
puede formular de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica utilizando agentes dispersantes o humectantes
adecuados (p. ej. Tween 80) y agentes de suspension. Los preparados inyectables estériles también pueden ser
una disolucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable, no toxico, tal
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como una disolucion en 1,3-butanodiol. Los vehiculos y disolventes aceptables incluyen manitol, agua, solucién de
Ringer y solucion isoténica de cloruro sddico. Ademas, en calidad de disolvente o medio de suspension se pueden
emplear convenientemente aceites fijados estériles. Para este fin, se puede emplear cualquier aceite fijado insipido,
incluidos mono- o di-glicéridos sintéticos. Ademas, en la produccion de preparados inyectables se pueden utilizar
acidos grasos tales como acido oleico y derivados de glicéridos del mismo, tales como los aceites naturales
farmacéuticamente aceptables (p. €j. aceite de oliva o0 aceite de ricino) y, particularmente, derivados polioxietilados
de los mismos.

La composicidn acuosa antes mencionada se esteriliza principalmente mediante filtracion utilizando un filtro para
separar bacterias, mezclandolo con desinfectantes o en combinacion con radiacién. La composicion esterilizada
puede ser endurecida, por ejemplo mediante liofilizacion, para obtener un producto endurecido, y para el uso
practico, la composicién endurecida se disuelve en agua esterilizada o en una disolucion diluida esterilizada.

Con el fin de aumentar la estabilidad a la temperatura ambiente, reducir la necesidad de almacenamiento de coste
elevado a baja temperatura y prolongar la vida util, la composicion farmacéutica de la presente invencién se puede
liofilizar. Un procedimiento de liofilizacion puede comprender las etapas de congelacion, primer secado y segundo
secado. Después de la congelacién, la composicion se calienta a presion para evaporar el agua. En la segunda
etapa de secado, el agua residual se separa del producto seco.

La dosis eficaz diaria de la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién es tipicamente de
aproximadamente 10 pg a aproximadamente 500 ug por kg de peso corporal, preferiblemente de aproximadamente
20 pg a aproximadamente 300 pg por kg de peso corporal y lo mas preferiblemente de aproximadamente 50 ug a
aproximadamente 200 pyg por kg de peso corporal. Resultard evidente para los expertos en la técnica que la
cantidad especifica de la composicion farmacéutica a administrar a un paciente puede variar dependiendo de una
pluralidad de factores que incluyen, pero no se limitan a la actividad bioldgica deseada, los sintomas del paciente y
la resistencia a los farmacos.

Se puede obtener una mejor comprension de la presente invencion a través de los siguientes Ejemplos. Resultara
evidente para los expertos en la técnica que los siguientes Ejemplos se proporcionan Unicamente para ilustrar la
presente invencion, y el alcance de la presente invencion no esté limitado a los Ejemplos.

EJEMPLOS
TABLA 2
Informacidn sobre cebadores utilizados en la preparacién de CTLA4-Ig
Nombre del cebador y otros SEQ ID Descripcion
NO
oligo CTLA4-F-EcoRl 1 Contiene el extremo 5’ del dominio extracelular soluble de CTLA4 y un
sitio EcoRlI
oligo CTLA4-R-Pstl 2 Contiene el extremo 3’ del dominio extracelular soluble de CTLA4 y un
sitio Pstl
oligo IgG1-F-Pstl 3 Contiene el extremo 5’ de la regién de bisagra de 1gG y un sitio Pstl
oligo 1gG1-R-Xbal 4 Contiene el extremo 3’ de IgG y un sitio Xbal
ADN codificador de 1gG 5 ADN que codifica IgG de tipo salvaje
proteina IgG 6 Proteina IgG de tipo salvaje
ADN codificador de CTLA4-1gG 7 ADN que codifica una proteina de fusion en la que Fc de I1gG esta
enlazada al dominio extracelular soluble de CTLA4
proteina CTLA4-1gG 8 Proteina de fusion en la que Fc de IgG esta enlazada al dominio
extracelular soluble de CTLA4

EJEMPLO 1
A. Preparacién de un fragmento de ADN que codifica el dominio extracelular soluble de CTLA4

Un fragmento de ADN que codifica un dominio extracelular soluble de CTLA4 se prepar6 mediante PCR utilizando
un cebador (SEQ ID NO: 1) que tiene una secuencia de reconocimiento de una enzima de restriccion, EcoRlI, y una
secuencia codificadora de una secuencia conductora de CTLA4, y otro cebador (SEQ ID NO: 2) que tiene una
secuencia de reconocimiento Pstl y una secuencia antisentido que codifica un extremo 3’ del dominio extracelular
soluble de CTLA4. Se preparé un molde de ADNc en la PCR mediante reacciéon en cadena de la polimerasa de
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transcripcion inversa (RT-PCR — siglas en inglés) utilizando ARNm extraido de células mononucleares (linfocitos T)
de adultos sanos. ARNm se aislo utilizando un kit de aislamiento de ARNm Tri-Reagent (MRC, EE.UU).
Primeramente, 2 x 107 linfocitos T humanos se lavaron tres veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS,
pH 7,2) y se lisaron con 1 ml de Tri-Reagent mediante pipeteado repetitivo. El lisado de células se mezclé con 0,2
ml de cloroformo mediante agitacion vigorosa, se dejé reposar a la temperatura ambiente durante 15 min y se
centrifugd a 15.000 rpm a 4°C durante 15 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo de 1,5 ml, se mezclé con 0,5
ml de isopropanol y se centrifugé a 15.000 rpm a 4°C durante 15 min. Después, el sobrenadante se desechd, el
sedimento se lavé con 1 ml de agua destilada triple (TDW - siglas en inglés) tratada con 75% de etanol-25% de
DEPC. El tubo se invirti6 dos o tres veces y se centrifugé a 15.000 rpm a 4°C durante 15 min. Después de haber
separado por completo el sobrenadante, el sedimento de ARN se sec6 al aire para separar etanol remanente y se
disolvi6 en 50 yl de TDW tratada con DEPC.

B. Preparacién de un fragmento de ADN que codifica la regién Fc de IgG1

Un fragmento de ADN que codifica una regién de Fc de 1gG1 se preparé mediante PCR utilizando un cebador (SEQ
ID NO: 3) que tiene una secuencia de reconocimiento Pstl y una secuencia codificadora de un extremo 5 de Fc de
IgG1, y otro cebador (SEQ ID NO: 4) que tiene una secuencia de reconocimiento Xbal y una secuencia antisentido
que codifica un extremo 3’ de Fc de IgG1. Un molde de ADNc en la PCR se preparé mediante RT-PCR utilizando
ARNm extraido de células de la sangre periférica (linfocitos B) de pacientes que padecian fiebre de origen
desconocido, que se encontraban en recuperacion. La RT-PCR se llevo a cabo utilizando los mismos reactivos bajo
las mismas condiciones que en Ejemplo 1, parte A.

C. Preparacion de CTLA4-1gG no glicosilada codificadora de un gen

El fragmento de ADN que codifica el dominio extracelular soluble de CTLA4 y el fragmento de ADN que codifica la
region Fc de IgG1 se digirieron con Pstl y se ligaron utilizando T4 ADN ligasa. EI ADN ligado contenia una
secuencia conductora para facilitar la secrecion de proteinas después de la expresion. El fragmento del gen de
fusién, asi producido, se digiri6 con EcoRl y Xbal y se insertd en sitios EcoRI/Xbal de pBluescript KS li(+)
(Stratagene, EE.UU.), que es un vector de clonacion comercialmente disponible. Toda la regién codificadora se
identifico mediante secuenciacion de ADN (SEQ ID NO: 7). Una proteina de fusion expresada a partir del gen de
fusion se designo “CTLA4-1gG”, cuya secuencia de aminoacidos predicha se representa por SEQ ID NO: 8

EJEMPLO 2: Preparacion de proteinas de fusion CTLA4-1gG glicosiladas

Con el fin de introducir un motivo de glicosilacién en la regiéon Fc de IgG1, siete cebadores con una secuencia de
nucledtidos que contenia una mutacion que conducia a una sustitucion de un aminoécido, se prepararon como
sigue: en la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 5, un codon 478-480 (ATG, Met) se reemplaz6 por AAC (Asn,
N), un coddn 583-585 (GCC, Ala) se reemplazé por AAC (Asn, N), un codon 727-729 (ACC, Thr) se remplazo por
AAC (Asn, N), un coddn 793-795 (GAG, Glu) se reemplazd por AAC (Asn, N) un coddén 895-897 (TAC, Tyr) se
reemplaz6 por ACC (Thr, T), un cod6n 991-993 (TTC, Phe) se reemplaz6 por ACC (Thr, T) y un codén 1036-1038
(CAG, GIn) se reemplazd por AAC (Asn, N). La informacion de estos cebadores se proporciona en la Tabla 3 que
figura a continuacion.
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TABLA 3

Informacién sobre cebadores utilizados en la preparacion de CTLA4-Ig glicosilada

Nombre del cebador SEQ ID Descripcion
NO
mg-hlgG1-CH2-1 9 Cebador que conduce a una sustitucion de N (asparagina) por M
(metionina) en la posicién 160 de SEQ ID NO. 6
mg-hlgG1-CH2-2 10 Cebador que conduce a una sustitucion de N (asparagina) por A
(alanina) en la posicién 195 de SEQ ID NO. 6
mg-hlgG1-CH2-3 11 Cebador que conduce a una sustitucion de N (asparagina) por T
(treonina) en la posicién 243 de SEQ ID NO. 6
mg-hlgG1-CH3-1 12 Cebador que conduce a una sustitucion de N (asparagina) por E
(4cido glutdmico) en la posicion 265 de SEQ ID NO. 6
mg-hlgG1-CH3-2 13 Cebador que conduce a una sustitucion de T (treonina) por Y
(triptéfano) en la posicién 299 de SEQ ID NO. 6
mg-hlgG1-CH3-3 14 Cebador que conduce a una sustitucion de T (treonina) por F
(fenilalanina) en la posicién 331 de SEQ ID NO. 6
mg-hlgG1-CH3-4 15 Cebador que conduce a una sustitucion de N (asparagina) por Q
(glutamina) en la posicion 346 de SEQ ID NO. 6

Proteinas de fusién glicosiladas de la presente invencion se prepararon mediante PCR utilizando el vector de
clonacion que porta ADN codificador de CTLA4-higG, preparado en el Ejemplo 1, en calidad de un molde, y los
oligonucledtidos listados en la Tabla 3 en calidad de cebadores.

En detalle, cada una de las proteinas de fusion glicosiladas se prepard como sigue.

(1) CTLA4-hlgG-G1 (variante G1): se cred un motivo de glicosilacion utilizando un cebador (SEQ ID NO: 9)
disefiado para que tuviera una secuencia de nucledtidos que contiene una sustitucion de AAC (Asn, N)
para los nucleotidos 478-480 (ATG, Met) situados en la region Fc de 1gG (SEQ ID NO: 5).

(2) CTLA4-hlgG-G2 (variante G2): se crearon dos motivos de glicosilacion utilizando cebadores (SEQ 1D
NOS: 12 y 13) disefiados para que tuvieran secuencias de nucleotidos que contienen sustituciones de AAC
(Asn, N) y ACC (Thr, T) para los nucleétidos 793-795 (GAG, Glu) y los nucleotidos 895-897 (TAC, Tyr),
respectivamente, situados en la region Fc de IgG (SEQ ID NO: 5).

(3) CTLA4-hlgG-G3 (variante G3): se crearon dos motivos de glicosilacion utilizando cebadores (SEQ 1D
NOS: 13 y 14) disefiados para que tuvieran secuencias de nucleétidos que contienen sustituciones de ACC
(Thr, T) y ACC (Thr, T) para los nucleétidos 895-897 (TAC, Tyr) y los nucleétidos 991-993 (TTC, Phe),
respectivamente, situados en la region Fc de IgG (SEQ ID NO: 5).

(4) CTLA4-hlgG-G4 (variante G4): se crearon tres motivos de glicosilacion utilizando cebadores (SEQ ID
NOS: 9, 12 y 13) disefiados para que tuvieran secuencias de nucleétidos que contienen sustituciones de
AAC (Asn, N), AAC (Asn, N) y ACC (Thr, T) para los nucleétidos 478-480 (ATG, Met), los nucle6tidos 793-
795 (GAG, Glu) y los nuclettidos 895-897 (TAC, Tyr), respectivamente, situados en la region Fc de 1gG
(SEQ ID NO: 5).

