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DESCRIPCION
Fragmento Fc de IgG para un vehiculo de farmaco y procedimiento para la preparacion del mismo
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un fragmento Fc de IgG util como vehiculo de farmaco polipeptidico, y mas en
particular, a fragmentos Fc de IgG2 y Fc de 1gG4, combinaciones de los mismos e hibridos de los mismos.

Técnica anterior

En el pasado, un gran numero de farmacélogos y quimicos hicieron esfuerzos para alterar y/o modificar quimicamente
la actividad in vivo de moléculas fisiologicamente activas, de origen natural. Estos esfuerzos se enfocaron
principalmente en incrementar o prolongar determinada actividad in vivo, reducir la toxicidad, eliminar o reducir los
efectos secundarios, o modificar actividades fisiolégicas especificas de las sustancias fisiolégicamente activas.
Cuando se modifica quimicamente una sustancia fisioldgicamente activa, en muchos casos pierde parte o la mayoria
de sus actividades fisiolégicas.

Sin embargo, en algunos casos, la modificacion podria dar como resultado un incremento o un cambio en la actividad
fisiolégica. A este respecto, muchos estudios se han enfocado en la modificacion quimica que puede lograr una
actividad fisiologica deseada, y la mayoria de dichos estudios han implicado la unién de forma covalente de una
sustancia fisiolégicamente activa (farmaco) con un vehiculo fisiol6gicamente aceptable.

Por ejemplo, la publicaciéon de patente internacional n.° WO 01/93911 emplea un polimero que tiene una pluralidad de
restos acidos como vehiculo de farmaco. La publicacion de patente internacional n.° WO 03/00778 divulga un grupo
anionico que contiene copolimeros de bloque anfifilicos que, cuando se usa como vehiculo de farmaco para un
farmaco catiénico, mejora la estabilidad del farmaco. La patente europea n.° 0 681 481 describe un procedimiento de
mejora de las propiedades de farmacos béasicos usando ciclodextrina y &cidos como vehiculos. Por otra parte, los
farmacos hidréfobos tienen baja estabilidad in vivo debido principalmente a su baja solubilidad acuosa. Para mejorar la
baja solubilidad acuosa de los farmacos hidréfobos, la publicacion de patente internacional n.° WO 04/064731 emplea
un lipido como vehiculo. Sin embargo, hasta la fecha, no hay informes del uso de un fragmento Fc de inmunoglobulina
como vehiculo de farmaco.

Tipicamente, ya que los polipéptidos se desnaturalizan de forma relativamente facil debido a su baja estabilidad, se
degradan por enzimas proteoliticas en la sangre y se eliminan facilmente a través del rifion o del higado, los
medicamentos de proteinas, incluyendo polipéptidos como componentes farmacéuticamente eficaces, necesitan
administrarse con frecuencia a los pacientes para mantener las concentraciones y los titulos del nivel sanguineo
deseados. Sin embargo, esta administracion frecuente de medicamentos de proteinas, en especial por medio de
inyeccion causa dolor en los pacientes. Para resolver estos problemas, se han realizado muchos esfuerzos para
mejorar la estabilidad en suero de los fArmacos con proteinas y para mantener los farmacos en la sangre en niveles
altos durante un periodo de tiempo prolongado, y por tanto para maximizar la eficacia farmacéutica de los farmacos.
Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas con actividad sostenida necesitan incrementar la estabilidad de los
farmacos de proteinas y mantener los titulos en niveles suficientemente altos sin provocar respuestas inmunitarias en
los pacientes.

Para estabilizar las proteinas y evitar la degradacion enzimatica y la eliminacion por los rifiones, se usé de forma
convencional un polimero con una alta solubilidad, tal como polietilenglicol (a continuacion en el presente documento,
denominado simplemente con "PEG"), para modificar quimicamente la superficie de un farmaco de proteinas. Al unirse
a regiones especificas o determinadas de una proteina diana, el PEG estabiliza la proteina y evita la hidrdlisis, sin
provocar efectos secundarios graves (Sada et al., J. fermentation Bioengineering 71: 137-139, 1991). Sin embargo, a
pesar de su capacidad para potenciar la estabilidad de las proteinas, este acoplamiento con PEG tiene problemas
tales como la gran reduccion del nimero de titulos de las proteinas fisiolégicamente "activas". Ademas, el rendimiento
disminuye con e incremento del peso molecular del PEG debido a la reduccién de la reactividad con las proteinas.

Recientemente, se han sugerido conjugados de polimero-farmaco de proteina. Por ejemplo, como se describe en la
patente los EE. UU. N.° 5.738.846, se puede preparar un conjugado uniendo un farmaco de proteina idéntico en
ambos extremos del PEG para mejorar la actividad del farmaco de proteina. Ademas, como se describe en la
publicacion de patente internacional n.° WO 92/16221, se pueden unir dos farmacos de proteinas diferentes en ambos
extremos del PEG para proporcionar un conjugado que tiene dos actividades diferentes. Los procedimientos
anteriores, sin embargo, no fueron muy exitosos en el mantenimiento de la actividad de los farmacos de proteinas.

Por otra parte, Kinstler et al. informaron de que una proteina de fusién preparada por acoplamiento del factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) a albumina humana mostré una mejora en la estabilidad (Kinstler et
al., Pharmaceutical Research 12(12): 1883-1888, 1995). En esta publicacion, sin embargo, puesto que el farmaco
modificado, que tiene una estructura G-CSF-PEG-albumina, sélo mostr6 un incremento de aproximadamente cuatro
veces en el tiempo de residencia en el cuerpo y un ligero incremento en la semivida en suero en comparacion con la
administracion individual de G-CSF natural, no se ha industrializado como formulacidon de accién prolongada eficaz
para farmacos de proteina.
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Un procedimiento alternativo para mejorar la estabilidad in vivo de proteinas fisioldgicamente activas es uniendo un
gen de proteina fisioldgicamente activa a un gen que codifica una proteina que tiene una alta estabilidad sérica por
tecnologia de recombinacién genética y cultivando las células transfectadas con el gen recombinante para producir
una proteina de fusiéon. Por ejemplo, se puede preparar una proteina de fusién conjugando albdmina, una proteina
conocida por ser la mas eficaz para potenciar la estabilidad de las proteinas, o su fragmento a una proteina
fisiolégicamente activa de interés por recombinacion genética (publicaciones de patente internacional n.° WO
93/15199 y WO 93/15200, publicacién de patentes europea n.° 413.622). Una proteina de fusién de interferén-alfa y
albumina, desarrollada por Human Genome Science Company y comercializada con el nombre comercial
'Albuferon™', incremento la semivida de 5 horas a 93 horas en monos, pero se supo que era problematica porque
disminuyé la actividad in vivo hasta menos de un 5 % del interferén-alfa no modificado (Osborn et al., J. Phar. Exp.
Ther. 303(2): 540-548, 2002). No hay informes de una tecnologia buena que potencie tanto la duracion de accion in
vivo como la estabilidad de farmacos de proteina y mantenga la actividad fisiolégica in vivo de los farmacos.

Por otra parte, se emplearon inmunoglobulinas y sus fragmentos para potenciar la estabilidad de farmacos de
proteinas. Por ejemplo, la patente de los EE. UU. N.° 5.045.312 divulga un procedimiento de incremento de la actividad
de una hormona de crecimiento no modificada conjugando la hormona del crecimiento humano a seroalbdmina o
inmunoglobulina de rata usando un agente de reticulacion. Ademas, se han realizado otros intentos de fusionar un
farmaco de proteina con un fragmento Fc de inmunoglobulina. Por ejemplo, se expresaron previamente interferén
(publicacién de patente coreana abierta a inspeccién publica n.° 2003-9464), y el receptor de interleucina-4, receptor
de interleucina-7 o receptor de eritropoyetina (EPO) (patente coreana con nimero de registro 249572) en mamiferos
en una forma fusionada a un fragmento Fc de inmunoglobulina. La publicacion de patente internacional n.° WO
01/03737 describe una proteina de fusién que comprende una citocina o un factor de crecimiento unido a un fragmento
Fc de inmunoglobulina a través de un enlace peptidico. Ademas, la patente de los EE. UU. N°. 5.116.964 divulga
proteinas fusionadas al extremo amino o carboxilo terminal de un fragmento Fc de inmunoglobulina por recombinacion
genética. La patente de los EE. UU. N.° 5.349.053 divulga una proteina de fusién que comprende IL-2 fusionada a un
fragmento Fc de inmunoglobulina por medio de un enlace peptidico.

Otros ejemplos de proteinas de fusion Fc preparadas por recombinacién genética incluyen una proteina de fusion de
interferon-beta o su derivado y un fragmento Fc de inmunoglobulina (publicacion de patente internacional N.° WO
00/23472), y una proteina de fusién de receptor de IL-5 y un fragmento Fc de inmunoglobulina” (patente de los EE. UU.
N.© 5.712.121). El documento WO 01/81415 divulga polipéptidos PTH terapéuticos unidos por medio de un enlace
peptidico (proteina de fusién) a un fragmento de Fc y también describe el uso de enlazadores poliméricos no
peptidicos, tales como PEG para unir un fragmento de Fc a un farmaco. Sin embargo, las técnicas para mejorar la
duracion de accion para farmacos de polipéptidos fisiologicamente activos usando un fragmento Fc de
inmunoglobulina se centran principalmente en el uso del fragmento Fc de inmunoglobulina s6lo como un compafiero
de fusion, y hasta la fecha, no se ha informado de la técnica de uso de un fragmento Fc de inmunoglobulina como
vehiculo.

También son conocidas las técnicas que implican la modificacion de residuos aminoacidicos de un fragmento Fc de
inmunoglobulina. Por ejemplo, la patente de los EE. UU. N. ©5.605.690 divulga una proteina de fusion TNFR-IgG1 Fc,
que se prepara por recombinacion genética usando un fragmento Fc de IgG1 con alteraciones de aminoacidos en la
regién de unién a complemento o la regién de unién a receptor.