(5) CTLA4-hlgG-G5 (variante G5): se crearon cuatro motivos de glicosilacion utilizando cebadores (SEQ ID
NOS: 9, 12, 13 y 14) disefiados para que tuvieran secuencias de nucledtidos que contienen sustituciones
de AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), ACC (Thr, T) y ACC (Thr, T) para los nucle6tidos 478-480 (ATG, Met), los
nucledtidos 793-795 (GAG, Glu), los nucledtidos 895-897 (TAC, Tyr) y los nucleétidos 991-993 (TTC, Phe),
respectivamente, situados en la region Fc de IgG (SEQ ID NO: 5).

(6) CTLA4-hlgG-G6 (variante G6): se crearon cinco motivos de glicosilacion utilizando cebadores (SEQ ID
NOS: 9, 10, 12, 13 y 14) disefiados para que tuvieran secuencias de nucledtidos que contienen
sustituciones de AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), ACC (Thr, T) y ACC (Thr, T) para los
nucledtidos 478-480 (ATG, Met), los nucleétidos 583-585 (GCC, Ala), los nucledtidos 793-795 (GAG, Glu),
los nucledtidos 895-897 (TAC, Tyr) y los nucleétidos 991-993 (TTC, Phe), respectivamente, situados en la
region Fc de 1gG (SEQ ID NO: 5).

(7) CTLA4-hlgG-G7 (variante G7): se crearon seis motivos de glicosilacion utilizando cebadores (SEQ ID
NOS: 9, 10, 11, 12, 13 y 14) disefiados para que tuvieran secuencias de nucledtidos que contienen
sustituciones de AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), ACC (Thr, T) y ACC (Thr, T)
para los nucleétidos 478-480 (ATG, Met), los nucleétidos 583-585 (GCC, Ala), los nucelétidos 727-729
(ACC, Thr), los nucleétidos 793-795 (GAG, Glu), los nucleétidos 895-897 (TAC, Tyr) y los nucleétidos 991-
993 (TTC, Phe), respectivamente, situados en la regiéon Fc de IgG (SEQ ID NO: 5).

(8) CTLA4-hlgG-G8 (variante G8): se crearon siete motivos de glicosilacion utilizando cebadores (SEQ ID
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NOS: 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15) disefiados para que tuvieran secuencias de nucle6tidos que contienen
sustituciones de AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), AAC (Asn, N), ACC (Thr, T), ACC (Thr, T) y
AAC (Asn, N) para los nucleétidos 478-480 (ATG, Met), los nucleétidos 583-585 (GCC, Ala), los
nucelétidos 727-729 (ACC, Thr), los nucleétidos 793-795 (GAG, Glu), los nucleétidos 895-897 (TAC, Tyr),
los nucle6tidos 991-993 (TTC, Phe) y los nucleétidos 1036-1038 (CAG, GIn), respectivamente, situados en
la region Fc de IgG (SEQ ID NO: 5).

La PCR se llevé a cabo como sigue. A un tubo de PCR se afadieron 1 ul de ADN de CTLA4-hlgG (2,2 ng), 1,25 U
Pfu de ADN polimerasa (Stratagene, EE.UU.), 4 U Pfu de ADN ligasa (Stratagene, EE. UU.), 1 pl de tampon de
reaccion 10 x para Pfu ADN ligasa, 1 ul de cada uno de los cebadores (10 pM) y 2 pl de dNTP (en cada caso 10
mM), y se afiadié agua destilada triple hasta un volumen final de 20 pl. Las condiciones de la PCR incluian dos
ciclos de 3 min a 94°C, 1 min a 61°C y 1 min a 65°C, y luego 29 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 61°C y 7 min a
65°C, seguido de un alargamiento final a 65°C durante 15 min. Los productos de la PCR, asi obtenidos, se
sometieron a un analisis de la secuencia para determinar si se habia insertado con éxito el motivo de glicosilacion.

EJEMPLO 3
A. Expresion y purificacion de proteinas de fusion CTLA4-IgG glicosiladas

Para expresar proteinas de fusion CTLA4-IgG glicosiladas en células K-1 de ovario de hamster chino (CHO-K1,
ATCC CCL-61, ovario, hdmster chino Cricetulus griseus), ADN del pldsmido pBluescript KS lI(+) que contenia un
gen de fusién CTLA4-hlgG en el que se insertdé un motivo de glicosilacion se aislo a partir de E. coli transformada y
se digiri6 con EcoRI y Xbal. El gen de fusion CTLA4-hIgG, asi obtenido, se insertd en sitios EcoRI/Xbal de un vector
de expresion animal, pPCR™ 3 (Invitrogen, EE.UU.). Los vectores de expresion resultantes se designaron como
plasmidos pCT4lg-G2 a G8. Entre ellos, el vector de expresion recombinante pCT4lg-G2 se deposité en el Centro
de Cultivo de Microorganismos de Corea (KCCM) el 17 de mayo de 2004, bajo las provisiones del Tratado de
Budapest y se le asigné el nimero de acceso KCCM 10572.

B. Transfeccion y evaluacion de la expresion de genes de fusion

Células K-1 de ovario de hamster chino (CHO-K1) se extendieron en placas de cultivo de tejido de seis pocillos
(Nunc, EE.UU.) a una densidad de 1-3x10° células por pocillo y se desarrollaron hasta una confluencia de 50-80%
en medio DMEM que contenia FBS al 10%. En un DMEM exento de suero, 1-2 uyg de ADN de uno cualquiera de los
plasmidos pCT4lg-G2 a G8 se mezclaron con 2-25 pl de lipofectamina (Gibco, BRL, EE.UU.) y se incubaron a la
temperatura ambiente durante 15-45 min para formar complejos de ADN-liposoma. Después, el complejo resultante
se afiadié a placas de seis pocillos. Después de un periodo de incubacién de 5 h, las células se volvieron a
alimentar con medio DMEM que contenia FBS al 20% y se cultivaron ulteriormente durante 18-24 h. Después de
ello, las células se cultivaron en DMEM que contenia FBS al 10%, suplementado con 3 mg/ml de geneticina (G418,
Gibco BRL, EE.UU.) durante tres semanas. Las colonias formadas se seleccionaron y aislaron y luego se
propagaron.

El que se expresara o no un gen de fusién se evalué mediante ELISA utilizando IgG anti-humana de cabra marcada
con peroxidasa (KPL, EE.UU.). El ELISA se llevé a cabo como sigue: primero 1 mg/ml de IgG anti-humana de cabra
se diluyd a razén de 1:2000 con bicarbonato de sodio 0,1 M, y 100 pl del diluyente se afiadieron en partes alicuotas
a una placa flexible de 96 pocillos (Falcon, EE.UU.). Después de sellar con una pelicula de plastico, la placa se
incubd a 4°C a lo largo de 16 h para permitir que el fondo de la placa quedara recubierto con el anticuerpo.
Después, la placa se lavo tres veces con un tampon de lavado (solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que
contiene 1x Tween 20 al 0,1%) y a cada uno de los pocillos se afiadieron 100 pl de un tampdén de dilucion (48,5 ml
de 1x PBS, 1,5 ml de FBS, 50 pl de Tween-20). 20 ul de un sobrenadante del cultivo se afiadieron al primer pocillo y
se diluyd en serie utilizando una micropipeta. 0,01 ug/ yl de IgG humana (Sigma, EE.UU.) en calidad de un testigo
positivo y un fluido de cultivo de células CHO-K1 no transfectadas como un testigo negativo también se diluyeron al
igual que la muestra de ensayo. Después de haberse completado las diluciones, la placa flexible de 96 pocillos
(Falcon, EE.UU.) se envolvié con una lamina, se incubd a 37°C durante 1 h 30 min y se lavo tres veces con el
tampon de lavado. IgG anti-humana de cabra marcada con peroxidasa (KPL, EE.UU.) se diluyo a razén de 1:5000
con el tampon diluyente, y a cada uno de los pocillos se afiadieron 100 ul del diluyente, se envolvieron con una
lamina y se incubaron a 37°C durante una hora. Después de completarse la reaccion, la placa se desarroll6é con un
sistema de sustrato de peroxidasa de micropocillo TMB (KPL, EE.UU.). La absorbancia se midié a 630 nm utilizando
un lector de microplacas (Bio-RAD, modelo 550, Jap6n) para determinar si se expresaba un gen de fusion y los
niveles de expresion del gen de fusion (FIG. 2).
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Tal como se muestra en la FIG. 2, la variante G1 se expresé a los niveles mas elevados, seguido de las variantes
G2, G4, GO y G3. Se encontré que las variantes G5, G6, G7 y G8 raramente se expresaban.

EJEMPLO 4
A. Analisis de transferencia Western

Una proteina expresada se purific6 mediante inmunoprecipitacion y se sometid a transferencia Western.
Primeramente, 50 pl de perlas de proteina A-Sepharose se colocaron en un tubo de 1,5 ml, se mezclaron con 100
ul de tampén A (acido bérico 0,05 M, NaCl 4 M, pH 9,0) y se centrifugaron a 13.000 rpm durante aproximadamente
10 s. Después de desechar el sobrenadante, esta etapa se repitié tres veces. Cada una de las muestras de proteina
se mezcld con las perlas de proteina A-Sepharose equilibrada y se incub6 a 4°C durante 3 h con rotacion para
inducir la unién. Después, la mezcla de reaccién se centrifugd a 13.000 rpm y las perlas se lavaron tres veces con
tampdn A. Las perlas se mezclaron con 20 ul de tamp6n B (fosfato de sodio 0,05 M, &cido citrico 0,05 M, NaCl 0,3
M, pH 3,0) y se centrifugaron a 13.000 rpm para eluir las proteinas ligadas. La muestra de proteinas eluida se
mezcld con tampon 5x que contenia B-mercaptoetanol al 5%, se hirvié durante 5 min y se sometié a SDS-PAGE
reducida. En calidad de un gel de apilamiento se utilizé un gel de acrilamida al 3,5% (Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), SDS
al 0,4%) y como gel energético se utilizd un gel de acrilamida al 10% (Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8), SDS al 0,4%).
Después de la electroforesis, las proteinas se electro-transfirieron a una membrana Westran de 0,4 ym (membrana
de transferencia de PVDF, S&S) durante 2 h a 350 mA. El borrén se bloque6 con leche desnatada al 5% durante 1
h. Después de lavar tres veces con tampon de lavado (Tween-20 al 0,1%, solucion salina tamponada con fosfato
1x) el borrén se incubd en una dilucién 1:2000 de IgG anti-humana de cabra tratada con peroxidasa (KPL, EE.UU.)
durante 1 h. El borrén se lavé tres veces con tampdn de lavado y se desarrollé a la temperatura ambiente durante
10 min con 15 ml de un agente colorante, que se prepard de acuerdo con un método de uso recomendado
utilizando un kit de sustrato DAB (VECTOR LABORATORIES, EE.UU.). La reaccidn se terminé con agua destilada
triple. Los resultados se proporcionan en la FIG. 3.

EJEMPLO 5: Medicion de semi-vidas en suero de proteinas de fusion CTLA4-hIgG glicosiladas en ratones

Semi-vidas en suero de proteinas de fusion CTLA4-hlgG glicosiladas se midieron en ratones como sigue. Cada una
de las proteinas de fusion se inyectd por via intraperitoneal en ratones (ICR, Samtako, Inc., Corea) en una dosis de
0,2 mg/kg. Muestras de sangre se recogieron a intervalos de tiempo dados durante un minimo de 50 h y las
concentraciones de proteinas se determinaron de acuerdo con el mismo proceso ELISA que en el Ejemplo 3 (FIG.
4).

Tal como se muestra en la FIG. 4, las variantes G2, G3 y G4 tenian niveles en suero incrementados, mientras que
la variante G1 exhibia un tiempo de circulacion en sangre reducido en comparacion con el tipo salvaje. En
particular, la variante G2 exhibia el tiempo de circulacion mas elevado.

Aplicabilidad industrial

Tal como se describe antes en esta memoria, las proteinas de fusion glicosiladas de acuerdo con la presente
invencion son capaces de reducir la dosificacion y la frecuencia de administracidn en aplicaciones clinicas, ya que
tienen una elevada estabilidad in vivo.
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325 330

gag gct ctg cac aac cac tac acg
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
340 345

ggt aaa tg a
Gly Lys
355

8

356

PRT

Homo sapiens
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Lys
235

cag
Gln

ctg

Leu

€cc

Pro

aac

Asn

ctc
Leu
315

gte
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cag

Gln

Ala

CcccC

Pro

acc

Thr

agce
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tac
Tyr
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tac

Tyr

tte
Phe

aag

Lys

Leu

cga

Arg

aag
Lys

gac
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1285

aag
Lys

agec

Ser

tca
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agc

Ser

Pro

gaa
Glu

aac
Asn
270

-atc

Ile

acc

Thr

aag

Lys

tgc
Cys

ctc
Leu
350

Ala

cca
Pro

255

cag
Gln

gcc
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acg

Thr

ctc

Leu

tcec
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338

tcc
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Pro

240

cag
Gln

gtc
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gtg
Val

cct

Pro
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Thr
320

gtg
Val

ctg

Leu

768

816

864

912

960
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Ala

Arg

Ala

Ile

65

Gly

Met

Tyr

Cys

Gly

145

Met

His

val

His

Ser

Val

Ala

50

Cys

Leu

Tyr

val

Asp

130

Gly

Ile

Glu

His

val

Phe

Thr

35

Thr

Thr

Arg

Pro

Ile

115

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn
195

Ala

Val

20

Val

Tyr

Gly

Ala

Pro

100

Asp

Thr

Ser

Arg

Pro

180

Ala

Gln

Cys

Leu

Met

Thr

Met

Pro

Glu

Arg

Met

Ser
70

Asp

85

Pro

Pro

His

vVal

Thr

165

Glu

Lys

Tyr

Glu

Thr

Phe

150

Pro

Val

Thr

Ala

Tyr

Gln

Gly

55

Ser

Thr

Tyr

Pro

Cys

135

Leu

Glu

Lys

Lys
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val

Ala

Ala

40

Asn

Gly

Gly

Leu

Cys

i20

Pro

Phe

val

Phe

Pro
200

Val

Ser

25

Asp

Glu

Asn

Leu

Gly

105

Pro

Pro

Pro

Thr

Asn

185

Arg

Leu
10

Pro_

Ser

Leu

Gln

Tyr

90

Met

Asp

Cys

Pro

Cys

170

Trp

Glu

Ala

Gly

Gln

Thr

Val

75

Ile

Gly

Ser

Pro

Lys

155

Val

Tyr

Glu

26

Ser

Lys

Val

Phe

60

Asn

Cys

Asn

Ala

Ala

140

Pro

Vval

Val

Gln

Ser

Ala

Thr

45

Leu

Leu

Lys

Gly

Glu

125

Pro

Lys

vVal

Asp

Tyr
205

Arg

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Val

Thr

110

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

190

Asn

Gly

15

Glu

Val

Asp

Ile

Glu

95

Glin

Lys

Leu

Thr

Val

175

Val

Ser

Ile

Val

Cys

Ser

Gln

80

Leu

Ile

Ser

Leu

Leu

160

Ser

Glu

Thr
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15

Tyr

Gly

225

Tle

Val

Ser

Glu

Pro
305

Val

Met

Ser

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

<220>
<223>

<400>

Arg

210

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

290

vVal

Asp

His

Pro

val

Glu

Lys

Thr

Thr

275

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
355

9

Val

Tyr

Thr

Ser

Lys

Ile

245

Leu

260

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

340

Lys

26
ADN

Secuencia Artificial

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

325

Leu

Val

Cys

230

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

310

Trp

His

Leu

215

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

285

Gly

Gln

Asn
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Thr

val

Ala

Arg

Gly

280

Pro

Ser

Gln
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cebador, mg-hlgG1-CH2-1

9

tccgggagat gttgagggtg tcecttg

<210>
<211>
<212>

10
25
ADN

Val
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Lys

Asp

265

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
345

Leu

Asn

Gly

250

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

330

Thr

27

His

Lys

235

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

315

val

.Gln

Gln

220

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr
300

.T Yr

Phe

Lyé

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

285

Lys

Ser

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asn

270

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
350

Leu

Ala

Pro

255

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

335

Ser

Asn
Pro
240
Gln
vVal
Val
Pro
Thr
320

Val

Leu

26
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<400>

Secuencia Artificial

cebador, mg-hlgG1-CH2-2
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gectttgtctt gttattatge accte
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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ADN

Secuencia Atrtificial

cebador, mg-hlgG1-CH2-3
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ctttggagat gtttttctecg atggg
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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25

ADN

Secuencia Atrtificial

cebador, mg-hlgG1-CH3-1
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tcttggtcag gttatccegg gatgg

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

<220>
<223>

<400>
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25

ADN
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13

gcgtggtectt ggtgttgtte tecag -
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<212>
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ADN
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<220>
<223>

<400>

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

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

<400>

cag
Gln
1

acc

Thr'

gga
Gly

tgg
Trp

ctg
Leu
65

gte
Val

tgt

atc

Ile

ctc

Leu

gtg
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ctt
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Thr

acg
Thr

ggt
Gly
35

gca

Leu Ala

50

agg
Arg

ctt

Leu

gga

ace
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aca
Thr

tac

15
agaggctctt gttcgtgtag tggttg
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Homo sapiens
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ttg
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ctg
Leu
20

gtg
Val

ctc

Leu

aga

Arg

atg
Met

agt

aag
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

att
Ile

cte

Leu

acc
Thr
85

gtt

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp

ttt
Phe

acc
Thr
70

aac

Asn

gaa

tect

Ser

acg
Thr

atc

Ile

tag
Trp
.55

atc
Ile

gtg
Val

gga

ggt
Gly

ttc
Phe

cgt
Arg
40

gat
Asp

acc
Thr

gac

Asp

tat
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cebador, mg-hlgG1-CH3-4

ccc

Pro

tct
Ser
25

cag
Gin

gat
Asp

aag

Lys

cct

Pro

ggc

acg
Thr
10

gga
Gly

ccc

Pro

gat
Asp

gac

Asp

gcg
Ala
20

caa

ctg

Leu

tte
Phe

cca

Pro

aag

Lys

acc
Thr
75

gac

Asp

ggt

gtg
Val

tca

Ser

gga
Gly

cgce
Arg

60
tec

Ser

aca
Thr

tac

29

aaa

Lys

ctc

Leu

cag
Gln
45

tac

Tyr

aaa

Lys

gcc

Ala

cgc

ccc

Pro

agc
Ser

30

gce
Ala

agc

Ser

aac

Asn

aca
Thr

ttt

aca
Thr
15

aaa

Lys

ctg
Leu

cca

Pro

cag
Gln

tat
Tyr
95

cac

cag
Gln

agt

Ser

gag

Glu

tect

Ser

gtg
val
BO

tat
Tyr

tee

48

926

144

i92

26
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Cys

tgg
Trp

gac

Asp

gga
Gly
145

atc

Ile

gaa

Glu

cat
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cgt
Arg

aag
Lys
225

gag
Glu

tac

Gly

ggc
Gly

aaa
Lys
130

cecg

Pro

tcc

Ser

géc

Asp

aat

Asn

gtg
Val
210

gag
Glu

aaa

Lys

acc

Tyr

cag
Gln
115

act

Thr-

tca

Ser

cgg
Arg

cct

Pro

gcc
Ala
195

gtc
Val

tac

Tyr

acce
Thr

ctg

Ser

100

‘gga

Gly

cac

His

gte
Val

acc

Thr

gag
Glu
180

aag

Lys

age

Ser

aag

Lys

atc
Ile

ccc

Val

ace
Thr

aca
Thr

tte
Phe

cct
Pro
165

gtc

Val

aca

Thr

gte
val

tgc
Cys

tece
Ser
245

cca

Glu

ctg

Leu

tgc

Cys

ctc
Leu
150

gag

Glu

aag

Lys

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys
230

aaa

Lys

tcc

Gly

gtc
Val

cca
Pro
135

ttc

Phe

gtc
Val

tte
Phe

ccg

Pro

acc
Thr
215

gte
val

gce

Ala

cgg

Tyr

acc
Thr
120
ccg

Pro

ccc

Pro
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aac

Asn

cgg

200

gtc
val

tce

Ser

aaa

Lys

gat
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Gly
105

gtc

val

tgc
Cys

cca

Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
185

gag
Glu

ctg

Leu

aac
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gg9g
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gag

Gln

tgce
Cys

cca

Pro

aaa

Lys

gtg
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tac

Tyr

gag
Glu

cac
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Lys

cag
Gln
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ctg

Gly
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gca
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cce
Pro
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gtg
val

gtg
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cag

Gln

cag
Gln

gcc
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cccC
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Tyr

gag
Glu

cct
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aag

Lys

gtg
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gac

Asp

tac

Tyr

gac
Asp
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ctc

Leu

cga

Arg

aag
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ccc
Pro
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gaa

Glu

gac
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gac

Asp

ggc
Gly

aac
Asn
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tgg
Trp

cca

Pro

gaa

Glu

aac

Phe
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Lys

ctc

Leu

acc
Thr

gtg
Val

gtg
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agce

Ser

ctg
Leu

gcc
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cca

Pro

cag
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tct

"Ser

ctg

Leu

ctc

Leu

agc
Ser
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gag
Glu

acg

Thr

aat

Asn

ccc

Pro

cag
Gln
255

gtc

Ser

tgt
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ggqg
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aac

Asn
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cac
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gtg
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tac

Tyr

ggc
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atc
Ile
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gtg
Val

agc
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Tyr

ctg

Leu

tgg
Trp

gtg
Val
305

gac

Asp

cat

His

ccg

Pro

Thr

acc

Thr

gag
Glu
290

ctg

Leu

aag

Lys

gag
Glu

gagt
Gly

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

<400>

Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Glﬁ

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Lys Ser

1

Leu

tge

Cys
275

agc

Ser

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

aaa
Lys
355

Pro
260

ctg

Leu

aat

Asn

tcc

Ser

agg
Arg

ctg
Leu
340

17
355

Pro

gtc
Val

999
Gly

gac

Asp

tgg
Trp
325

cac

His

tga

PRT

Homo sapiens
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Lys

cag

Gln

ggc
Gly
310

cag
Gln

aac

Asn

5

Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
285

tcc

Ser

cag
Gln

cac

His
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Asp Glu
265

ttc tat
Phe Tyr
280

gag aac
Glu Asn

ttc tte
Phe Phe

ggg aac
Gly Asn

tac acg
Tyr Thr
345

Leu Thr Lys

ccc agc gac

Pro Ser Asp

aac tac aag

Asn Tyr Lys

300

ctc tat agce

Leu Tyr Ser
315

gtc ttc tca

Val Phe Ser

330

cag aag agc

Gln Lys Ser

10

25

31

Asn

atc
Ile
285

ace
Thr

aag

Lys

tgc
Cys

‘cte

Leu

Gln
270

gecc
Ala

acg
Thr

ctc

Leu

tcec

Ser

tce
Ser
350

Val

gtg
Val

cct

Pre

acec

Thr

vgtg
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335

ctg

Leu
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gag
Glu

ccc

Pro

gtg
Val
320

atg
Met

tcc

Ser

15
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Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Trp

Asp

Gly

145

Ile

Glu

His

Arg

Lys

225

Glu

Val

Leu

50

Arg

Leu

Gly

Gly

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

210

Glu

Lys

Gly
35

Ala

Thr

Thr

Tyr

Gln

115

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

195

Val

Tyr

Thr

val

Leu

Arg

Met

Ser

100

Gly

His

Val

Thr

Glu
180

‘Lys

Ser

Lys

Ile

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Val

Thr

Thr

Phe

Pro
165

-‘Val

Thr

Val

Cys

Ser

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Glu

Leu

Cys

Leu

150

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

230

Lys

ile

Trp

55

Ile

Val

Gly

Val

Pro

135

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

215

val

Ala
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Arg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

Thr

120

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

200

val
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Lys

Gln

Asp

Lys

Pro

Gly.
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Val

Cys

Pro

Cys

Trp

185

Glu

Leu

Asn

Gly

Pro
Asp
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Ala
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Gln
Cys
Pro
Lys
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170
Tyr
Glu
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Lys

Gln

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Ser

Ala

Pro

155

Val

Val

Gln

Gln

Ala

235

Pro

32

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Tyr

Glu

Pro

140

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

220

Leu

Arg

Gln

45

Tyr

Lys

Ala

Arg

Pro

125

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

205

Trp

Pro

Glu

Ala

Ser

Asn

Thr

Phe

110

Lys

Leu

Thr

Val

Val

190

Ser

Leu

Ala

Pro

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

His

Ser

Leu

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

Glu

Ser

Val
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Tyr

Ser
Cys
Gly
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Val
Tyr
G]-.y
Ile
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Tyr

Leu

Trp

val
305
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Pro
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<212>
<213>
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<221>
<222>
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<400>