Sin embargo, dichas proteinas de fusion Fc producidas por recombinacion genética tienen las siguientes desventajas:
la fusidn de proteinas solo se produce en una region especifica de un fragmento Fc de inmunoglobulina, que es un
extremo amino o carboxilo terminal; sélo se producen formas homodiméricas y no formas monomeéricas; y una fusion
s6lo podria tener lugar entre las proteinas glucosiladas o entre las proteinas aglucosiladas, y es imposible preparar
una proteina de fusiébn compuesta de una proteina glucosilada y una proteina aglucosilada. Ademas, una nueva
secuencia de aminoacidos creada por la fusién puede desencadenar respuestas inmunitarias, y una region enlazadora
puede volverse susceptible a la degradacion proteolitica.

Para resolver estos problemas, los inventores de la presente solicitud llevaron a cabo una investigacion, y llegaron al
conocimiento de que, cuando un fragmento Fc de IgG, mas en particular un fragmento Fc de 19G2 o IgG4, se une a un
farmaco de polipéptido, podria mejorar la duracién in vivo del farmaco y minimizar una reduccion en la actividad in vivo.

Divulgacion de lainvencion

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un fragmento G de inmunoglobulina que sea (til
como vehiculo de farmaco polipeptidico.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar una composicion farmacéutica que comprenda un fragmento G
de inmunoglobulina.

Breve descripcion de los dibujos

El anterior y otros objetivos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencidn se comprenderan mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada conjuntamente con los dibujos adjuntos, en los que:
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La FIG. 1 muestra los resultados de bandas western de fragmentos Fc de inmunoglobulina expresada en E. coli en
condiciones no reductoras;

Las FIG. 2 y 3 muestran los resultados de SDS-PAGE de fragmentos Fc de inmunoglobulina en condiciones no
reductoras y reductoras usando gel Criterion al 15 % (Bio-Rad);

La FIG. 4 muestra los resultados de cromatografia de un fragmento Fc de inmunoglobulina obtenido por escision de
una inmunoglobulina con papaina;

La FIG. 5 muestra los resultados de SDS-PAGE de un fragmento Fc de inmunoglobulina purificado (M: marcador de
tamafo molecular, carril 1: 1gG, carril 2: Fc

La FIG. 6 muestra los resultados de SDS-PAGE de conjugados IFNa-PEG-Fc (A), *'Ser-G-CSF-PEG-Fc (B) y
EPO-PEG-Fc (C), que se generan por una reaccion de acoplamiento (M: marcador de tamafio molecular, carril 1: Fc,
carril 2: proteina fisiolégicamente activa, carril 3: conjugado proteina fisiolégicamente activa-PEG-Fc);

La FIG. 7 muestra los resultados de cromatografia de exclusion por tamafio de un conjugado IFNa-PEG-Fc que se
purifica después de una reaccion de acoplamiento;

La FIG. 8 muestra los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF de un conjugado EPO-PEG-Fc;

Las FIG. 9a y 9b muestran los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF y andlisis SDS-PAGE,
respectivamente, de una inmunoglobulina Fc natural y una inmunoglobulina Fc desglucosilada (DG Fc) ;

La FIG. 10 muestra los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF de un conjugado IFNa-PEG-Fc y un
conjugado IFNa-PEG-DG Fc;

Las FIG. 11a a 11c muestran los resultados de HPLC de fase inversa de los conjugados IFNa-PEG-Fc, IFNa-PEG-DG
Fc y IFNa-PEG-derivado AG Fc recombinante;

La FIG. 12 es un grafico que muestra los resultados del analisis farmacocinético de un IFNa natural, un complejo
IFNa-40K PEG, un conjugado IFNa-PEG-albimina y un conjugado IFNa-PEG-Fc;

La FIG. 13 es un gréfico que muestra los resultados del andlisis farmacocinético de una EPO natural, una EPO
altamente glucosilada, un conjugado EPO-PEG-Fc y un conjugado EPO-PEG-AG Fc;

La FIG. 14 es un grafico que muestra los resultados del analisis farmacocinético de conjugados IFNa-PEG-Fc,
IFNa-PEG-DG Fc y IFNa-PEG-AG Fc recombinante;

La FIG. 15 es un grafico que muestra la farmacocinética de un Fab', un complejo Fab'-S-40K PEG, un conjugado
Fab'-N-PEG-N-Fc y un conjugado Fab'-S-PEG-N-Fc;

La FIG. 16 es un gréafico que muestra las actividades in vivo de Fab', un complejo Fab'-S-40K PEG, un conjugado
Fab'-N-PEG-N-Fc y un conjugado Fab'-S-PEG-N-Fc;

La FIG. 17 es un grafico que muestra los resultados de la comparacion de las subclases de IgG humana para
determinar la afinidad de unién con el complemento C1q;y

La FIG. 18 es un grafico que muestra los resultados de la comparacion de un Fc glucosilado, un DG Fc
enzimaticamente desglucosilado y un conjugado interferon-PEG-vehiculo en el que el vehiculo es AG Fc producido por
E. coli para determinar su afinidad de unién con el complemento C1q.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un fragmento Fc de inmunoglobulina G util como vehiculo de
farmaco polipeptidico, y mas preferentemente fragmentos Fc de IgG2 y Fc I1gG4.

El término "vehiculo", como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia unida a un farmaco, que
tipicamente incrementa, disminuye o elimina la actividad fisiol6gica del farmaco al unirse al farmaco. Sin embargo, con
respecto a los objetivos de la presente invencion, se emplea un vehiculo en la presente invencion para minimizar una
disminucion en la actividad fisioldgica de un farmaco de interés, unido al vehiculo, mientras se potencia la estabilidad in
vivo del farmaco.

Se estudié un gran numero de sustancias, tales como lipidos y polimeros, para determinar su idoneidad como
vehiculos de farmaco. Sin embargo, se desconocen técnicas que empleen un fragmento Fc de inmunoglobulina como
vehiculo de farmaco. Esto es, la presente invencién se caracteriza por proporcionar en particular un fragmento Fc de
IgG entre varias sustancias disponibles como vehiculos para mejorar la duracién de accién in vivo de un farmaco al
que se conjuga el vehiculo y minimizar una disminucioén en la actividad in vivo del farmaco, y mas preferentemente
fragmentos Fc de 1I9G2 y Fc de 1gG4.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 454 666 T3

El término "inmunoglobulina G (a continuacién en el presente documento, usado de manera intercambiable con
"IgG")", como se usa en el presente documento, quiere decir en conjunto proteinas que participan en la inmunidad
protectora del cuerpo actuando de forma selectiva contra antigenos, y se pueden derivar de seres humanos y de
animales. Las inmunoglobulinas tienen la siguiente estructura general. Las inmunoglobulinas estan compuestas de
dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Las cadenas ligeras y pesadas comprenden regiones
variables y constantes. Existen cinco tipos distintos de cadenas pesadas en base a diferencias en las secuencias de
aminoacidos de sus regiones constantes: gamma (y), mu (u), alfa (a), delta () y épsilon (g), y las cadenas pesadas
incluyen las siguientes subclases: gamma 1 (y1) , gamma 2 (y2), gamma 3 (y3), gamma 4 (y4), alfa 1 (a1) y alfa 2 (a2).
Ademas, existen dos tipos de cadenas ligeras en base a las diferencias en las secuencias de aminoacidos de sus
regiones constantes: los tipos kappa (k) y lambda (A) (Coleman et al., Fundamental Immunology, 22 Ed., 1989, 55-73).
De acuerdo con las caracteristicas de las regiones constantes de las cadenas pesadas, las inmunoglobulinas se
clasifican en cinco isotipos: IgG, IgA, IgD, IgE y IgM. La IgG se divide en las subclases IgG1, 19G2, IgG3 e IgGA4.

Ademas, se sabe que las inmunoglobulinas generan varios fragmentos estructuralmente diferentes, que incluyen Fab,
F (ab"), F (ab")2, Fv, scFv, Fd y Fc. Entre los fragmentos de inmunoglobulina, Fab contiene las regiones variables de la
cadena ligera y la cadena pesada, la region constante de la cadena ligera y la primera regién constante (Cnyl) de la
cadena pesada, y tiene un Unico sitio de unién a antigeno. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab en que
tienen la regién bisagra que contiene uno o mas residuos de cisteina en el extremo C terminal (extremo carboxilo) del
dominio Chl de cadena pesada. Los fragmentos F (ab’), se producen como un par de fragmentos Fab' por puente
disulfuro formado entre los residuos de cisteina de las regiones bisagra de los fragmentos Fab'. Fv es el fragmento de
anticuerpo minimo que contiene sdlo la region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera.
Los fragmentos scFv (Fv monocatenario) comprenden tanto la region variable de la cadena pesada como la region
variable de la cadena ligera que estan unidos entre si por un enlazador peptidico y, por tanto, estan presentes en una
Unica cadena polipeptidica. Los fragmentos Fd comprenden soélo la region variable y el dominio Cnl de la cadena
pesada.

Entre los diversos tipos conocidos de inmunoglobulinas y sus fragmentos funcionales y estructurales, como se
describe anteriormente, la presente invencion se caracteriza proporcionando un fragmento Fc de IgG util como
vehiculo de farmaco, y més preferentemente fragmentos Fc de IgG2 y Fc de IgG4.

El término "fragmento Fc de inmunoglobulina G (a continuacién en el presente documento, usado de manera
intercambiable con "fragmento Fc de IgG" o "fragmento Fc de la presente invencion")", como se usa en el presente
documento, se refiere a una proteina que contiene la region constante de cadena pesada 2 (Cnx2) y la region constante
de cadena pesada 3 (Cu3) de una inmunoglobulina G, y no las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras, la
region constante de cadena pesada 1 (Cnl) y la regiéon constante de cadena ligera 1 (C 1) de la inmunoglobulina G.
También puede incluir la region bisagra en la region constante de cadena pesada. Ademas, el fragmento Fc de IgG de
la presente invencién puede contener una porcion o toda la regién constante de la cadena pesada 1 (Cxl) y/o la region
constante de la cadena ligera 1 (C. 1), excepto para las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras. Ademas,
mientras tenga una funcion fisioldgica sustancialmente similar a o mejor que la proteina natural, el fragmento Fc de IgG
puede ser un fragmento con una delecidn en una porcion relativamente larga de la secuencia de aminoacidos de Cn2
y/o Cu3.

El fragmento Fc de la presente invencion incluye una secuencia de aminoacidos natural y derivados de secuencia
(mutantes) de la misma. Un derivado de secuencia de aminoacidos es una secuencia que es diferente de la secuencia
de aminoacidos natural debido a una delecién, una insercién, una sustitucién conservadora o no conservadora o
combinaciones de las mismas de uno o mas residuos de aminoéacidos. Por ejemplo, en un Fc de IgG, se pueden usar
residuos de aminoacidos que se sabe que son importantes para la unién, en las posiciones 214 a 238, 297 a 299, 318
a 322 o 327 a 331, como diana adecuada para la modificacion. Ademas, son posibles otros derivados diversos,
incluyendo uno en el que se elimina una region que puede formar un puente disulfuro, o se eliminan determinados
residuos de aminoécidos del extremo N terminal de una forma Fc natural o se afiade a la misma un residuo de
metionina. Ademas, para retirar funciones efectoras, se puede producir una delecion en un sitio de unién del
complemento, tal como un sitio de unién a C1q y un sitio de ADCC. Se divulgan técnicas de preparacion de dichos
derivados de secuencia del fragmento Fc de inmunoglobulina en las publicaciones de patente internacional n.° WO
97/34631 y WO 96/32478.

Los intercambios de aminoacidos en proteinas y péptidos, que, en general, no alteran la actividad de las proteinas o
péptidos, son conocidos en la técnica (H. Neurath, R. L. Hill, The proteins, Academic Press, Nueva York, 1979). Los
intercambios que se producen mas comunmente son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn,
Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leul/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly, en ambas direcciones.

Ademas, si se desea, se puede modificar el fragmento Fc por fosforilacién, sulfatacion, acrilacion, glucosilacion,
metilacion, farnesilacion, acetilacion, amidacion y similares.

Los derivados de Fc mencionados anteriormente son derivados que tienen una actividad biolégica idéntica a la del
fragmento Fc de la presente invencion o una estabilidad estructural mejorada, por ejemplo, frente al calor, el pH o
similar.
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Ademas, estos fragmentos Fc se pueden obtener a partir de formas naturales aisladas de seres humanos y otros
animales, incluyendo vacas, cabras, cerdos, ratones, conejos, hamsteres, ratas y cobayas, o pueden ser
recombinantes o derivados de las mismas, obtenidos a partir de células animales o microorganismos transformados.
En el presente documento, se pueden obtener a partir de una inmunoglobulina natural aislando inmunoglobulinas
completas de organismos humanos o animales y tratandolas con una enzima proteolitica. La papaina digiere la
inmunoglobulina natural en fragmentos Fab y Fc, y el tratamiento con pepsina da como resultado la produccion de
fragmentos pF'c y F(ab')2. Estos fragmentos se pueden someter, por ejemplo, a cromatografia de exclusion por
tamafo para aislar el Fc o el pF'c. Preferentemente, un fragmento Fc derivado de un ser humano es un fragmento Fc
de IgG recombinante que se obtiene a partir de un microorganismo. Esto es, son preferentes los fragmentos Fc de
IgG2 y Fc de IgG2 recombinantes derivados de un ser humano obtenidos a partir de un microorganismo.

Ademas, el fragmento Fc de la presente invencién puede estar en una forma que posea cadenas de azlcar naturales,
un aumento de cadenas de aztcar en comparacion con una forma natural o una disminucion de cadenas de azucar en
comparacion con la forma natural, o puede estar en una forma desglucosilada. El aumento, la disminucién o la retirada
de las cadenas de azucar del fragmento Fc se puede lograr por procedimientos comunes en la técnica, tales como un
procedimiento quimico, un procedimiento enzimatico y un procedimiento de ingenieria genética usando un
microorganismo. La retirada de cadenas de azucar de un fragmento Fc da como resultado una disminucion
pronunciada de la afinidad de union a la parte de C1q del primer componente del complemento C1 y a una disminucién
0 pérdida de la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) o la citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC), por lo que no se inducen respuestas inmunitarias innecesarias in vivo. A este respecto, un
fragmento Fc de inmunoglobulina en forma desglucosilada o aglucosilada puede ser mas adecuado para el objetivo de
la presente invencion como vehiculo de farmaco.

Como se evidencia en la FIG. 18, un Fc aglucosilado tiene una actividad de CDC més fuerte que un Fc aglucosilado y
por tanto, tiene un riesgo elevado de inducir respuestas inmunitarias. Por tanto, con los objetivos de la presente
invencion, es preferente un fragmento Fc aglucosilado o desglucosilado. Son mas preferentes fragmentos Fc de IgG2
y Fc de 1gG4 aglucosilados, combinaciones de los mismos e hibridos de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "desglucosilacion” se refiere a retirar enzimaticamente restos de
azucar de un fragmento Fc, y el término "aglucosilacion" quiere decir que se produce un fragmento Fc en forma no
glucosilada por un procariota, preferentemente E. coli.

Por otra parte, el término "combinacién”, como se usa en el presente documento, quiere decir que los polipéptidos que
codifican fragmentos Fc de inmunoglobulina monocatenarias del mismo origen se unen a un polipéptido
monocatenario de origen diferente para formar un dimero o multimero. Esto es, se puede formar un dimero o un
multimero a partir de dos 0 méas fragmentos seleccionados del grupo que consiste en fragmentos Fc de IgG1, Fc de
19G2, Fc de IgG3 y Fc de 1gG4.

El término "hibrido", como se usa en el presente documento, quiere decir que, en un Fc de inmunoglobulina
monocatenaria estan presentes secuencias que codifican dos o mas fragmentos Fc de inmunoglobulina de origen
diferente. En la presente invencion, son posibles diversos tipos de hibridos. Esto es, los dominios hibridos pueden
estar compuestos de uno a cuatro dominios seleccionados del grupo que consiste en CH1, CH2, CH3 y CH4 de Fc de
IgG1, Fc de IgG2, Fc de IgG3 y Fc de IgG4, y pueden incluir la regién bisagra.

Por otra parte, como se muestra en los dibujos adjuntos de la presente invencion, las fig. 17 y 18, entre las diversas
subclases de 1gG, 1gG4 tiene la afinidad de uniéon mas baja para el complemento C1q. La disminucion en la afinidad de
unién al complemento da como resultado una disminucion en o una retirada de la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo (ADCC) y la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), y por tanto, no se inducen in
vivo respuestas inmunitarias innecesarias. Los fragmentos Fc de IgG2 e IgG4 tiene una afinidad de union mas débil
para Clq que IgG1, y el fragmento Fc de IgG4 tiene la actividad mas débil. Por lo tanto, para usar como vehiculo de
farmaco, el fragmento Fc unido a un farmaco tiene preferentemente actividades de funcion efectora més débiles tales
como ADCC y CDC, con respecto a los objetivos de la presente invencidn, son preferentes los fragmentos Fc de IgG2
y Fc de IgG4, es mas preferente el fragmento Fc de 19G4, y los mas preferentes son los fragmentos Fc que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs. 8, 10y 23.

La presente invencion describe un gen que codifica un fragmento Fc de IgG, preferentemente genes que codifican
fragmentos Fc de IgG2 e IgG4, y mas preferentemente genes que codifican las secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NOs. 8, 10 y 23. Un gen de este tipo que codifica el Fc de la presente invencion incluye una secuencia de nucleétidos
natural y derivados de secuencia de la misma. Un derivado de secuencia de nucleotidos quiere decir que posee una
secuencia diferente por una delecién, una insercién, una sustitucién conservadora o no conservadora en uno o mas
residuos de nucleétidos de una secuencia de nucledétidos natural, o combinaciones de la misma.

En la presente invencion, un gen que codifica un fragmento de Fc que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
No. 8 es preferentemente un gen que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 4. Un gen que codifica un
fragmento de Fc que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 10 es preferentemente un gen que tiene la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID No. 9. Un gen que codifica un fragmento de Fc que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID No. 23 es preferentemente un gen que tiene la secuencia de nuclettidos de SEQ ID No. 22.
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Las secuencias de nucleétidos que codifican los fragmentos Fc de la presente invencién se pueden alterar por una
sustitucion, una delecién o una insercion de una o mas bases, o combinaciones de las mismas. Las secuencias de
nucleétidos se pueden aislar de forma natural o se pueden sintetizar de forma artificial, o se pueden preparar por un
procedimiento de recombinacién genética.

Las secuencias de nucledtidos que codifican los fragmentos Fc de la presente invencion se proporcionan por vectores
que los expresan.

La presente invencién describe un vector recombinante que comprende un fragmento Fc de IgG.

El término "vector", como se usa en el presente documento, quiere decir un vehiculo para introducir una molécula de
ADN en una célula huésped para expresar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El vector util en la presente
invencién incluye vectores plasmidicos, vectores cosmidos, vectores bacteriéfagos, y vectores viricos tales como
vectores de adenovirus a3, vectores de retrovirus y vectores de virus adeno-asociados. El vector plasmidico es
preferente. Con respecto a los objetivos de la presente invencién, un vector de expresion puede incluir elementos
reguladores de expresion, tales como un promotor, un codén de iniciaciéon, un codén de detencién, una sefial de
poliadenilacién y un potenciador, y una secuencia sefial para direccién a o secreciéon de membrana.

El término "secuencia sefial", como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de aminoacidos
especifica que permite el transporte y la secrecién de una proteina al exterior del citosol. Son conocidos varios tipos de
estas secuencias sefial en la técnica, pero, puesto que la presente invencién usa preferentemente E. coli como célula
huésped, la secuencia sefial de la presente invencion es preferentemente una secuencia sefial derivada de E. coli, que
posee una proteina secretora de E. coli. Ejemplos de secuencias sefial derivadas de E. coli incluyen alcalino fosfatasa,
penicilinasa, Ipp, enterotoxina resistente al calor 1l, LamB, PhoE, PelB, OmpA y proteina de unién a maltosa. Lo mas
preferentemente es enterotoxina resistente al calor Il.