Thr

Thr

Glu

245

Leu Pro Pro
260

Cys Leu Val
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Ser Asn Gly

290

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp Ser Asp

Ser'Arg Trp
325

Ala Leu His
340

Lys
355
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Gln

Gly
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Glin

Asn

Axg

Gly

Pro

295

Ser

Gln

His
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Asp

Phe

280

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

265

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
345

250

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

330

Gln

Thr

Ser

Tyr

Tyr

315

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

300

Ser

Ser

Ser

Asn Gln
270

Ile Ala
285

.Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser

350

255

val

val

Pro

Thr

Val
335

Leu

cag atc acc ttg aag gag tct ggt ccc acg ctg gtg aaa ccc aca cag

Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

1

5

10

33

15

Ser

Glu

Pro

Val

320

Met

Ser

48
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Thr

gga
Gly

tgg
Trp

ctg
Leu
65

gtc
val

tgt
Cys

tgg
Trp

gac

Asp

gga
Gly
145

atc

Ile

ctc

Leu

gtg
val

ctt
Leu
50

agg
Arg

ctt

Leu

gga
Gly

ggc
Gly

aaa
Lys
130

ccg

Pro

tecc

Ser

acg
Thr

ggt
Gly
35

gca
Ala

acc

Thr

aca

Thr

tac

Tyr

cag
Gln

115

act
Thr

tca

Ser

cgg
Arg

ctg
Leu
20

gtg
Val

ctc

Leu

aga

Arg

atg
Met

agt
Ser
160

gga
Gly

cac
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gtc
Val

acc

Thr

acc

Thr

ggc
Gly

att
Ile

ctc

Leu

ace
Thr
85

gtt
val

acce
Thr

aca

Thr

tte
Phe

cct
Pro
165

tagc
Cys

tgg
Trp

ttt
Phe

acc
Thr
70

aac

Asn

gaa

Glu

ctg

Leu

tgc
Cys

ctc
Leu
150

gag
Glu

acg
Thr

ate
Ile

tgg
Trp
55

atc
Ile

gtg
val

gga
Gly

gtc
Val

ceca
Pro
135

ttc

Phe

gte
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ttc tet

Phe Ser
25

cgt cag
Arg Gln
40

gat gat
Asp Asp

acc aag
Thr Lys

gac cct

Asp Pro

tat ggc
Tyr Gly
105

acc gte
Thr Val

120

ccg tge

:Pro Cys

ccec cca

Pro Pro

aca tgc
Thr Cys

gga
Gly

ccc

Pro

gat
Asp

gac

Asp

gcg
Ala
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caa

Gln

tgc
Cys

cca

Pro

aaa

Lys

gtg
Val
170

tte
Phe

‘cca

Pro

aag

Lys

acc
Thr
75

gac

Asp

ggt
Gly

tca

Ser

gca

Ala

ccc
Pro
155

gtg
val

tca

Ser

gga
Gly

cge
Arg
60

tce

Ser

aca

Thr

tac

Tyr

gag
Glu

cct
Pro
140

aag

Lys

gtg
Val

34

ctc

Leu

cag
Gln
45

tac

Tyr
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Lys

gce
Ala

cge

Arg

cce
Pro
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gaa

Glu

gac
Asp

gac
Asp

agc
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gce
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aac

Asn

aca

Thr

ttt
Phe
110

aaa

Lys

ctc

Leu

acc

Thr

gtg
Val
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Lys

ctg

Leu
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Pro

cag
Gln

taf
Tyr
95

cac
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tect

Ser

ctg
Leu

cte
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agce
Ser
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agt
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gag
Glu

tct
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gtg
Val
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tgt
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atg-
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160

cac
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gaa gac cct gag gtc aag ttc aac tgg tac gtg gac ggc gtg gag gtg 576
Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

180 185 190
cat aat gcc aag aca aag €cg cgg gag gag cag tac aac agc acg tac 624

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
195 200 205 ’

cgt gtg gtc age th ctc acc gtc ctg cac cag gac tgg ctg aat ggc 672
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

210 215 220
aag gag tac aag tgc aag gtc tce aac aaa gcec ctc cca gee cece ate 720

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

225 230 235 240
gag aaa acc atc tcc aaa gecc aaa ggg cag ccc cga gaa cca cag gtg 768
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
245 250 255
tac acc ctg cece cca tee cgg gat aac ctg acc aag aac cag gtc agc 816

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

260 265 270
ctg acc tgec ctg gtc aaa ggc ttc tat ccc age gac ate gcc gtg gag 864
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
275 280 285
tgg gag agc aat ggg cag CCg gag aac aac acc aag acc acg cct ccc 912

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Thr Lys Thr Thr Pro Pro

290 295 300
gtg ctg gac tcc gac ggc tcc tte tte cte tat agc aag ctc acc gtg - 960
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
305 310 315 320
gac aag agc agg tgg cag cag ggg aac gtc ttec tca tgc tcc gtg atg 1008
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
325 330 335

35



10

cat gag gct
His Glu Ala
ccg ggt aaa
Pro Gly Lys
355
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

ES 2 428 894 T3

ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc tec ctg tec

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

340

tga

19
355
PRT

Homo sapiens

19

Gln Ile Thr Leu

Thr Leu Thr Leu

20

Gly Val Gly val

35

Trp Leu Ala Leu

S0

Leu Arg Thr Arg

65

Val Leu Thr Met

Cys Gly Tyr Ser

100

Trp Gly Gln Gly
115

Asp Lys Thr His

Lys

Thxr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Val

Thr

Thr

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Glu

Leu

Cys

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

Val

Gly

Val

Pro

345

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

Thr

120

Pro

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Gly

105

val

Cys

Thr

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

S0

Gln

Cys

Pro

36

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr

75
Asp
Gly

Ser

Ala

350

Val

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Tyr

Glu

Pro

Lys

Leu

Gln

45

Tyr

Lys

Ala

Arg

Pro

125

Glu

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Phe
110

Lys

Leu

Thr

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

His

Ser

Leu

Gln

Ser

Glu

1056

1068

Ser.

Val

80

Tyr

Ser

Cys

Gly



Gly
145
Ile
Glu
His
Arg
Lys
225
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
305

Asp

His

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

210

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

290

Leu

Lys

Glu

Ser

Arg

Pro

Ala

185

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

275

Ser

Asp

Ser

Ala

Val
Thr
Glu
180
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
260
Leu
XEsn
Ser

Arg

Leu
340

Phe
Pro
165
Val
Thr
Val
Cys
Ser
245
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

325

His

Leu
150
Glu
Lys
Lys
L_eﬁ
Lys
230
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
310

Gln

Asn

135

Phe
Val
Phe
Pro
Thr
215
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
295
Ser

Gln

His

ES 2 428 894 T3

Pro

Thr

Asn

Arg

200

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

280

Glu

Phe

Gly

Tyr

?ro

Cys

Trp

185

Glu

Leu

Asn

Gly

Asn

265

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
345

Lys

Val

170

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

250

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

330

Gln

Pro

155

Val

Val

Gln

Gln

Ala

235

Pro

Thr

Ser

Thr

Tyr

315

Phe

Lys

37

140

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

220

Leu

AJ.;g

Lys

Asp

Lys

300

Ser

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Pro

Glu

Asn

Ile

285

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr
Val
Val
190
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
270
Ala
Thr
Leu
Ser

Ser

350

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

255

Val

val

Pro

Thr

val

335

Leu

Met
160
His
Val
Tyr
Gly
Ile
240
Val
Ser

Glu

Pro

Met

Ser



10

15

20

25

Pro Gly Lys

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

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

<400>

cag

Gln

acc
Thr

gga
Gly

tgg
Trp

ctg
Leu
65

gtc
Val

atc
Ile

ctc

Leu

gtg
vVal

ctt
Leu

50

agg
Arg

ctt

Leu

355

acc

Thr

acg

Thr

ggt
Gly
35

gca

Ala

acc

Thr

aca

Thr

20

1068

ADN

Homo sapiens

CDS

(1)...(1065)
1g-G3

20

ttg

Leu

ctg
Leu
20

gtg
vVal

ctc

Leu

aga

Arg

atg
Met

aag

Lys

acc

Thr

ggc
Gly

att
Ile

ctc

Leu

acc
Thr

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp

ttt
Phe

acc
Thr
70

aac

Asn

B5

tct

Ser

acg
Thr

atc

Ile

tgg
Trp
55

atc

Ile

gtg
val

ggt
Gly

ttc
Phe

cgt
Arg
40

gat

Asp

acc
Thr

gac

Asp

ES 2 428 894 T3

CcCccC

Pro

tct
Ser
25

cag

Gln

gat
Asp

aag

Lys

cct

Pro

acg
Thr
10

gga
Gly

cce

Pro

gat
Asp

gac
Asp

gcg
Ala
90

ctg

TLeu

ttc

Phe

cca’

Pro

aag

Lys

acc
Thxr
15

'gac

Asp

38

gtg
val

tca

Ser

gga
Gly

cgc
Arg
60

tce

Ser

aca

Thr

aaa

Lys

ctc

Leu

cag
Gln
45

tac

Tyxr

daa

Lys

gce

Ala

[o{ele]