Por otra parte, se considera que los codones de iniciacion y detencidn son, en general, una porcién de una secuencia
de nucledtidos que codifican una proteina diana inmundgena, es necesario que sean funcionales en un individuo al
que se le ha administrado una construccién génica, y deben estar en marco con la secuencia codificante. En general,
los promotores pueden ser constitutivos o inducibles. Los ejemplos no limitantes de promotores disponibles en células
procariotas incluyen promotores lac, tac, T3 y T7. Los ejemplos no limitantes de promotores disponibles en células
eucariotas incluyen el promotor de virus de simio 40 (SV40), promotor del virus de tumor mamario de raton (MMTV),
promotor del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) tal como el promotor de repeticion terminal larga VIH (LTR),
promotor del virus de Moloney, promotor del citomegalovirus (CMV), promotor del virus de Epstein-Barr (EBV),
promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), asi como promotores de genes humanos tales como -actina humana,
hemoglobina humana, creatina muscular humana y metalotioneina humana. Ademas, los vectores de expresion
incluyen un marcador seleccionable que permite la seleccion de células huésped que contienen el vector, y los
vectores de expresion replicables incluyen un origen de replicacién. En general, se usan genes que codifican
productos que confieren resistencia a antibidticos o farmacos como marcadores seleccionables. El gen B-latamasa
(resistencia a ampicilina) y el gen Tet (resistencia a tetraciclina) se pueden usar en células procariotas, y los genes
resistentes a neomicina (G418 o Geneticina), gpt (acido micofendlico), ampicilina e higromicina se pueden usar en
células eucariotas. El gen marcador de dihidrofolato reductasa se puede seleccionar para metotrexato en una variedad
de huéspedes. Los genes que codifican productos génicos, de marcadores auxotréficos de huéspedes, por ejemplo,
LEU2, URA3 y HIS3, se usan a menudo como marcadores seleccionables en levaduras. Ademas, estan disponibles
virus (por ejemplo, vaculovirus) o vectores de fagos, y vectores que se pueden integrar en el genoma de células
huésped, tales como los vectores de retrovirus.

Para preparar un fragmento Fc de IgG que coincida con los objetivos de la presente invencién, se usa un vector, que
lleva un gen que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 8, 10 o 23. En la presente invencion, que usa
pT14SISH-4T20V22Q (patente coreana n.° 38061) como vector de iniciacion, se construyen los siguientes dos
vectores: pSTIIdCG2Fc que lleva un gen designado como SEQ ID No. 22 que codifica la secuencia de aminoécidos de
SEQ ID No. 23, y pSTIIdCG4Fc que lleva un gen designado como SEQ ID No. 4 que codifica la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID No. 8. Ademas, al realizar una PCR usando el plasmido pSTUdCG4Fc, se obtiene un gen
designado como SEQ ID No. 9 que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 10, el gen tiene una delecion
en la region bisagra requerida para la formacion de dimero a partir de un gen amplificado por la PCR, y a continuacion
se construye un vector pSTIIG4Mo que lleva el gen.

La presente invencién describe un transformante transformado con el vector recombinante.

Puesto que los niveles de expresion y la modificacion de proteinas varian dependiendo de las células huésped, se
puede seleccionar la célula huésped méas adecuada de acuerdo con el uso destinado. Las células huésped disponibles
incluyen, pero sin limitarse a, células procariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces,
Paeudomonas, Proteus mirabilis 0 Staphylococcus. Ademas, como células huésped son Utiles células eucariotas
inferiores, tales como hongos (por ejemplo, Aspergillus) y levaduras (por ejemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces, Neurospora crassa), células de insectos, células vegetales, y células derivadas de
eucariotas incluyendo mamiferos. Sin embargo, puesto que el fragmento Fc de inmunoglobulina esta ventajosamente
en forma aglucosilada con respecto a los objetivos de la presente invencion, son preferentes las células huésped
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procariotas, y en particular, E. coli es lo mas preferentemente.

En la presente invencion, "transformacion” y/o "transfeccién" en células huésped incluye cualquier procedimiento por el
gue se puedan introducir acidos nucleicos en organismos, células, tejidos u érganos, y, como se conoce en la técnica,
se puede llevar a cabo seleccionando técnicas estandar adecuadas de acuerdo con las células huésped. Estos
procedimientos incluyen, pero no se limitan a, electroporacion, fusién de protoplastos, precipitacion con fosfato de
calcio (CaPO.), precipitacion con cloruro de calcio (CaCl,), y agitacién con fibra de carburo de silicio, transformacion
mediada por agrobacterias, y transformacién mediada por PEG, sulfato de dextrano, lipofectamina y
desecacion/inhibiciéon. Por ejemplo, el tratamiento de calcio usando cloruro de calcio o electroporacién se usa, en
general en células procariotas (Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press)). Se usa la transfeccion usando Agrobacterium tumefaciens para la transformacion de
células vegetales especificas (Shaw et al., 1983, gen, 23:315; publicacién de patente internacional n.° WO 89/05859).
Para células de mamifero que no tienen paredes celulares, se puede usar precipitacion con fosfato de calcio (Graham
et al, 1978, Virology, 52:456-457). Los procedimientos y caracteristicas generales de transformacion en células
huésped de mamifero se describen en la patente de los EE. UU. No. 4.399.216. Tipicamente, la transformacion en
levaduras se lleva a cabo con los procedimientos descritos por Van Solingen et al., J. Bact., 1977, 130:946, y Hsiao et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 1979, 76:3829.

Los vectores de expresion de acuerdo con la presente invencion se transforman en células huésped, y los
transformantes resultantes de la presente invencién se designan como HM10932 (transformante introducido por
pSTIIdCG4Fc), HM10933 (transformante introducido por pSTIIG4Mo) y HM10936 (transformante introducido por
pSTIdCG2Fc).

La presente invencidn describe un procedimiento de preparacion de un fragmento de inmunoglobulina, que comprende
cultivar un transformante transformado con un vector que puede expresar un fragmento Fc de IgG, y preferentemente
un fragmento Fc de 19G2 o Fc de IgG4, o una combinacion de los mismos o un hibrido de los mismos, en condiciones
adecuadas.

En el procedimiento de preparacion del fragmento de inmunoglobulina, se puede llevar a cabo el cultivo del
transformante usando un medio adecuado en condiciones de cultivo adecuadas, que son conocidas en la técnica. Este
procedimiento de cultivo se puede ajustar facilmente de acuerdo con las cepas seleccionadas por los expertos en la
técnica.

El fragmento de inmunoglobulina de la presente invencién, obtenido cultivando el transformante, se puede usar en
forma purificada, o se puede usar después de purificarse con purezas altas usando varios procedimientos generales,
por ejemplo, didlisis, precipitacion salina y cromatografia. Entre ellos, la cromatografia se usa mas comanmente. Ya
gue no se puede aplicar ninguna regla a cualquier caso en la seleccién del tipo y secuencia de las columnas de uso, se
puede seleccionar la cromatografia de acuerdo con las propiedades y el procedimiento de cultivo de las proteinas
diana de los anticuerpos, por ejemplo, de cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusion por tamafio,
cromatografia por afinidad y cromatografia en columna por afinidad de proteina-A. En modos de realizacion
preferentes de la presente invencion, el fragmento de inmunoglobulina se purifica usando una columna de afinidad de
proteina-A, una columna SP sepharose FF, y similares.

Cuando el fragmento Fc asi obtenido estd en su forma libre, se puede convertir en una forma salina por un
procedimiento conocido per se o un procedimiento modificado. Por el contrario, cuando se obtiene una forma salina, la
sal se puede convertir en la forma libre u otra sal por un procedimiento conocido per se o un procedimiento modificado.
Ademas, el fragmento Fc como se produce por un transformante se puede tratar antes o después de la purificacion con
una enzima modificadora de proteina apropiada para la modificacién arbitraria o retirada de polipéptido parcial. Los
ejemplos de la enzima modificadora de proteina Util en la presente invencioén incluyen tripsina, quimotripsina, arginina
endopeptidasa, proteina cinasa y glucosidasa.

El fragmento Fc de la presente invencion, preparado como se describe anteriormente, actia como vehiculo de farmaco
y forma un conjugado con un farmaco.

El término "farmaco conjugado” o "conjugado”, como se usa en el presente documento, quiere decir que uno 0 mas
farmacos se unen con uno o més fragmentos Fc de inmunoglobulina.

El término "farmaco", como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia polipeptidica que presenta
una actividad terapéutica cuando se administra a seres humanos o animales.

Los términos "polipéptido fisiologicamente activo”, "proteina fisiolégicamente activa”, "polipéptido activo" "farmaco de
polipéptido" y "farmaco de proteina”, como se usan en el presente documento, son intercambiables en sus
significados, y se caracterizan por que estan en una forma fisioldgicamente activa que presenta varias funciones
fisioldgicas in vivo.

El farmaco de polipéptido tiene la desventaja de no poder mantener una accion fisiolégica durante un periodo de
tiempo largo debido a su propiedad de desnaturalizarse o degradarse facilmente por enzimas proteoliticas presentes
en el cuerpo. Sin embargo, cuando el farmaco de polipéptido se conjuga con el fragmento Fc de inmunoglobulina de la
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presente invencién para formar un conjugado, el farmaco presenta un incremento en la estabilidad estructural y en la
semivida de degradacion. Ademas, el polipéptido conjugado al fragmento Fc tiene una disminucién mucho mas
pequefia en su actividad fisiolégica que otras formulaciones de farmacos de polipéptidos conocidas. Por lo tanto, en
comparacién con la biodisponibilidad in vivo de los farmacos de polipéptidos convencionales, el conjugado del
polipéptido y el fragmento Fc de acuerdo con la presente invencidn se caracteriza por tener una mejora marcada en su
biodisponibilidad in vivo. Esto también se describe claramente por medio de modos de realizacién de la presente
invencioén. Esto es, cuando se unen al fragmento Fc de la presente invencion, IFNa, G-CSF, hGH y otros farmacos de
proteina presentaron un incremento de aproximadamente dos a seis veces en la biodisponibilidad in vivo en
comparacion con sus formas convencionales conjugadas a PEG solo o tanto a PEG como a albumina (tablas 8, 9 y
10).

Por otra parte, el enlace de una proteina y el fragmento Fc de la presente invencién se caracteriza por que no es una
fusion por un procedimiento de recombinacion convencional. Se obtiene una forma de fusion del fragmento Fc de
inmunoglobulina y un polipéptido activo usado como farmaco por un procedimiento de recombinacion de tal modo que
el polipéptido esta unido al extremo N terminal o al extremo C terminal del fragmento Fc, y por tanto se expresa y se
pliega como un polipéptido individual de una secuencia de nucleétidos que codifica la forma fusionada.

Esto provoca una disminucién brusca en la actividad de la proteina de fusién resultante debido a que la actividad de
una proteina como sustancia fisiol6gicamente funcional se determina por la conformacién de la proteina. Por lo tanto,
cuando se fusiona un farmaco de polipéptido con Fc por un procedimiento de recombinacion, no hay efectos con
respecto a la biodisponibilidad in vivo aiin cuando la proteina de fusion ha incrementado la estabilidad estructural.
Ademas, puesto que a menudo una proteina de fusion de este tipo estd mal plegada y por tanto se expresa como
cuerpos de inclusion, el procedimiento de fusion no es econémico en el rendimiento de la produccién y el aislamiento
de proteinas. Ademas, cuando la forma activa de un polipéptido estd en forma glucosilada, de debe expresar el
polipéptido en células eucariotas. En este caso, el Fc también esté glucosilado, y esta glucosilacién puede provocar
respuestas inmunitarias inadecuadas in vivo.

Esto es, solo la presente invencién hace posible la produccién de un conjugado de un polipéptido activo glucosilado y
un fragmento Fc de inmunoglobulina aglucosilado, y supera todos los problemas anteriores, incluyendo la mejora en el
rendimiento de la produccion de proteina, debido a que dos componentes del complejo se preparan y se aislan
individualmente por los mejores sistemas.

Los ejemplos no limitantes de farmacos de proteina que se pueden conjugar con el fragmento Fc de inmunoglobulina
de la presente invencion incluyen hormona del crecimiento humano, hormona liberadora de la hormona del
crecimiento, péptido liberador de la hormona del crecimiento, interferones y receptores de interferones (por ejemplo,
interferon-a, -B y -y, receptor de interferdn tipo | soluble en agua, etc.), factor estimulador de colonias de granulocitos
(G-CSF), factor estimulador de colonias de granulocitos macrofagos (GM-CSF), péptidos tipo glucagén (por ejemplo,
GLP-1, etc.), receptor acoplado a proteina G, interleucinas (por ejemplo, receptor de IL-1, receptor de IL-4, etc.),
enzimas (por ejemplo, glucocerebrosidasa, iduronato-2-sulfatasa, alfa-galactosidasa-A, agalsidasa alfa y beta,
alfa-L-iduronidasa, butirilcolinesterasa, quitinasa, glutamato descarboxilasa, imiglucerasa, lipasa, uricasa, factor
activador plaquetario acetilhidrolasa, endopeptidasa neutra, mieloperoxidasa, etc.), proteinas de union a interleucina y
citocina (por ejemplo, IL-18bp, proteina de unién a TNF, etc.), factor activador de macrofagos, péptido de macréfagos,
factor de linfocitos B, factor de linfocitos T, proteina A, inhibidor de alergia, glucoproteinas de necrosis celular,
inmunotoxina, linfotoxina, factor de necrosis tumoral, supresores tumorales, factor de crecimiento de metastasis,
antitripsina alfa-1, albumina, alfa-lactalbdmina, apolipoproteina-E, eritropoyetina, eritropoyetina altamente glucosilada,
angiopoyetinas, hemoglobina, trombina, péptido activador del receptor de trombina, trombomodulina, factor VII, factor
Vlla, factor VIII, factor IX, factor Xlll, factor activador de plasmindgeno, péptido de union a fibrina, urocinasa,
estreptocinasa, hirudina, proteina C, proteina C reactiva, inhibidor de renina, inhibidor de colagenasa, superéxido
dismutasa, leptina, factor de crecimiento derivado plaquetario, factor de crecimiento epitelial, factor de crecimiento
epidérmico, angioestatina, angiotensina, factor de crecimiento éseo, proteina estimuladora 6sea, calcitonina, insulina,
atriopeptina, factor inductor de cartilago, elcatonina, factor activador de tejido conectivo, inhibidor de la ruta del factor
tisular, hormona estimuladora de foliculo, hormona luteinizante, hormona liberadora de la hormona luteinizante,
factores de crecimiento nervioso (por ejemplo, factor de crecimiento nervioso, factor neutréfico ciliar, factor de
axogénesis 1, péptido natriurético cerebral, factor neurotréfico derivado glial, netrina, factor inhibidor neutrdfilo, factor
neurotréfico, neuturina, etc.), hormona paratiroidea, relaxina, secretina, somatomedina, factor de crecimiento tipo
insulina, hormona adrenocorticoide, glucagén, colecistocinina, polipéptido pancreatico, péptido liberador de gastrina,
factor liberador de corticotropina, hormona estimuladora tiroidea, autotaxina, lactoferrina, mioestatina, receptores (por
ejemplo, TNFR(P75), TNFR(P55), receptor de IL-1, receptor de VEGF, receptor del factor de activacion de linfocitos B,
etc.), antagonistas de receptores (por ejemplo, ILI-Ra etc.), antigenos de superficie celular (por ejemplo, CD 2, 3, 4, 5,
7, 11a, 11b, 18, 19, 20, 23, 25, 33, 38, 40, 45, 69, etc.), anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales,
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, scFv, Fab, Fab', F(ab)2 y Fd), y antigenos de vacuna derivados de virus. Un
fragmento de anticuerpo puede ser Fab, Fab', F (ab") 2, Fd o scFv, que se pude unir a un antigeno especifico, y
preferentemente Fab'.

En particular, son preferentes como polipéptidos fisiol6gicamente activos los que requieren una dosificacion frecuente
después de su administracién al cuerpo para tratamiento o prevencion de enfermedades, que incluyen hormona del
crecimiento humano, interferones (interferon-a, -B, -y, etc.), factor estimulador de colonias de granulocitos,
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eritropoyetina (EPO) y fragmentos de anticuerpos. Ademas, se incluyen determinados derivados en el alcance de los
polipéptidos fisiolégicamente activos de la presente invencioén siempre que tengan una funcion, estructura, actividad o
estabilidad sustancialmente idéntica a o mejorada en comparacion con las formas naturales de los polipéptidos
fisiolégicamente activos. En la presente invencion, el farmaco de polipéptido mas preferente es interferon-alfa.

El enlazador es un enlazador no peptidico. Este enlazador es poli(etilenglicol) (PEG).

El conjugado de la presente invencion, fragmento Fc-farmaco o fragmento Fc-enlazador-farmaco, se prepara en varias
proporciones molares. Esto es, el nimero de fragmento Fc y/o enlazador unido a un Unico farmaco de polipéptido no
esta limitado. Sin embargo, preferentemente, en el conjugado de farmaco de la presente invencién, el farmaco y el
fragmento Fc se conjugan entre si en una proporcion molar de 1:1 a 10:1, y preferentemente de 1:1 a 2:1.

Ademas, se pueden unir entre si el fragmento Fc de la presente invencion, un enlazador de PEG y un determinado
farmaco en un determinado sitio del farmaco. Por otra parte, se pueden unir entre si el fragmento Fc de la presente
invencion y un farmaco de polipéptido en un extremo N terminal o C terminal, y preferentemente en un grupo libre, y se
forma facilmente un enlace covalente entre el fragmento Fc y el farmaco en especial en un extremo amino terminal, un
grupo amino de un residuo de lisina, un grupo amino de un residuo de histidina, o un residuo de cisteina libre.

Por otra parte, se puede realizar el enlace del fragmento Fc de la presente invencién, un enlazador de PEG y un
determinado farmaco en una determinada direccién. Esto es, el enlazador se puede unir al extremo N terminal, al
extremo C terminal o un grupo libre del fragmento Fc de inmunoglobulina, y también se puede unir al extremo N
terminal, al extremo C terminal o un grupo libre del farmaco de proteina. Cuando el enlazador es un enlazador
peptidico, el enlace puede tener lugar en un determinado sitio de union.

Ademas, el conjugado de la presente invencién se puede preparar usando cualquiera de un nimero de agentes de
acoplamiento conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de los agentes de acoplamiento incluyen 1,1-bis
(diazoacetil)-2-feniletano, glutaradehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida tales como ésteres con A&cido
4-azidosalicilico, imidoésteres incluyendo disuccinimidilésteres tales como 3,3'-ditiobis(succinimidilpropionato), y
maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1,8-octano.

Por otra parte, el conjugado del fragmento Fc novedoso de la presente invencién y un farmaco puede ofrecer un
determinado nimero de composiciones farmacéuticas.

El término “administracién”, como se usa en el presente documento, quiere decir la introduccion de una cantidad
predeterminada de una sustancia en un paciente por un procedimiento adecuado determinado. El conjugado de la
presente invencion se puede administrar por medio de cualquiera de las rutas comunes, siempre que pueda alcanzar
un tejido deseado. Se contemplan una variedad de modos de administracién, incluyendo administraciéon
intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica, oral, tdpica, intranasal, intrapulmonar e
intrarrectal, pero la presente invencion no se limita a estos modos de administracion ejemplificados. Sin embargo, dado
que los péptidos se digieren después de su administracion oral, los principios activos de una composicion para
administracion oral deberian estar recubiertos o formulados para su proteccion frente a la degradacion en el estbmago.
Preferentemente, se puede administrar la presente composicion en forma inyectable. Ademas, la composicion
farmacéutica de la presente invencién se puede administrar usando un determinado aparato que pueda transportar los
ingredientes activos al interior de la célula diana.

La composicion farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo con la presente invencion puede incluir un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Para administracién oral, el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede
incluir aglutinantes, lubricantes, disgregantes, excipientes, solubilizantes, agentes dispersantes, estabilizantes,
agentes de suspension, agentes colorantes y perfumes. Para preparaciones inyectables, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede incluir agentes tamponadores, agentes conservantes, analgésicos,
solubilizantes, agentes isotonicos y estabilizantes. Para preparaciones para administracion topica, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede incluir bases, excipientes, lubricantes y agentes de conservacién. La composicion
farmacéutica de la presente invencién se puede formular en una variedad de formas de dosificacion en combinacién
con los vehiculos farmacéuticamente aceptables mencionados anteriormente. Por ejemplo, para su administracion
oral, la composicion farmacéutica se puede formular como comprimidos, pastillas para chupar, capsulas, elixires,
suspensiones, jarabes u obleas. Para preparaciones inyectables, la composicién farmacéutica se puede formular en
una forma de dosificacion unitaria, tal como un recipiente multidosis o una ampolla como forma de dosificacion de
dosis individual. La composicién farmacéutica también se puede formular como soluciones, suspensiones,
comprimidos, pastillas, capsulas y preparaciones de accién prolongada.