Pro

agc

Ser

30

gce
Ala

agc

Ser

aac

Asn

aca

Thr

aca
Thr
15

aaa

Lys

ctg
Leu

cca

Pro

cag
Gln

tat
Tyr
95

cag

Gln

agt

Ser

gag
Glu

tect

Ser

gtg
vVal
80

tat
Tyr

48

96

144

192

240

288



tgt
Cys

tgg
Trp

gac

Asp

gga
Gly
145

atc

Ile

gaa
Glu

cat

His

cgt

aag
Lys
225

gag
Glu

gga
Gly

ggc
Gly

aaa
Lys
130

ccg

Pro

tce

Ser

gac

Asp

aat

Asn

gtg
val
210

gag
Glu

aaa

Lys

tac

Tyr

agt

Ser

. 100

cag
Gln
115

act
Thr

tca

Ser

cgg
Arg

cct

Pro

gcc
Ala
195

gtc
Val

tac

Tyr

acc
Thr

gga
Gly

cac

His

gte
Val

acc
Thr

g9ag-

Glu
180

aag

Lys

agce

S_er

aag

Lys

atc

Ile

gtt
Val

acc

Thr

aca

Thr

tte
Phe

cct
Pro
165

gte
val

aca

Thr

gtc
Val

tgc
Cys

tece
Ser
245

gaa
Glu

ctg
Leu

tgc
Cys

ctc
Leu
150

gag
Glu

aag

Lys

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys
230

aaa

Lys

gga
Gly

gtc
Val

cca
Pro
135

ttc
Phe

gtc
Val

tte
Phe

ccg

Pro

acc
Thr
215

gte
Val

gcc
Ala

tat
Tyr

ace
Thr
120

ccg

Pro

cecc

Pro

aca
Thr

aac

Asn

cgg
Arg
200

gtc

Val

tece

Ser

aaa

Lys

ES 2 428 894 T3

ggc
Gly
105

gtc
Val

tgc
Cys

cca

Pro

tgc
Cys

tgg
Trp
185

gag
Glu

ctg

Leu

aac

Asn

gg99
Gly

Caa

Gln

tgc
Cys

cca

Pro

aaa

Lys

gtg
vVal
170

tac

Tyr

gag
Glu

cac

His

aaa

Lys

cag
Gln
250

ggt
Gly

tca

Ser

gca
Ala

ccc

Pro

tac

Tyr

gag
Glu

cct
Pro
140

aag

Lys

155

gtg
Val

gtg
val

‘cag

Gln

cag
Gln

gcc
Ala
235

ccc

Pro

gtg
val

gac

Asp

tac

Tyr

gac
Asp
220

cte

Leu

cga

Arg

39

cge
Arg

cee
Pro
125

gaa

Glu

gac

Asp

gac

Asp

ggc
Gly

aac
Asn
205

tgg
Trp

cca

Pro

gaa
Glu

ttt
Phe
110

aaa

Lys

ctc

Leu

acc

Thr

gtg
Val

gtg
Val
180

agc

Ser

ctg

Leu

gcc
Ala

cca

Pro

cac

His

tet

Ser

ctg

Leu

cte

Leu

agc
Ser
175

gag
Glu

acg

Thr

aat

Asn

ccc

Pro

cag
Gln
255

tce

Ser

tgt
Cys

ggg
Gly

atg
Met
160

cac

His

gtg

Val

tac

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
240

gtg
val

336

384

480

528

576

624

672

720

768



10

15

tac

Tyr

ctg
Leu

tgg
Trp

gtg
Vval
305

gac

Asp

cat

His

ccg
Pro

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

<400>

Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro.Thr Gir

1

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Lys Ser

acc
Thr

acc

Thr

gag
Glu
290

ctg

Leu

aag

Lys

gag
Glu

ggt
Gly

ctg

Leu

tgc
Cys
275

age
Ser

gac

Asp

age

Ser

gct
Ala

aaa
Lys
355

CcCcC
Pro
260

ctg
Leu

aat

Asn

tce

Ser

agg
Arg

ctg
Leu
340

21
355
PRT

Homo sapiens

21

cca

Pro

gtc

Val-

ggg
Gly

gac

Asp

tgg
Trp
325

cac

His

tga

tece

Ser

aaa

Lys

cag
Gln

ggc
Gly
310

cag

Gln

aac

Asn

5

cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
285

tece

Ser

cag
Gln

cac

His

ES 2 428 894 T3

gat gag
Asp Glu
265

ttc tat
Phe Tyr
280

gag aac

Glu Asn

ttc tte
Phe Phe

ggg aac
Gly Asn

tac acg
Tyr Thr
345

ctg

Leu

ccc

Pro

aac

Asn

ctc

Leu

gtc
vVal
330

cag
Gln

acc
Thr

age

Ser

acc

Thr

tat
Tyr
315

acc
Thr

aag
Lys

10

aag

Lys

gac

Asp

aag
Lys
300

agce

Ser

tca

Ser

agc

Ser

40

aac cag
Asn Gln
270

atc gcc
Ile Ala

285

acc acg

‘Thr Thr

aag ctc

Lys Leu

tgc tcc
Cys Ser

ctc tcc
Leu Ser
350

gte
Val

gtg
val

cct

Pro

acc
Thr

gtg
Val
335

ctg

Leu

agc

Ser

gag
Glu

Ccc

Pro

gtg
Val
320

atg
Met

tece

Ser

15

816

B64

912

%960

1008

1056

1068



Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Trp

Asp

Gly

145

Ile

Glu

His

Arg

Lys
225

Val

Leu

50

Arg

Leu

Gly

Gly

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

210

Glu

Gly

35
Ala
Thr
Thr
Tyr
Gln
115
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
195

Val

Tyr

val

Leu

Arg

Met

Ser

100

Gly

His

Val

Thr

Glu

i80

Lys

Ser

Lys

Gly
Ile
Leu
Thr

85
val
Thr
Thr
Phe
Pro
165
Val
Thr

Val

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Glu

Leu

Cys

Leu

150

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Ile

Trp-

55

Ile

val

Gly

val

Pro

135

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

215

Val

230

Arg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

Thr

120

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

200

val

Ser

ES 2 428 894 T3

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Gly

105

Val

Cys

Pro

Cys

Trp

185

Glu

Leu

Asn

Pro

Asp

Asp

Ala

80

Gln

Cys

Pro

Lys

val

170

Tyr

Glu

His

Lys

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Ser

Ala

Pro
155

Val '

Val

Gln

Glg

Ala
235

41

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Tyr

Glu

Pro

140

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

220

Leu

Gln

45

Tyr

Lys

Ala

Arg

Pro

125

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

205

Trp

Pro

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Phe

110

Lys

Leu

Thr

val

Val

190

Ser

Leu

Ala

Leu

Pro

Gln

Tyx

95

His

Ser

Leu

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

Pro

Glu

Ser’

Val

80

Tyr

Ser

Cys

Gly

Met

160

His

val

Tyr

Gly

Ile
240



10

15

20

Glu Lys Thr Ile Ser

Tyr'Thr

Leu Thr

Trp Glu
290

Val Leu
305

Asp Lys

His Glu

Pro Gly

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

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

<400>

Leu

Cys

275

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
355

245

Pro Pro
260

Leu Val

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp
325

Leu His
340

22
1068
ADN

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

310

Gln

Asn

Homo sapiens

CDS

(1)...(1065)

Ig-G4

22

Ala

Arg

Gly

Pro

295

Ser

Gln

His

ES 2 428 894 T3

Lys

Asp

Phe

280

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

265

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
345

Gln

250

Leu

Pro

Asn

Leu

Val
330

Gln

Pro Arg
Thr Lys
Ser Asp
Thr Lys

300

Tyr Ser
315

Thr Ser

Lys Ser

Glu

Asn

Lys

Cys

Leun

Pro

Gln

270

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
350

Gln
255

-Val

Val

Pro}

Thr

Val
335

Leu

val

Ser

Glu

Pro

val

320

Met

Ser

cag atc acc ttg aag gag tct ggt cce acg ctg gtg aaa cce aca cag
Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

42

48



acc

Thr

gga
Gly

tgg
Trp

ctg
Leu
65

gtc
Val

tgt
Cys

tgg
Trp

gac

Asp

gga
Gly
145

atc
Ile

cte

Leu

gtg’

Val

ctt
Leu
50

agg
Axrg

ctt

Leu

gga
Gly

ggc
Gly

aaa
Lys
130

ccg

Pro

tce

Ser

acg
Thr

ggt
Gly
35

gca
Ala

acc

Thr

aca

Thr

tac

Tyr

cag
Gln
115

act

Thr

tca

Ser

cgg
Arg

ctg
Leu
20

gtg
Val

ctc

Leu

aga

Arg

atg
Met

agt
Ser
100

gga
Gly

cac

His

atc
Val

acc

Thr

acc

Thr

ggc
Gly

att
Ile

ctc

Leu

acc

Thr-

85

gtt

Val

acc
Thr

aca
Thr

tte
Phe

cect

Pro

tge
Cys

tgg
Trp

ttt
Phe

acc
Thr
70

aac

Asn

gaa
Glu

ctg

Leu

tgc
Cys

ctc

Leu
150

gag
Glu

acg

Thr

atc

Ile

tgg
Trp
55

atc

Ile

gtg
Val

gga
Gly

gtc
val

cca
Pro
135

ttc

Phe

gtc
val

ttc
Phe

cgt
Arg

ES 2 428 894 T3

tct
Ser

25

cag

Gln

40

gat
Asp

acc

Thr

gac
Asp

tat
Tyr

acc
Thr
120

ccg

Pro

ccc

Pro

aca
Thr

gat
Asp

aag

Lys

cct

Pro

ggc
Gly
105

gtc
val

tgc
Cys

cca

Pro

tge
Cys

10

gga
Gly

ccce

Pro

gat
Asp

gac

Asp

gcg
Ala
90

caa

Gln

tgc
Cys

cca

Pro

aaa

Lys

gtg
val

ttc
Phe

Cca

Pro

aag

Lys

acc
Thr
75

gac

Asp

ggt
Gly

tca

Ser

‘gca

Ala

ccc
Pro
155

gtg
Val

43

tca

Ser

gga
Gly

cge
Arg
60

tce

Ser

aca

Thr

tac

Tyr

gag
Glu

cct
Pro
140

aag

Lys

gtg
Val

ctc

Leu

cag
Gln
45

tac

Tyr

aaa

Lys

gcc
Ala

cge
Rrg

cce
Pro
125

gaa
Glu

gac

Asp

gac

Asp

agc
Ser
30

gcc
Ala

agc

Ser

aac

Asn

aca

Thr

ttt
Phe
110

aaa

Lys

ctc

Leu

acc
Thr

gtg
Val

15

aaa

Lys

ctg

Leu

cca

Pro

cag
Gln

tat
Tyr
95

cac

His

tet

Ser

ctg
Leu

ctc

Leu

age

Ser

agt

Ser

gag
Glu

tct

Ser

gtg
val
80

tat
Tyr

tce

Ser

tgt
Cys

ggg
Gly

aac
‘Asn
160

cac

His

96

144

192

© 240

288

336

384

432

480

528



gaa

Glu

cat

His

cgt
Arg

aag
Lys
225

gag
Glu

tac

Tyr

ctg

Leu

tag
Trp

gtg
val
305

gac

Asp

gac

Asp

aat

Asn

gtg
val
210

gag
Glu

aaa

Lys

acc
Thr

acc

Thr

gag
Glu
290

ctg

Leu

aag

Lys

cct

Pro

gce
Ala
195

gtc

val

tac

Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

agc

Ser

gac

Asp

agc

Ser

gag
Glu
180

aag

Lys

agce

Ser

aag

Lys

atc
Ile

ccc
Pro
260

ctyg

Leu

aat

Asn

tcec

Ser

agg
Arg

165

gtc
val

aca

Thr

gtec
Val

tgc
Cys

tcc
Ser
245

cca

Pro

gtc
val

999
Gly

gac

Asp

tgg
Trp

aag

Lys

aag

Lys

cte

Leu

aag
Lys
230

aaa

Lys

tce

Ser

aaa

Lys

cag
Gln

ggce
Gly
310

cag
Gln

ttc
Phe

ccg

Pro

acc
Thr
215

gtc
Val

gce

Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
295

tcec

Ser

cag

Gln

ES 2 428 894 T3

aac

Asn

cgg
Arg
200

gtc
Val

tcec

Ser

aaa

Lys

gat
Asp

ttc
Phe
280

gag
Glu

tte
Phe

gg9g9
Gly

tag
Trp
185

gag
Glu

ctg

Leu

aac

Asn

ggg
Gly

aac
Asn
265

tat

Tyr

aac

Asn

ttc
Phe

aac

Asn

170

tac

Tyr

gag
Glu

cac

His

aaa

Lys

caé
Gln
250

ctg

Leu

ccc

Pro

aac

Asn

ctc

Leu

-gt c

Val

gtg
val

cag
Gln

cag
Gln

gcc
Ala
235

ccceC

Pro

acc

Thr

age
Ser

acc
Thr

tat
Tyr
315

ttc
Phe

44

gac

Asp

tac

Tyr

gac
Asp
220

ctc

Leu

cga
Arg

aag

Lys

gac
Asp

aag
Lys
300

agc

Ser

tca

Ser

gge
Gly

aac
Asn
205

tag
Trp

cca

Pro

gaa
Glu

aac

Asn

atc
Ile
285

acc

Thr

aag

Lys

tgc
Cys

atg
Val
190

agc

Ser

ctg

Leu

gce

Ala

cca

Pro

cag
Gln
270

gce

Ala

acg

Thr

ctc

Leu

tcc

Ser

175

gag
Glu

acg
Thr

aat

Asn

ccc

Pro

cag
Gln
255

gtc

val

gtg
Val

cct

Pro

acc

Thr

gtg
Val

gtg
val

tac

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
240

gtg
val

agc

Ser

gag
Glu

ccc

Pro

atg
Val
320

atg
Met

576

624

672

720

768

816

B64

912

960

1008
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cat gag gct

His Glu Ala

ccg ggt aaa

Pro Gly Lys

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

<400>

Gln
Thr
Gly
Trp
Leu

65
Val

Cys

Trp

Ile

Leu

val

Leu

50

Arg

Leu

Gly

Gly

355

Thr

Thr

Gly

35

Ala

Thr

Thr

Tyr

Gln
115

325

ES 2 428 894 T3

330

335

ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc tcc ctg tce

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

340

23
355
PRT

tga

Homo sapiens

23

Leu

Leu

Val

Leu

Arg

Met

Ser

100

Gly

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

B5

val

Thx

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Glu

Leu

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

vVal

Gly

val

Gly

Fhe

Arg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

Thr
120

345

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Gly

105

Val

Thr

10

Gly

Pio

Asp

Asp

Ala

90

Gln

Cys

Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Ser

45

Val

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Tyr

Glu

Lys

Leu

Gln

45

Tyr

Lys

Ala

Pro
125

350

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Phe

110

Lys

Thr

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Ser

Gln

Ser

Glu

Ser

val

80

Tyr

Ser

Cys

1056

1068



Asp

Gly

145

Ile

Glu

His

Arg

" Lys

225

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

305

Asp

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

val

210

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

250

Leu

Lys

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
195
vVal
Tyr
Thr
Leu
Cys
275
Ser

Asp

Ser

His

Val

Thr

Glu

180

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

260

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

Phe

Pro

165

Val

Thr

Val

Cys

Ser

245

Prb

Val

Gly

Asp

Trp
325

Cys

Leu

150

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

230

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

310

Gln

Pro

135

Phe

val

Phe

Pro

Thr

215

val

Ala

Arg

Gly

Pro

295

Ser

Gln

ES 2 428 894 T3

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

200

val

Ser

Lys

Asp

Phe

280

Glu

Phe

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

-~ 185

Glu

Leu

Asn

Gly

Asn

265

Tyr

Asn

Phe

Asn

Pro

Lys

val

170

Tyr

Glu

His

Lys

‘Gln

250

Leu

Pro

Asn

Leu

Val
330

Ala

Pro

155

Val

val

Gln

.Gln

Ala
235

Pro

Thr

Ser

Thr

Tyr

315

Phe

46

Pro

140

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

220

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

300

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

205

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

285

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Val

val

190

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

270

Ala

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
255

Val

val

Pro

Thr

val
335

Gly

Asn

160

His

val

Tyr

Gly

Ile

240

Val

Ser

Glu

Pro

Val

320

Met
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His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

340 345 350
Pro Gly Lys
355

<210> 24
<211> 1068
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (2)...(1065)
<223> Ig-G5
<400> 24

cag atc acc ttg aag gag tct ggt ccc acg ctg gtg aaa ccc aca cag 48

Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

acc ctc acg ctg acc tgc acg ttc tet gga ttc tca ctc agec aaa agt ' 96
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Lys Ser

20 25 30
gga gtg ggt gtg ggc tgg atc cgt cag ccc cca gga cag gcc ctg gag 144
Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Gln Ala Leu Glu
35 40 45
tgg ctt gca ctc att ttt tgg gat gat gat aag cgc tac agec cca tct 192
Trp Leu Ala Leu Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Ser Pro Ser
50 55 60
ctg agg acc aga ctc acc atc acc aag gac acc tcc aaa aac cag gtg © 240

Leu Arg Thr Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

gtc ctt aca atg acc aac gtg gac cct gcg gac aca gcc aca tat tat 288

47



Val

tgt
Cys

tgg
Trp

gac

Asp

gga
Gly
145

atc

Ile

gaa
Glu

cat

His

cgt
Arg

aag
Lys
225

gag

Leu

gga
Gly

gge
Gly

aaa
Lys
130

ceg

Pro

tce

Ser

gac

Asp

aat

Asn

gtg
vVal
210

gag
Glu

daaa

Thr

tac

Tyr

cag
Gln
115

act
Thr

tca

Ser

cgg
Arg

cct

Pro

gce’

195

gtlc
val

tac

Tyr

acc

Met

agt
Ser
100

gga
Gly

cac

His

gtc
Val

acc

Thr

gag
Glu
180

aag

Lys

agc

Ser

aag

Lys

atc

Thr

85

gtt
val

acc
Thr

aca

Thr

ttc
Phe

cct
Pro
165

gte
Val

aca

Thr

gtc
Val

tgc
Cys

tcc

Asn

gaa
Glu

ctg

Leu

tgc
Cys

ctc
Leu
150

gag
Glu

aag
Lys

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys
230

aaa

vVal

gga
Gly

gte
Val

cca
Pro
135

ttc

Phe

gtc
Vval

ttc
Phe

ccg

Pro

acc
Thr
215

gtc
vVal

gecc

Asp

tat
Tyr

acc
Thr
120

ccg

Pro

cce

Pro

aca

Thr

aac

Asn

cgg
Arg

ES 2 428 894 T3

Pro

ggc
Gly
105

gtc
Val

tgc
Cys

cca

Proc

tgc
Cys

tgg
Trp
185

gag
Glu

200

gtc
Val

tece

Ser

aaa

ctg

Leu

aac

Asn

g9g

Ala
90

caa

Gln

tgc
Cys

cca

Pro

aaa

Lys

gtg
Val
170

tac

Tyr

gag
Glu

cac

His

aaa

Lys

cag

Asp

ggt
Gly

tca

Ser

gca
Ala

ccc
Pro
155

gtg
val

gtg
val

cag

Gln

cag
Gln

gce
Ala
235

ccce

48

Thr

téc

Tyr

gag
Glu

cct
Pro

140
aag

Lys

gtg
Val

gac

Asp

tac
Tyr

gac
Asp
220

ctc

Leu

cga

Ala

cgc

Arg

ccec
Pro
125

gaa

Glu

gac
Asp

gac

Asp

ggc
Gly

aac
Asn
205

tgg
Trp

cca

Pro

gaa

Thr

ttt
Phe
110

aaa

Lys

ctc

Leu

acc

Thr

gtg
Val

gtg
vVal
190

agc

Ser

ctg
Leu

gce
Ala

cca

Tyr
95

cac

His

tet

Ser

ctg

Leu

cte

Leu

agc
Ser
175

gag
Glu

acg
Thr

aat

Asn

cecc

Pro

cag

Tyr

tcc

Ser

tgt
Cys

ggg
Gly

aac
Asn
160

cac

His

gtg
Val

tac

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
240

gtg

336

384

432

480

528

-576

624

672

720

768
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15

Glu

tac
Tyr

ctg

Leu

tgg
Trp

gtg
vVal
305

gac

Asp

cat

His

ccg

Pro

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

<400>

Gln

Lys

acc

Thr

acc
Thr

gag
Glu
290

ctg

Leu

aag

Lys

gag
Glu

ggt
Gly

Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

Thr

ctg

Leu

tgc
Cys
275

agc

Ser

gac

Asp

agc

Ser

gct
Ala

aaa
Lys
355

Ile Ser
245

ccc cca
Pro Pro
260

ctg gtc
Leu Val

aat ggg
Asn Gly

tcc gac

Ser Asp

agg tgg
Arg Trp
325

ctg cac
Leu His
340

tga
25

355
PRT

Lys

tcc

Ser

aaa

Lys

cag

Gln

ggc
Gly
310

cag
Gln

aac

Asn

Homo sapiens

25

5

Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
2395

tcc

Ser

cag

Gln

cac

His

Lys

gat
Asp

ttc
Phe
280

gag
Glu

ttc
Phe

ggg
Gly

tac

Tyr

ES 2 428 894 T3

Gly

aac
Asn

265

tat
Tyr

aac

Asn

ttc
Phe

aac

Asn

acg
Thr
345

Gln
250

ctg

Leu

cCccC

Pro

aac

Asn

ctc

Leu

gtc
val
330

cag
Gln

Pro

acc

Thr

agce

Ser

acc

Thr

tat
Tyr
315
acc

Thr

aag

Lys

10

49

Arg

aag

Lys

gac
Asp

aag
Lys
300

agc

Ser

tca

Ser

age

Ser

Glu

aac

Asn

ate

Ile

285

acc

Thr

aag

Lys

tgc
Cys

ctc

Leu

Pro

cag
Gln
270

gcc

Ala

acg

Thr

ctc

Leu

tec

Ser

tcc
Ser
350

Gln
255

gtc
val

gtg
val

cct

Pro

acce

Thr

gtg
val
335

ctg

Leu

Val

agc

Ser

gag
Glu

cccC

Pro

gtg
Val
320

atg
Met

tce

Ser

15

816

864

912

960

1008

1056

1068



Thr

Gly

Trp

Leu

65

Val

Cys

Trp

Asp

Gly

145

Ile

Glu

His

Arg

Leu

Val

Leu

50

Arg

Leu

Gly

Gly

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
210

Thr

Gly

35

Ala

Thr

Thr

Tyr

Gln

115

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

195

Val

Leu

20

Val

Leu

Arg

Met

Ser

100

cly

His

val

Thr

Glu

180

Lys

Ser

Thr
Gly
Ile
Leu
Thr

85
Val
Thr
Thr
Phe
Pro
165
Val

Thr

val

Cys

Trp

Phe

Thr

Thr

Ile

Trp

55

Ile

70 -

Asn
Glu
Leu
Cys
Leu
150
Glu
Lys

Lys

Leu

val

Gly

Val

Pro

135

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
215

ES 2 428 894 T3

Phe

Arg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

Thr

120

Pro

Pro

Thr

Asn

vVal

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Gly

105

Val

Cys

Pro

Cys

Trp

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Gln

Cys

Pro

Lys

Val

170

Tyr

185

Glu

Leu

Glu

His

50

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Ser

Ala

Pro

155

Val

Val

Gln

Gln

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Tyr

Glu

Pro

140

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp
220

Leu

Gln

45

Tyr

Lys

Ala

Arg

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Phe

- 110

Pro

125

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

205

Trp

Lys

Leu

Thr

Val

val

190

Ser

Leu

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

His

Ser

Leu

Leu

Sér

175

Glu

Thr

Asn

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Ser

Cys

Gly

Asn

160

His

Val

Tyr

Gly
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Lys
225

Glu

Tyr

Leu

Trp

vVal
305

Asp

His

Pro

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

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

<400>

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

280

Leu

Lys

Glu

Gly

ES 2 428 894 T3

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
230

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
245 250

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Asn Leu
260 265

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
275 280

Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn
285

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
310

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val
325 330

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
340 345

Lys
355

26

1068

ADN

Homo sapiens

CDS
(1)...(1065)
1g-G6

26

51

Ala

235

Pro

Thr

Ser

Thr

Tyr

315

Thr

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

300

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

285

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Pro

Gln

270

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
350

Pro

Gln

255

Val

Val

Pro

Thr

Val

335

Leu

Ile

240

Val

Ser

Glu

Pro

Val

320

Met

Ser



cag
Gln

acc

Thr

tgg
Trp

ctg
Leu
65

gtc

. val

tgt
Cys

tgg
Trp

gac

gga
Gly
145

atc
Ile

ctc

Leu

gtg
Val

ctt
Leu
50

agg
Arg

ctt

Leu

gga
Gly

ggc
Gly

aaa
Lys
130

cecg

Pro

acc

Thr

acg

Thr

ggt
Gly
35

gca

Ala

acc

Thr

daca

Thr

tac

Tyr

cag
Gln
115

act

Thr

tca

Ser

ttg

Leu

ctg
Leu
20

gtg
Val

ctc

Leu

aga

Arg

atg
Met

agt
Ser
100

gga
Gly

cac

His

gtc
Val

aag

Lys

ace
Thr

ggc
Gly

att
Ile

ctc

Leu

ace
Thr
85

gtt

Val

acc

Thr

aca

Thr

ttec
Phe

gag
Glu

tgc
Cys

tgg
Trp

ttt
Phe

acc
Thr
70

aac

Asn

gaa
Glu

ctg
Leu

tgc
Cys

ctc
Leu
150

tct

Ser

acg

Thr

atc
Ile

tgg
Trp
55

ate
Ile

gtg
Val

gga
Gly

gtc
val

cca
Pro
135

tte
Phe

ggt
Gly

tte
Phe

cgt
Arg
40

gat
Asp

ace
Thr

gac

Asp

tat
Tyr

acc
Thr
120

ccg

Pro

CcccC

Pro

ES 2 428 894 T3

ccc

Pro

tct
Ser
25

cag
Gln

gat
Asp

aag

Lys

cct

Pro

ggc
Gly
105

gtc

vVal

tagc
Cys

cca

Pro

acg:

Thr
10

gga
Gly

ccc

Pro

gat

gac

Asp

gcg
Ala

90

caa

Gln

tgc
Cys

CCa

Pro

aaa

Lys

ctg

Leu

ttc
Phe

cca

Pro

aag

Lys

acc
Thr
75

gac

Asp

ggt
Gly

tca

Ser

gca

Ala

cce
Pro
155

gtg
Val

tca

Ser

gga
Gly

cgc
Arg
60

tcc

Ser

aca

Thr

tac

Tyr

gag
Glu

cct
Pro
140

aag
Lys

52

aaa

Lys

ctc

Leu

cag
Gln
45

tac
Tyr

aaa

L_ys

gcc
Ala

cgc

Arg

cece
Pro
125

gaa

Glu

gac
Asp

ccC

Pro

agc
Ser
30

gce
Ala

agc

Ser

aac

Asn

aca
Thr

ttt
Phe
110

aaa

Lys

ctc

Leu

acc
Thr

aca
Thr
15

aaa.

Lys

ctg

Leu

cca

Pro

cag

Gin

tat
Tyr
95

cac

His

tct

Ser

ctg

Leu

cte

Leu

cag

Gln

agt

Ser

gag
Glu

tct
Ser

gtg
val
80

tat .