Por otra parte, los ejemplos de vehiculos, excipientes y diluyentes adecuados para las formulaciones farmacéuticas
incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, maltitol, almidén, goma arabiga, alginato,
gelatina, fosfato de calcio, silicato de calcio, celulosa, metilcelulosa, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, agua,
hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y aceites minerales. Ademas, las
formulaciones farmacéuticas pueden incluir también cargas, agentes anticoagulantes, lubricantes, humectantes,
perfumes, emulsionantes y antisépticos.

Una dosificacion sustancial de un farmaco en combinacion con el fragmento Fc de la presente invencién como
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vehiculo se puede determinar por varios factores relacionados incluyendo los tipos de enfermedades que se van a
tratar, vias de administracion, la edad del paciente, género, peso y gravedad de la enfermedad, asi como por los tipos
del farmaco como componente activo. Puesto que la composicion farmacéutica de la presente invencion tiene una
duracién de acciéon muy larga in vivo, tiene la ventaja de reducir en gran medida la frecuencia de administracion de los
farmacos farmacéuticos.

Se puede obtener una mejor comprension de la presente invencion por medio de los siguientes ejemplos, que se
exponen para ilustrar, pero no deben interpretarse como limite de la presente invencién.

Ejemplos

Preparacion de fragmentos Fc de inmunoglobulina

Ejemplo 1: Construccién del vector de expresiéon de Fc de inmunoglobulina IgG4 humana
<1-1> Construccion del vector de expresion de Fc de IgG4 dimérico

Para clonar un gen que codifica la regién de Fc de inmunoglobulina IgG4 humana, se llevé a cabo una RT-PCR usando
ARN aislado de células sanguineas humanas como molde, como sigue. En primer lugar, se aislé6 ARN total de
aproximadamente 6 ml de sangre usando un kit para sangre Qiamp RNA (Qiagen), y se realiz6 la amplificacion génica
usando el ARN total como molde y un kit de RT-PCR de una etapa (Qiagen). Para obtener una secuencia génica
deseada, se us6 un par de cebadores representados por SEQ ID NOs. 1y 2. SEQ ID NO. 1 es una secuencia de
nucleétidos que empieza desde el 10° residuo, serina, de 12 residuos aminoacidicos de la regién bisagra de IgG4 (Glu
Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro: SEQ ID NO. 3: SEQ ID NO. 2 se disefi6 para tener un sitio de
reconocimiento BamHI que contiene un coddn de detencion. Se identifico el gen amplificado que usa el conjunto de
cebadores por tener la secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO. 4 y contener un extremo amino
terminal, comenzando con la secuencia Ser-Cys-Pro de la region bisagra de una secuencia génica de Fc de 1gG4 de
longitud completa, y los dominios CH2 y CH3. Para clonar el fragmento génico de Fc de IgG4 amplificado en un vector
de expresidn que contiene una secuencia sefial de E. coli, se usé un vector de expresién pT14SISH-4T20V22Q
(patente coreana n.° 38061), desarrollado previamente por los presentes inventores, como vector de iniciacién. Este
vector de expresion contiene un derivado de secuencia sefial de enterotoxina resistente al calor de E. coli que tiene la
secuencia de nucleodtidos representada por SEQ ID NO. 5. Para facilitar la clonacién, se inserté un sitio de
reconocimiento Stul en un extremo del derivado de la secuencia sefial de enterotoxina resistente al calor de E. coli del
plasmido pT14SISH-4T20V22Q por medio de mutagénesis dirigida a sitio usando un par de cebadores representados
por SEQ ID NOs. 6 y 7 para inducir mutagénesis para introducir el sitio Stul en una secuencia de nucleétidos que
codifican el dltimo residuo aminoacidico de la secuencia sefial. Se identific esta insercién del sitio Stul por ser exitosa
para la secuenciacion de ADN. El plasmido pT14SISH-4T20V22Q resultante que contiene un sitio Stul se disefi6 como
"pmSTII". Se trat6 el plasmido prnSTII con Stul y BamHI y se someti6 a electroforesis en gel de agarosa, y se purificd
un gran fragmento (4,7 kb) , que contiene el derivado de secuencia sefial de enterotoxina resistente al calor de E. coli.
A continuacion, se digirié el fragmento de gen de Fc de IgG4 amplificado con BamHI y se ligé con el vector de
expresion linealizado, proporcionando asi un plasmido pSTIIdCG4Fc. Este vector expresa una proteina que tiene una
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO. 8 y estad presente en una forma dimérica por enlaces disulfuro entre
residuos de cisteina en la region bisagra. Se transformé el vector de expresion final en BL21 (DE3) de E. coli, y el
transformante resultante se designé como "BL21/pSTIdCG4Fc (HM10932)", que se depositdé en Korean Culture
Center of Microorganisms (KCCM) el 15 de septiembre de 2004 y se le asigné el numero de acceso KCCM-10597.

<1-2> Construccion del vector de expresion de Fc de IgG4 monomeérico

Para clonar un fragmento Fc de IgG4 que se va a expresar en una forma monomera, se llevo a cabo una PCR usando
un par de cebadores representados por SEQ ID NOs. 9y 2 y se prepar6 el plasmido pSTIIdCG4Fc en el apartado
<1-1> anterior como molde. Para permitir que un gen amplificado se exprese en una forma monémera, se designo la
PCR para que un producto de PCR tenga una delecion en la region bisagra requerida para la formacion del dimero de
la secuencia de Fc de IgG4, y por tanto, sélo se amplificaron los dominios CH2 y CH3 de Fc de 1I9G4 Fc. Se cloné el
producto de PCR en un vector de expresion, pmSTIl, de acuerdo con el mismo procedimiento del apartado <1-1>
anterior, proporcionando asi un plasmido pSTIIG4Mo. Se transformé este vector de expresion en BL21 (DE3) de E.
coli, y se designé el transformante resultante como "BL21/pSTIIG4Mo (HM10933)", que se depositdé en Korean Culture
Center of Microorganisms (KCCM) el 15 de septiembre de 2004 y se le asigno el nimero de acceso KCCM-10598. Una
proteina expresada por el vector de expresion tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 10, y se expresa a
partir del dominio CH2 y esta presente en forma monémera ya que no tiene region bisagra.

Ejemplo 2: Construccion del vector de expresion de Fc de inmunoglobulina IgG1 humana
<2-1> Construccion del vector de expresion de Fc de IgG1 dimérico

Para clonar un gen que codifica la region Fc de IgG1 humana, se llevo a cabo la RT-PCR de acuerdo con el mismo
procedimiento que en el apartado <1-1> del ejemplo 1 usando ARN aislado de células sanguineas humanas como
molde usando un kit de RT-PCR en una etapa (Qiagen). Para obtener una secuencia génica deseada, se uso un par de
cebadores representados por SEQ ID NOs. 11y 12.
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SEQ ID NO. 11 es una secuencia de nucleétidos que empieza desde el 13° residuo, prolina, de 15 residuos
aminoacidicos de la region bisagra (Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro: SEQ ID NO. 13).

Se descubrié que el gen amplificado usando el par de cebadores representado por SEQ ID NOs. 11 y 12 contiene un
extremo amino terminal que empezaba con la secuencia Pro-Cys-Pro de la region bisagra y los dominios CH2 y CH3,
entre una secuencia génica de Fc de IgG1 de longitud completa, y tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO.
14.

Para clonar el gen de Fc de IgG1 amplificado en un vector de expresion que contiene la secuencia sefial de E. coli, se
uso el vector pmSTIlI mencionado anteriormente. De acuerdo con un procedimiento de clonacion similar al del apartado
<1-1> del ejemplo 1, se trat6 el plasmido pmSTIl con Stul y BamHI y se someti6 a electroforesis en gel de agarosa, y se
purificé un gran fragmento (4,7 kb), que contiene el derivado de secuencia sefial de enterotoxina resistente al calor de
E. coli. A continuacion, se digirié el gen de Fc de IgG1l amplificado con BamHI y se ligd con el vector de expresion
linealizado, proporcionando asi el pSTIIdCGIFc. Este vector expresa en una célula huésped una proteina que tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 15 y esta presente en una forma dimérica por enlaces disulfuro entre
residuos de cisteina en la region bisagra. Se transformé el vector de expresion final en BL21 (DE3) de E. coli, y se
designo el transformante resultante como "BL21/pSTIIdCGIFc (HM10927)", que se deposité en Korean Culture Center
of Microorganisms (KCCM) el 15 de septiembre de 2004 y se le asigné el nimero de acceso KCCM-10588.

<2-2> Construccion del vector de expresion de Fc de IgG1l monomérico

Para preparar un fragmento Fc de IgG1l que se va a expresar en una forma monémera, se llevé a cabo una PCR
usando un par de cebadores representados por SEQ ID NOs. 16 y 12 y se prepar6 el plasmido pSTIIdCG1Fc en el
apartado <2-1> del ejemplo 2 como molde. Se cloné el producto PCR en un vector de expresion, pmSTIl, de acuerdo
con el mismo procedimiento que en el apartado <2-1> del ejemplo 2, proporcionando asi un plasmido pSTIIGIMo que
contiene la secuencia de nucle6tidos representada por SEQ ID No. 17. Se transformo este vector de expresion en
BL21 (DE3) de E. coli, y se designo el transformante resultante como "BL21/pSTIIG1Mo (HM10930)", que se depositd
en Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 15 de septiembre de 2004 y se le asigno el nUmero de acceso
KCCM-10595. Una proteina expresada por el vector de expresion se expresa a partir del dominio CH2 y se presenta en
forma monémera ya que se eliminé de la regién bisagra que contiene los residuos de cisteina permitiendo la formacion
del dimero, y tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 18.

Ejemplo 3: Construccién del vector de expresion de Fc de inmunoglobulina IgG2 humana

Para clonar un gen que codifica la region Fc de 1IgG2 humana, se llevé a cabo la RT-PCR de acuerdo con el mismo
procedimiento que en el apartado <1-1> del ejemplo 1 usando ARN aislado de células sanguineas humanas como
molde usando un kit de RT-PCR de una etapa (Qiagen). Para obtener una secuencia génica deseada, se us6 un par de
cebadores representados por SEQ ID NOs. 19 y 20. SEQ ID NO. 19 es una secuencia de nucleétidos que empieza
desde el 10° residuo, prolina, de 12 residuos aminoacidicos de la region bisagra (Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro
Pro Cys Pro: SEQ ID NO. 21: Se identifico que el gen amplificado usando el par de cebadores representado por SEQ
ID NOs. 19 y 20 contiene un extremo amino terminal, que empieza con la secuencia Pro-Cys-Pro de la region bisagra
de una secuencia génica de Fc de IgG2 de longitud completa, y los dominios CH2 y CH3, y tiene la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID No. 22. Para clonar el fragmento del gen de Fc de IgG2 amplificado en un vector de expresion
que contiene la secuencia sefial de E. coli, se usé el vector pmSTIl mencionado anteriormente. De acuerdo con un
procedimiento de clonacion similar al del apartado <1-1> del ejemplo 1, se traté el pldsmido pmSTIl con Stul y BamHI
y se sometid a electroforesis en gel de agarosa, y se purificé un gran fragmento (4,7 kb), que contiene el derivado de
secuencia sefal de enterotoxina resistente al calor de E. coli. A continuacion, se digirié el fragmento del gen de Fc de
IgG1 amplificado con BamHI y se ligo con el fragmento del vector de expresion linealizado, proporcionando asi el
pSTIIdCG2Fc. Este vector expresa en una célula huésped una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO. 23 y esté presente en una forma dimérica por enlaces disulfuro entre residuos de cisteina en la region
bisagra. Se transformo el vector de expresion final en BL21 (DE3) de E. coli, y se designé el transformante resultante
como BL21/pSTIIdCG2Fc (HM10936).

Ejemplo 4: Expresion y purificacién de inmunoglobulina Fc
<4-1> Evaluacién de la expresiéon de Fc de inmunoglobulina

Se inocularon individualmente los transformantes bacterianos preparados en los ejemplos 1, 2 y 3 en un fermentador
(Marubishi Company) y se dej6 que fermentaran, y se evaluaron para determinar si expresan los fragmentos de Fc de
inmunoglobulina.

En primer lugar, se hizo crecer cada transformante en 100 ml de medio LB con agitacién durante la noche y se inoculd
en el fermentador para un cultivo a gran escala. Se mantuvo el fermentador a 30 °C o 35 °C. Para evitar la conversion
de un entorno aerobio a uno anaerobio, se airearon los cultivos con 20 vwm de aire y se agité a 500 rpm. Para
compensar la insuficiencia de nutrientes para el crecimiento bacteriano durante la fermentacion, se complementaron
los cultivos con glucosa y extractos de levaduras de acuerdo con los estados fermentados de las bacterias. Cuando los
cultivos alcanzaron un valor de DOgoo de 80-100, se afiadié un inductor, IPTG, a los cultivos en una cantidad de 20 yM
a4 mM para inducir la expresion de proteinas. Se cultivaron los cultivos adicionalmente durante de 40 a 45 h hasta que

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 454 666 T3

el valor de DO a 600 nm se increment6 hasta de 100 a 120.

La expresion del Fc de inmunoglobulina en los transformantes de E. coli y los sitios expresados, solubilidad en agua y
formacion de dimeros del Fc de Ig expresado se examinaron como sigue. Para determinar si se secreta un producto
expresado al fluido de fermentacion o al espacio periplasmico de E. coli por la secuencia sefial fusionada al vector de
expresion, se centrifug6 el fluido de fermentacion para obtener un fluido de fermentacién libre de células y se recogen
las células. El fluido de fermentacién libre de células y la solucion de espacio periplasmico obtenida por choque
osmotico de las células recogidas se sometieron a analisis de bandas western. Como resultado, se detectd una
cantidad mas pequefia de Fc de inmunoglobulina. Para investigar la expresion intracelular de Fc de Ig, se rompieron
las células usando un ultrasonicador (Misonix Company). Se centrifug6 el lisado celular resultante para separar las
sustancias solubles en agua de las sustancias insolubles en agua, y se sometieron las sustancias solubles en agua a
andlisis de bandas western, como sigue. Se mezclaron las sustancias solubles en agua con un tampén de muestra de
proteina que no contenia un agente reductor tal como DTT o -mercaptoetanol, y se separaron en un gel SDS-PAGE
al 15 % (Criterion Gel, Bio-Rad). A continuacion, se transfirieron las proteinas en una membrana de nitrocelulosa y se
detect6 con un anticuerpo anti-Fc humano conjugado con HRP (Sigma). Como se muestra en la fig. 1, se sobreexpresd
el Fc de inmunoglobulina en forma soluble en agua y se localizé en el citosol de E. coli. Ademas, los productos,
expresados por transformantes transformados con vectores de expresién que expresan Fc de Ig con una porcion de
una region bisagra, se expresaron como dimeros. En la FIG. 1, los carriles 1, 2 y 3 muestran productos expresados en
HM10927, HM10932 y HM10936, respectivamente, y el carril 4 muestra el Fc generado por tratamiento con papaina de
inmunoglobulinas producidas en células animales, que mostré un tamafio ligeramente mayor debido a sus restos se
azucar en el gel SDS-PAGE que los producidos en E. coli.

<4-2> Andlisis de secuencia N terminal

Los fragmentos Fc de Ig diméricos solubles en agua, que estaban localizados en el citosol de E. coli como se demostrd
en el apartado <4-I> anterior, de designaron para traducirse en forma fusionada a una secuencia sefial. Por tanto, para
determinar si los fragmentos de Fc de Ig estan localizados en el citosol de E. coli en forma fusionada a la secuencia
sefial cuando no se secretan sin procesado de la secuencia sefial, se determinaron las secuencias de aminoacidos N
terminales de los fragmentos Fc de Ig por el Basic Science Research Institute, Seoul, Corea. Las muestras usadas en
el andlisis de secuencia de aminoacidos N terminal se prepararon como sigue.

En primer lugar, se sumergié una membrana de PVDF (Bio-Rad) en metanol durante aproximadamente 2-3 s para
activarse, y se humedeci6 suficientemente con un tampén de bloqueo (glicina 170 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8,0),
metanol al 20 %). Las muestras de proteina separadas en un gel SDS-PAGE no reductor, preparadas en el apartado
<4-|> anterior, se sometieron a transferencia de bandas sobre una membrana de PVDF durante aproximadamente una
hora usando un kit de transferencia de bandas (Hoefer Semi-Dry Transfer unit, Amersham). Las proteinas transferidas
sobre la membrana de PVDF se tifieron con un colorante de proteina, Coomassie Blue R-250 (Amnesco), durante 3-4
s, y se lavaron con una solucién de decoloracion (agua:acido acético:metanol =5: 1: 4). A continuacion, se cortaron las
regiones que contienen las proteinas de la membrana con tijeras y se sometieron a analisis de secuencia N terminal.

Como resultado, se descubri6 que la proteina de Fc de IgGl tenia una secuencia N terminal de
Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-Glu-Leu-Leu-Gly-Gly, la proteina de Fc de 1gG4 tenia una secuencia N terminal de
Ser-Cys-Pro-Ala-Pro-Glu-Phe-Leu-Gly-Gly, y la proteina de Fc de IgG2 tenia una secuencia N terminal de
Pro-Cys-Pro-Ala-Pro-Pro-Val-Ala-Gly-Pro. Como es evidente de estos resultados, se descubrié que los fragmentos Fc
expresados por los transformantes de E. coli de la presente invencion tienen una secuencia N terminal exacta. Estos
resultados indican que, cuando se expresan en una forma fusionada a una secuencia sefial, los fragmentos Fc no se
secretan a la membrana extracelular o al espacio periplasmico, se procesan de forma precisa en la secuencia sefial
aun después de la sobreexpresion y estan presentes en una forma soluble en agua en el citosol.

<4-3> Purificacion de Fc de inmunoglobulina

Se purificé el Fc de inmunoglobulina usando una columna de afinidad e proteina A conocida por tener una fuerte
afinidad con inmunoglobulinas, como sigue.

Se rompieron células de E. coli recogidas centrifugando fluidos de fermentacién por un microfluidizador (Microfludics)
para obtener lisados celulares. Los lisados celulares se sometieron a una cromatografia en columna en dos etapas
para purificar los fragmentos de Fc de inmunoglobulina recombinante presentes en el citosol. Se equilibraron 5 ml de
una columna de afinidad de proteina A (Pharmacia) con PBS, y se cargaron los lisados celulares en la columna a un
caudal de 5 ml/min. Se separaron por lavado las proteinas no unidas con PBS, y se eluyeron la proteinas unidas con
citrato 100 mM (pH 3,0). Se desalaron las fracciones recogidas usando una columna de desalado HiPrep 26/10
(Pharmacia) con tampo6n Tris 10 mM (pH 8,0). A continuacion, se llevé a cabo una cromatografia en columna de
intercambio anionico secundaria usando 50 ml de una columna Q HP 26/10 (Pharmacia). Se cargaron las fracciones
de Fc de inmunoglobulina recombinante purificadas primarias en la columna Q-Sepharose HP 26/10, y se eluyd la
columna con un gradiente lineal de NaCl 0-0,2 M en tampén Tris 10 mM (pH 8,0), proporcionando asi fracciones
altamente puras. Después de purificarse parcialmente usando la columna de afinidad de proteina A, se determinaron
los niveles de expresion de los fragmentos Fc de Ig recombinante como sigue.
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Vectores de expresion Transformantes Niveles de expresion de proteina después de la
purificacion de proteina A (mg/l)
pSTIIdCG1Fc HM10927 400
pSTIIG1Mo HM10930 500
pSTIIdCG4Fc HM10932 400
pSTIIG4Mo HM10933 600
pSTIIdCG2Fc HM10936 100

Puesto que las proteinas de Fc de inmunoglobulina asi obtenidas estan presentes una forma monémera o dimérica de
la cadena pesada, tienen patrones de migracion diferentes en SDS-PAGE reductor y SDS-PAGE no reductor. Los
resultados del andlisis SDS-PAGE, realizado para determinar las purezas de proteina después de purificar los
productos expresados, se dan en las FIG. 2y 3

Las FIG. 2 y 3 muestran los resultados del analisis SDS-PAGE de los fragmentos Fc de inmunoglobulina purificados en
forma monémera o dimérica en condiciones reductoras y no reductoras usando un gel Criterion (Bio-Rad), en el que se
evaluaron los fragmentos Fc para determinar la migracion diferencial en geles reductores frente a no reductores. En la
FIG. 2, laregion A muestra proteinas separadas en un gel SDS-PAGE no reductor, y la regiéon B muestra proteinas en
un gel SDS-PAGE reductor. El carril M indica un marcador de proteina estandar de bajo intervalo pretefiido (Bio-Rad),
y los carriles 1 a 4 indican muestras de proteinas para Fc de inmunoglobulina producidas por transformantes de E. coli,
HM10927, HM10928 (depositado en Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 15 de septiembre de 2004 y
asignado con el nimero de acceso KCCM-10589), HM10929 (depositado en KCCM el 15 de septiembre de 2004 y
asignado con el nimero de acceso KCCM-10594) y HM10932, respectivamente. Como se muestra en la FIG. 2, en el
SDS-PAGE reductor, los fragmentos Fc de Ig estaban presentes en forma monémera ya que se redujeron los enlaces
disulfuro formados entre los residuos de cisteina de la region bisagra, y por tanto migraron a la distancia monémera. En
contraste, en el SDS-PAGE no reductor, los fragmentos Fc de Ig estaban presentes en forma dimérica por enlaces
disulfuro y por tanto tenian una distancia de migracion de aproximadamente 42 kDa.