Tyxr

tcec

Ser

tgt
Cys

ggg
Gly

aac
Asn
160

48

96

144

192

240

336

384

432

480



atc
Ile

gaa
Glu

cat

His

cgt
Arg

aag
Lys
225

gag
Glu

tac

Tyr

ctg

Leu

tgg
Trp

gtg
Val
305

tcc

Ser

gac
Asp

aat

Asn

gtg
vVal
210

gag
Glu

aaa

Lys

acc

Thr

acce
Thr

gag
Glu
290

ctg
Leu

cag
Arg

cct

Pro

aac
Asn
195

gtc
Val

tac

Tyr

acc
Thr

ctg
Leu

tgc
Cys
275

agc

Ser

gac

Asp

acc

Thr

gag
Glu
180

aag

Lys

age

Ser

aag

Lys

atc
Ile

cccC
Pro

260

ctg

Leu

aat

Asn

tece

Ser

cct
Pro
165

gtc

Val

aca

Thr

gtc
Val

tgc
Cys

tece
Ser
245

Cca

Pro

gtc
Val

gg9g

Gly

gac

Asp

gag
Glu

aag

Lys

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys
230

aaa
Lys

tecec

Ser

aaa

Lys

cag

Gln

ggc

Gly-

310

gtc
Val

tte
Phe

ceg

Pro

acec
Thr
215

gte
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc

Gly

ccg
Pro
285

tece

Ser
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aca
Thr

aac

Asn

cgg
Arg
200

gtc
vVal

tce

Ser

aaa

Lys

gat
Asp

tte
Phe
280

gag

Glu

ttc
Phe

tge
Cys

tgg
Trp
185

gag
Glu

ctg

Leu

aac

Asn

ggg
Gly

aac
Asn

265
tat

Tyx

aac

Asn

tte
Phe

gtg
Val
170

tac

Tyr

gag
Glu

cac

His

aaa

Lys

cag
Gln
250

ctg

Leu

ccc

Pro

aac

Asn

ctc

Leu

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gce
Ala
235

ccc

Pr(_:

ace

Thr

age

Ser

acc

Thr

tat
Tyr
315

53

gtg
Val

g_ac
Asp

tac

Tyr

gac
Asp
220

ctc

Leu

cga

Arg

aag

Lys

gac

Asp

aag
Lys
300

agce

Ser

gac

Asp

ggc
Gly

aac
Asn
205

tag
Trp

cca

Pro

gaa
Glu

aac

Asn

atc
Ile
285

ace

Thr

aag

Lys

gtg
Val

gtg
Val
190

agc

Ser

ctg

Leu

gcc
Ala

cca

Pro

cag
Gln
270

gce
Ala

acg
Thr

ctc

Leu

agc

Ser

175

gag
Glu

acg
Thr

aat

Asn

ccc

Pro

cag
Gln
255

gtc

Val

gtg
Val

cct

Pro

acc

Thr

cac

His

gtg
Val

tac

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
240

gtg
Val

agc

Ser

gag
Glu

ccc

Pro

gtg
val
320

528

576

624

672

720

768

816

864

212

960



10

gac aag agc

agg

Asp Lys Ser Arg

cat gag gct
His Glu Ala

ccg ggt aaa
Pro Gly Lys
355

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

<400>

Gln Ile
Thr Leu
Gly val
Trp Leu

50

Leu Arg
65

Val Leu

Cys Gly

ctg
Leu
340

27
355

tgg cag
Trp Gln
325

cac aac

His Asn

tga

PRT
Homo sapiens

27

Thr

Thr

Gly

35

Ala

Thr

Thr

Tyr

Leu Lys
5

Leu Thr
20

Val Gly

Leu Ile

Arg Leu

Met Thr

85

Ser Val
100

cag ggg aac
Gln Gly Asn

cac tac acg

ES 2 428 894 T3

gtc acc tca tgc tce

Val Thr Ser Cys Ser

330

cag aag agc cte tcc

His Tyr Thr Giln Lys Ser Leu Ser
345

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Glu

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

val

Gly

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Thr

Asp

Tyr

350

Pro Thr Leu val
10

Ser Gly Phe Ser
25

Gln Pro Pro Gly

Asp Asp Lys Arg

60

Lys Asp Thr Ser
75

Pro Ala Asp Thr
90

Gly Gln Gly Tyr
105

54

gtg atg
Val Mgt
335

ctg tcc

Leu Ser

Lys Pro

Leu Ser

30

Gln Ala

45

Tyr Ser

Lys Asn

Ala Thr

Arg Phe

Thr

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

His

110

1008

1056

1068

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Ser



Trp

Asp

Gly

145

Ile

Glu

His

Arg

Lys

225

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

305

Asp

Gly

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

210

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

290

Leu

Lys

Gln

115

Thr

Ser

Arg

Pro

Asn

195

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

275

Ser

Asp

Ser

Gly

His

Val

Thr

Glu

180

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

260

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

Thr

Phe

Pro

165

Val

Thr

val

Cys

Ser

245

Pro

val

Gly

Asp

Trp

Leu

Cys

Leu

150

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

230

Lys

Ser

Lys

Gln

Val

Pro

135

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

215

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

© 295

Gly
310

Gln

Ser

Gln

ES 2 428 894 T3

Thr

120

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

200

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

280

Glu

Phe

Gly

Val

Cys

Pro

Cys

Trp

185

Glu

Leu

Asn

Gly

Asn

265

Tyr

Asn

Phe

Asn

Cys

Pro

Lys

val

170

Tyr

Glu

‘His

Lys
Gln
250
Leu
Pro
Asn

Leu

val

Ser

Ala

Pro

155

Val

Val

Gln

Gln

Ala

235

Pro

Thr

Ser

Thr

Tyr

315

Thr

55

Glu

Pro

140

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

220

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

300

Ser

Ser

Pro

125

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

205

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

285

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

Thr

Val

Val

190

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

270

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

255

Val

Val

Pro

Thr

Val

Cys

Gly

Asn

160

His

Val

Tyr

Gly

Ile

240

Val

Ser

Glu

Pro

val

320

Met



ES 2 428 894 T3

325 330 _ 335

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
340 345 350

Fro Gly Lys
355

<210> 28
<211> 1068

5 <212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

10  <222> (1)...(1065)
<223> lg-G7

<400> 28
15

cag atc acc ttg aag gag tct ggt ccc acg ctg gtg aaa ccc aca cag 48
Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

acc ctc acg ctg ace tge acg ttc tct gga tte tca ctc agc aaa agt 96
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Lys Ser
20 25 . 30

gga gtg ggt gtg ggc tgg atc cét €ag ccc cca gga cag gcc ctg gag 144
Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Gln Ala Leu Glu
35 40 45

tgg ctt geca cte att ttt tgg gat gat gat aag cgc tac agc ceca tet 192
- Trp Leu Ala Leu Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Ser Pro Ser
50 55 60
ctg agg ace aga ‘ctc acc atc acc aag gac acc tcc aaa aac cag gtg 240

Leu Arg Thr Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln val
65 70 75 80

20

56



gtc
Val

tgt
Cys

tgg
Trp

gac
Asp

gga
Gly
145

atc
Ile

gaa

Glu

cat

His

cgt
Arg

aag
Lys
225

ctt

Leu

gga
G;y

ggc
Gly

aaa
Lys
130

ccg

Pro

tece
Ser

gac

Asp

aat

Asn

gtg
Val
210

gag
Glu

aca

Thr

tac

Tyr

cag
Gln
115

act

Thr

tca

Ser

cgg
Arg

cct

Pro

aac
Asn

195
gte

Val

tac

Tyr

atg
Met

agt
Ser

100

gga
Gly

cac

His

gtc
vVal

acc
Thr

gag
Glu
180

aag

Lys

agc

Ser

aag

Lys

acc
Thr
85

gtt.

Val

acc
Thr

aca
Thr

ttc
Phe

cct
Pro

165

gtc
Val

aca

Thr

gtc
Val

tgc
Cys

aac

Asn

gaa

Glu

ctg

Leu

tgc
Cys

ctc
Leu
150

gag
Glu

aag

Lys

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys
230

gtg
val

gga
Gly

gtc
Val

cca
Pro

135

ttc
Phe

gtc
Val

tte
Phe

ccg

Pro

acce
Thr
215

gtc
Val

gac

Asp

tat
Tyr

acc
Thr
120

ccg

Pro

ccc

Pro

aca
Thr

aac

Asn

cgg
Arg
200

gtc

Val

tcc

Ser

ES 2 428 894 T3

cct

Pro

ggc
Gly
105

gtc
Val

tgc
Cys

cCa

Pro

tge
Cys

tgg
Trp
185

gag
Glu

ctg
Leu

aac

Asn

gcg
Ala
90

Caa

Gln

tgc
Cys

cca

Pro

aaa

Lys

gtg
val
170

tac

Tyr

gag
Glu

cac

His

aaa

Lys

gac

Asp

ggt
Gly

tca

Ser

gca

Ala

cce
Pro
155

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln

cag
Gln

gce
Ala
235

aca

‘Thr

tac
Tyr

gag
Glu

cct
Pro
140

aag

Lys

gtg
Val

gac

Asp

tac

Tyr.

gac
Asp
220

ctc

Leu

57

gece
Ala

cge

Arg

cce
Pro
125

gaa

Glu

gac

Asp

gac

Asp

ggc
Gly

aac
Asn
205

tgg
Trp

ccCa

Pro

aca
Thr

ttt
Phe
110

aaa

Lys

ctc

Leu

acc

Thr

gtg
Val

gtg
Val
190

age

Ser

ctg

Leu

gcc
Ala

tat
Tyr
95

cac

His

tect

Ser

ctg

Leu

ctc

Leu

agc

Ser’

175

gag
Glu

acg
Thr

aat

Asn

ccc

P:O

tat

Tyr

tce

Ser

tgt
Cys

ggg
Gly

aac
Asn

160

cac

His

gtg
vVal

tac

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
240

288

336

384

432

480

528

576

624

720
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15

gag
Glu

tac

Tyr

ctg

Leu

tgg
Trp

gtg
val
305

gac

Asp

cat

His

cecg

Pro

aaa

Lys

acce
Thr

acc

Thr

gag
Glu
290

ctg

Leu

aag

Lys

gag
Glu

ggt
Gly

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

<400>

aac

Asn

ctg
Leu

tgc
Cys
275

agce

Ser

gac

Asp

agc

Ser

gct
Ala

aaa
Lys
355

atc
Ile

cce
Pro
260

ctg

Leu

aat

Asn

tce

Ser

agg
Arg

ctg
Leu
340

29

355

tcc
Ser
245

cca

Pro

gtc
Val

ggg
Gly

gac

Asp

tgg
Trp
325

cac

His

tga

PRT

Homo sapiens

29

aaa

Lys

tce

Ser

aaa

Lys

cag
Gln

ggc
Gly
310

cag

Gln

aac

Asn

gce
Ala

cgg
Arg

ggc

ccg
Pro
295

tce

Ser

cag

Gln

cac

His

aaa

Lys

gat
Asp

tte
Phe
280

gag
Glu

tte
Phe

999

Gly.

tac

Tyr

ES 2 428 894 T3

999

Gly

aac

Asn

265

tat
Tyr

aac

Asn

ttc
Phe

aac

Asn

acg
Thr
345

cag
Gln
250

ctg

Leu

CcccC

Pro

aac

Asn

ctc

Leu

gtc
Val
330

cag

Gln

ccc

Pro

acc
Thr

agc

Ser

acc

Thr

tat
Tyr
315

acc

Thr

aag

Lys

cga

Arg

aag

Lys

gac

Asp

aag
Lys
300

age

Ser

tca

Ser

agc

Ser

58

gaa

Glu

aac

Asn

atc
Ile
285

acc

Thr

aag
Lys

tgc
Cys

ctc

Leu

cca

Pro

caq
Gln
270

gce
Ala

acg

Thr

ctc

Leu

tcc

Ser

tee
Ser
350

cag
Gln
255

gte
val

gtg
Val

cct

Pro

acc

Thr

gtg
Val
335

Ctg

Leu

gtg
Val

agc
Ser

gag
Glu

cce

Pro

gtg
Val
320

atg
Met

tce

Ser

768

816

864

912

960

1008

1056

1068



Gln
Thr
Gly
Trp
Leu

65
Val
Cys
Trp
Asp
Gly
145
Ile

Glu

His

Arg

Ile
Leu
Val
Leu

50
Arg
Leu
Gly
Gly
Lys
130
Pro
Ser
Asp

Asn

Val

Thr

Thr

Gly

35

Ala

Thr

Thr

Tyr

Gln

115

Thr

Ser

Arg

Pro

Asn

185

Val

Leu

Leu

20

Val

Leu

Arg

Met

Ser

100

Gly,

His
Val
Thr
Glu
180
Lys

Ser

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Thr

85

Val

Thr

Thr

Phe

Pro

165

val

Thr

Val

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Glu

Leu

Cys

Leu

150

Glu

Lys

Lys

Leu

Ser

Thr

Ile

Trp

55

Ile

val

Gly

Val

Pro

i35

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

ES 2 428 894 T3

Gly Pro

Phe Ser
25

Arg Gln
40

Asp Asp

Thr Lys

Asp Pro

Tyr Gly

105

Thr Val
120

Pro Cys

Pro Pro

Thr Cys

Asn Trp
185

Arg Glu
200

Val Leu

Thr

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

S0

Gln

Cys

Pro

Lys

Val

170

Tyr

Glu

His

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr

75
Asp
Gly
Ser
Ala
Pro
i55
val
Val

Gln

Gln

59

Val

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Tyr

Glu

Pro

140

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Lys

Leu.

Gln

45

Tyr

Lys

Ala

Arg

Pro

125

Glu

P;o

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Phe

110

Lys

Leu

Thr

15

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

His

Ser

Leu

Gln

Ser

Glu

Ser

val

80

Tyr

Ser

Cys

Gly

Asp Thr Leu Asn

Asp

Gly.

Asn
205

Trp

val

Val

190

Ser

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

160

His

Val

Tyr

Gly



10

15

Lys
225

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
305

Asp

His

Pro

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

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

<400>

210

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

290

Leu

Lys

Glu

Gly

Tyr Lys

Asn Ile

Leu Pro
260

Cys Leu
275

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Ala Leu
340

Lys
355

30
1068
ADN

Cys

Ser

245

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

325

His

Lys

230

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

310

Gln

Asn

Homo sapiens

CDS

(1)...(1065)

Ig-G8

30

215

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

295

Ser

Gln

His

ES 2 428 894 T3

Ser
Lys
Asp
Phe
280
Glu
Phe

Gly

Tyr

Asn

Gly

Asn

265

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
345

Lys

Gln

250

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

330

Gln

60

Ala

235

Pro

Thr

Ser

Thr

Tyxr

315

Thr

Lys

220

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

300

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

285

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Pro

Gln

270

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

350

Pro

Gln

255

val

Val

Pro

Thr

val

335

Leu

Ile

240

Val

Ser

Glu

Pro

Val

320

Met

Ser
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cag atc acc ttg aag gag tct ggt ccc acg ctg gtg aaa ccc aca cag 4¢
Gln Ile Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln

1 5 10 15
acc cte acg ctg acc tgc acg ttc tct gga ttc tea etc agc aaa agt ¢

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Lys Ser

20 25 30
gga gtg ggt gtg ggc tgg atc cgt cag ccc cca gga cag gec ctg gag ‘ 144
Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Gln BRla Leu Glu
35 40 45
tgg ctt gca ctc att ttt tgg gat gat gat aag cgc tac agc cca tct 192
Trp Leu Ala Leu Ile Phe Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Ser Pro Ser
50 55 60
Ctg agg acc aga ctc acc atc acc aag gac ace tcc aaa aac cag gtg 240

Leu Arg Thr Arg Leu Thr Ile Thr Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val
65 70 75 80

gtc ctt aca atg acc aac gtg gac cct gcg gac aca gcec aca tat tat 288
Val Leu Thr Met Thr Asn Val Asp Pro Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85 | %0 - 95

tgt gga tac agt, gtt gaa gga tat ggc caa ggt tac cgc ttt cac tce 336
Cys Gly Tyr Ser Val Glu Gly Tyr Gly Gln Gly Tyr Arg Phe His Ser

' 100 105 110

"tgg ggc cag gga acc ctg gtc acc gtc tge tca gag ccc aaa tct tgt 384
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Cys Ser Glu Pro Lys Ser Cys

- 115 120 125
gac aaa act cac aca tgc cca ccg tgc cca gca cct.gaa cte ctg ggg 432

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
130 135 140

gga ccg tca gtc ttec ctc tte ccc cca aaa cec aag gac acc ctc aac 480
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Asn

61



145

atc
Ile

gaa
Glu

cat

His

cgt
Arg

aag
Lys
225

gag
Glu

tac

Tyr

ctg

Leu

tgg
Trp

gtg
Val

tee

Ser

gac

Asp

aat

Asn

gtg
val
210

gag
Glu

aaa

Lys

acc

Thr

acce

Thr

gag
Glu
290

ctg
Leu

cgg
Arg

cct

Pro

aac
Asn
195

gtc
Val

tac

Tyr

daac

Asn

ctg

Leu

tgc
Cys
275

agc

Ser

gac

Asp

acc
Thr

gag
Glu
180

aag

Lys

agce

Ser

aag

Lys

ate
Ile

cce
Pro
260

ctg

Leu

aat

Asn

tece

Ser

cct

Pro

150

gag
Glu

165 -

gte
val

aca

Thr

gte
val

tgc
Cys

tce
Ser

245

cca

Pro

gtc
Val

ggg
Gly

gac

Asp

aag
Lys

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys
230

aaa

Lys

tce

Ser

adaa

Lys

cag
Gln

ggc
Gly

gte
Val

tte
Phe

ccg

Pro

acc
Thr
215

gte
Val

gcc
Ala

cgg
Arg

ggc
Gly

ccg
Pro
295

tcc

Ser

aca
Thr

aac

Asn

cgg
Arg
200

gtc
vVal

tecc

Ser

aaa

Lys

gat
Asp

tte
Phe
280

gag
Glu

tte
Phe

ES 2 428 894 T3

tge
Cys

tgg
Trp
185

gag

Glu

ctg

Leu

aac

Asn

g9g9
Gly

aac
Asn
265

tat

Tyr

aac

Asn

tte
Phe

gtg
Val
170

tac

Tyr

gag
Glu

cac

His

aaa

Lys

cag
Gln
250

ctg

Leu

ccec

Pro

aac

Asn

ctc

Leu

155

gtg
Val

gtg
Val

cag

Gln

cag

Gln

gcc
Ala
235

ccc

Pro

acc

Thr

agc

Ser

acc

Thr

tat
Tyr

62

gtg
Val

gac

Asp

tac

Tyr

gac
Asp
220

ctc

Leu

cga

Arg

aag

Lys

gac

Asp

aag
Lys
300

age

Ser

gac

Asp

ggc
Gly

cca

Pro

gaa
Glu

aac

Asn

atc
Ile
285

acc

Thr

aag
Lys

gtg
Val

gtg
Val
190

agce.

Ser

ctg

Leu

gcc

Ala

ccCa

Pro

cag
Gln
270

gcc

Ala

acg

Thr

cte

Leu

age
Ser
175

gag
Glu

acg
Thr

aat

Asn

ccce

Pro

cag
Gln
255

gtc

Val

gtg
Val

cct

Pro

acc

Thr

160

cac

His

gtg
Val

tac

Tyr

ggc
Gly

atc
Ile
240

gtg
Val

agc .

Ser

gag
Glu

ccc

Pro

gtg
Val

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960
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305

gac

Asp

cat

His

cecg

Pro

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

<400>

Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

.Val

Cys

aag

Lys

gag
Glu

ggt
Gly

Ile Thr Leu Lys Glu

Leu Thr Leu

20

Val Gly Val
35

Leu Ala Leu

50

Arg Thr Arg

Leu Thr Met

Gly Tyr Ser

age

Ser

gct
Ala

aaa
Lys
355

agg
Arg

ctg
Leu
340

31

355
PRT
Homo sapiens
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310

tgg cag
Trp Gln
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cac aac

His Asn

tga

5

Thr Cys

Gly Trp

Ile Phe

Leu Thr

cag ggg aac gtc acc tca
Gln Gly Asn Val

cac tac acg aac aag agc
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315

330

Tyr Thr Asn Lys Ser

345

Ser Gly Pro

Thr Phe Ser
25

Ile Arg Gln

40

Trp Asp Asp

55
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Thr Asn

85

Val Glu

Ile Thr Lys

Val Asp Pro

Gly Tyr Gly

Thr Leu
i0

Gl; Phe
Pro Pro
Asp Lys
Asp Thr

75

Ala Asp
20

Gln Gly

63

Thr Ser

Val

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Thr

Tyr

350

Lys

Leu

Gln

45

Tyr

Lys

Ala

Arg

335

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Asn

Thr

Phe

320

tge tcec gtg atg
Cys Ser Val Met

ctec tece ctg tce

Leu Ser Leu Ser

Thr

15

Lys

Leu

Pro
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Tyr

95

His

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Ser

1008

1056

1068
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Gly
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Ile

Glu
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Lys

225

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
305

Gly

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
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Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

290

Leu

Gln

115

Thr

Ser

Arg

Pro

Asn

195

vVal

Tyr

Asn

Leu

Cys

275

Ser

Asp

100

Gly

His

Val

Thr

Glu

180°

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

260

Leu

Asn

Ser

Thr

Thr

Phe

Pro

165

Val

Thr

Val

Cys

Ser

245

Pro

val

Gly

Asp

Leu
Cys
Leu
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Glu
Lys
Lys
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Lys
230
Lys
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Lys
Gln

Gly
310

Val
Pro
135
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
215
Val
Ala
Arg
Gly
Pro

295

Ser
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Thr
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Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

200

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

280

Glu

Phe

105

Val

Cys

Pro

Cys

Trp

185

Glu

Leu

Asn

Gly

Asn

265

Tyr

Asn

Phe

Cys
Pro
Lys
Val
170
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
250
Leu
Pro

Asn

Leu

Ser

Ala

Glu

Pro

- 140

Pro
155

Val

Val

Gln

Gln

Pro

Thr

Ser

Thr

Tyr
315
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Lys
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Asp

Tyr

Asp

220

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
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Ser

Pro

125

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

205

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

285

Thr

Lys

110

Lys

Leu

Thr

Val

Val

130

Ser

Leu

Ala

Pro

Ser

Leu

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

- 255

Gln

270

Ala

Thx

Leu

Val
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Thr

Cys

Gly
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Val
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'Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln'Gly Asn Val Thr Ser Cys Ser Val Met
325 - 330 ~ 335

His Glu Ala Leu His Asn»His Tyr Thr Asn Lys Ser Leu Ser Leu Ser
340 345 350

Pro Gly Lys
355
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REIVINDICACIONES

1.- Una inmunoglobulina glicosilada o una porcién Fc de la misma, en la que una variante de inmunoglobulina, que
comprende una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en M160N, A195N,
T243N, E265N, Y299T, F331T y Q346N esta glicosilada adicionalmente mediante modificacion de un residuo
aminoacido, caracterizada por que:
la variante de inmunoglobulina comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs 17, 19, 21y 23.

2.- Un ADN que codifica una inmunoglobulina glicosilada o una porcién Fc de la misma, en la que una variante de
inmunoglobulina que comprende una o mas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste
en M160N, A195N, T243N, E265N, Y299T, F331T y Q346N estéa glicosilada adicionalmente mediante modificacion
de un residuo aminoécido, caracterizada por que:
la variante de inmunoglobulina comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs 17, 19, 21y 23.

3.- Una proteina de fusién glicosilada, formada como resultado del enlace de (a) una inmunoglobulina glicosilada o
una porcion Fc de la misma, en la que una variante de inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos
modificada formando una o méas secuencias Asn-X-Ser/Thr, X es cualquier residuo amino&cido, excluida prolina,
esta adicionalmente glicosilada por modificacion de un residuo aminoacido, con (b) al menos una proteina
biolégicamente activa o una porcién de la misma, en donde la variante de inmunoglobulina, que comprende una o
méas modificaciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en M160N, A195N, T243N, E265N,
Y299T, F331T y Q346N, esta glicosilada adicionalmente mediante modificacion de un residuo aminoécido,
caracterizada por que:

la variante de inmunoglobulina comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en SEQ ID NOs 17, 19, 21y 23.

4.- La proteina de fusion glicosilada de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizada por que la porcion de la
proteina bioldgicamente activa es un dominio extracelular soluble.

5.- La proteina de fusion glicosilada de acuerdo con la reivindicacion 3 6 4, en donde la proteina bioldgicamente
activa se selecciona del grupo que consiste en hemoglobina, proteinas del suero, citoquinas, interferones a, By v,
factores estimulantes de colonias, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), proteinas activantes de
fosfolipasa, insulina, proteinas vegetales, factor de necrosis tumoral (TNF) y sus alelos mutantes, factores de
crecimiento, hormonas, calcitonina, péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), encefalina sintética,
somatomedina, eritropoyetina, factores de liberacién del hipotalamo, prolactina, gonadotropina croénica, agentes
activantes de plasmindgeno tisular, péptido liberador de hormona del crecimiento (GHRP), factor humoral timico
(THF), interleuquinas, interferones y enzimas.

6.- Una proteina de fusion glicosilada en forma dimérica, en que dos moléculas de la proteina de fusion glicosilada
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 estan enlazadas por un enlace disulfuro en una regién
de bisagra.

7.- Un ADN que codifica la proteina de fusion glicosilada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a
6.

8.- Un vector de expresion recombinante que comprende el ADN que codifica la proteina de fusion de acuerdo con
la reivindicacion 7.

9.- El vector de expresion recombinante de acuerdo con la reivindicacion 8, que tiene el nimero de acceso KCCM-
10572, depositado en el Centro de Cultivo de Microorganismos de Corea bajo las provisiones del Tratado de
Budapest.

10.- Una célula hospedadora transformada o transfectada con el vector de expresion recombinante de acuerdo con
las reivindicaciones 8 6 9.

11.- Un método para preparar una proteina de fusion glicosilada, que comprende: cultivar la célula hospedadora

transformada o transfectada de acuerdo con la reivindicacion 10 y aislar la proteina de fusion glicosilada a partir del
cultivo resultante.
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12.- Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusion glicosilada de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 3 a 6.
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FIG. 4
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