En la FIG. 3, la regién A muestra proteinas separadas en un gel SDS-PAGE no reductor, y la region B muestra
proteinas en un gel SDS-PAGE reductor. El carril M indica el marcador de proteina estandar, y los carriles 1y 2 indican
muestras de proteinas para Fc de inmunoglobulina producido por transformantes de E. coli, HM10930 y HM10933,
respectivamente. Como se muestra en la FIG. 3, las proteinas no mostraron una gran diferencia en la migracion en
geles reductores frente a no reductores, y s6lo presentaron una migracion ligeramente diferente debido a la reduccién
de enlaces disulfuro intramoleculares.

Preparacioén del conjugado de inmunoglobulina Fc y farmaco
Ejemplo 5: Preparacion | del conjugado IFNa-PEG-fragmento Fc de inmunoglobulina
<Etapa 1> Preparacion del fragmento Fc de inmunoglobulina usando inmunoglobulina

Se preparé un fragmento Fc de inmunoglobulina como sigue. Se trataron 200 mg de inmunoglobulina G (IgG) 150-kDa
(Green Cross, Corea) disueltos en tampon fosfato 10 mM con 2 mg de una enzima proteolitica, papaina (Sigma) a
37 °C durante 2 h con agitacion suave. Después de la reaccidon enzimatica, el fragmento Fc de inmunoglobulina asi
regenerado se sometid a cromatografia para su purificacion usando secuencialmente una columna Superdex, una
columna de proteina A y una columna de intercambio catidnico. En detalle, se cargd la solucion de reaccién en una
columna Superdex 200 (Pharmacia) equilibrada con tampén de fosfato de sodio 10 mM (PBS, pH 7,3), y se eluyé la
columna con el mismo tampén a un caudal de 1 ml/min. Se retiraron las moléculas de inmunoglobulina sin reaccionar
(lgG) y F(ab")2, que tenian un peso molecular relativamente alto en comparacion con el fragmento Fc de
inmunoglobulina, usando su propiedad de que se eluyen antes que el fragmento Fc de Ig. Se eliminaron los fragmentos
Fab con un peso molecular similar al fragmento Fc de Ig por cromatografia en columna de proteina A (FIG. 4). Se
cargaron las fracciones resultantes que contienen el fragmento Fc de Ig eluido de la columna Superdex 200 a un
caudal de 5 ml/min en una columna de proteina A (Pharmacia) equilibrada con tampdn fosfato 20 mM (pH 7,0), y se
lavo la columna con el mismo tampdn para retirar las proteinas no unidas a la columna. A continuacion, se eluyé la
columna de proteina A con tampon de citrato de sodio 100 mM (pH 3,0) para obtener un fragmento Fc de
inmunoglobulina altamente puro. Las fracciones de Fc recogidas de la columna de proteina A se purificaron finalmente
usando una columna de intercambio catiénico (polyCAT, PolyLC Company), donde esta columna cargada con las
fracciones de Fc se eluyé con un gradiente lineal de NaCl 0,15-0,4 M en tampén acetato 10 mM (pH 4,5),
proporcionando asi fracciones de Fc altamente puras. Se analizaron las fracciones de Fc altamente puras en
SDS-PAGE al 12 % (carril 2 en la FIG. 5).

<Etapa 2> Preparacion del complejo IFNa-PEG

Se mezcl6 polietilenglicol 3,4 kDa con un grupo reactivo aldehido en ambos extremos, ALD-PEG-ALD (Shearwater),
con interferén alfa-2b humano (hIFNa-2b, MW: 20 kDa) disuelto en tampon fosfato 100 mM en una cantidad de 5 mg/mi
en una proporcion molar IFNa: PEG de 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10 y 1:20. A esta mezcla, se le afiadié un agente reductor,
cianoborohidruro de sodio (NaCNBHj3, Sigma), a una concentracion final de 20 mM y se dejé que reaccionaran a 4 °C
durante 3 h agitacion suave para dejar que el PEG se una al extremo amino terminal del interferén alfa. Para obtener
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un complejo 1:1 de PEG e interferon alfa, se sometié la mezcla de reaccién a cromatografia de exclusién por tamafio
usando una columna SuperdexR (Pharmacia). Se eluy6 el complejo IFNa-PEG de la columna usando tampon fosfato
de potasio 10 mM (pH 6,0) como tampdn de elucion, y se retiraron el interferén alfa no unido a PEG, PEG sin
reaccionar y subproductos dimeros donde PEG se uni6é a dos moléculas de interferon alfa. Se concentr6 el complejo
purificado IFNa-PEG hasta 5 mg/ml. Por medio de este experimento, se descubrié que la proporcion molar 6ptima para
IFNa con respecto a PEG, que proporciona la mayor reactividad y que genera la menor cantidad de subproductos tales
como dimeros, era de 1:2,5 a 1:5.

<Etapa 3> Preparacion del conjugado IFNa-PEG-Fc

Para unir el complejo IFNa-PEG purificado en la etapa 2 anterior al extremo N terminal de un fragmento Fc de
inmunoglobulina, se disolvié el fragmento Fc de inmunoglobulina (aproximadamente 53 kDa) preparado en la etapa 1
anterior, en tampodn fosfato 10 mM y se mezclé con el complejo IFNa-PEG en una proporcion molar de complejo:Fc
IFNa-PEG de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8. Después de que se ajustara la concentracion de tampén fosfato de la solucion de
reaccion a 100 mM, se afiadié un acgente reductor, NaCNBH3, a la solucién de reaccién a una concentracion final de 20
mM y se dej6 que reaccionara a 4~C durante 20 h con agitacién suave. Por medio de este experimento, se descubrié
que la proporcién molar 6ptima para el complejo IFNa-PEG con respecto a Fc, que proporciona la mayor reactividad y
gue genera la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, era de 1:2.

<Etapa 4> Aislamiento y purificacion del conjugado IFNa-PEG-Fc

Después de la reaccion de la etapa 3 anterior, se sometié la mezcla de reaccion a cromatografia de exclusién por
tamafio Superdex para eliminar sustancias que no han reaccionado y subproductos y para purificar el conjugado de
proteinas IFNa-PEG-Fc producido. Después de que la mezcla de reaccién se concentrara y se pasara en una columna
Superdex, se pas6 tampoén fosfato 10 mM (pH 7,3) a través de la columna en un caudal de 2,5 ml/min para retirar el Fc
no unido y las sustancias que no han reaccionado, seguido de la elucion de la columna para recoger las fracciones de
conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc. Puesto que las fracciones de conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc recogidas
contenian una pequefia cantidad de impurezas, Fc sin reaccionar y dimeros de interferon alfa, se llevé a cabo una
cromatografia de intercambio catiénico para retirar las impurezas. Se cargaron las fracciones de conjugado de
proteinas IFNa-PEG-Fc en una columna PolyCAT LP (PolyLC) equilibrada con acetato de sodio 10 mM (pH 4,5), y se
eluyo la columna con un gradiente lineal de NaCl 0-0,5 M en un tampdén de acetato de sodio 10 mM (pH 4,5) usando
NaCl 1 M. Finalmente, se purificé el conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc usando una columna de intercambio
aniénico. Se cargaron las fracciones de conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc en una columna PolyWAX LP (PolyLC)
equilibrada con Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), y a continuacién se eluyé la columna con un gradiente lineal de NaCl 0-0,3 M
en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) usando NaCl 1 M, aislando asi el conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc en una forma
altamente pura.

Ejemplo 6: Preparacion Il del conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc
<Etapa 1> Preparacion del complejo Fc-PEG

Se mezclo polietilenglicol de 3,4 kDa con un grupo reactivo aldehido en ambos extremos, ALD-PEG-ALD
(Shearwater), con el fragmento Fc de inmunoglobulina preparado en la etapa 1 del ejemplo 5 en las proporciones
molares Fc: PEG de 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10 y 1:20, donde el fragmento Fc de Ig se habia disuelto en tampdn fosfato 100
mM en una cantidad de 15 mg/ml. A esta mezcla, se le afiadi6 un agente reductor, NaCNBH3 (Sigma), a una
concentracion final de 20 mM y se dej6 que reaccionaran a 4 °C durante 3 h agitacion suave. Para obtener un complejo
1:1 de PEG y Fc, se someti6 la mezcla de reaccion a cromatografia de exclusion por tamafio usando una columna
SuperdexR (Pharmacia). Se eluy6 el complejo Fc-PEG de la columna usando tampoén fosfato de potasio 10 mM (pH
6,0) como tampén de elucion, y se retiraron el fragmento Fc de inmunoglobulina no unido a PEG, PEG sin reaccionar y
subproductos dimeros donde PEG se uni6 a dos moléculas de fragmento Fc de inmunoglobulina. Se concentro el
complejo purificado Fc-PEG hasta aproximadamente 15 mg/ml. Por medio de este experimento, se descubrié que la
proporcion molar de reaccién 6ptima para Fc con respecto a PEG, que proporciona la mayor reactividad y que genera
la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, era de 1:3 a 1:10.

<Etapa 2> Formacién y purificacién de conjugado del complejo Fc-PEG e interferdn alfa

Para unir el complejo Fc-PEG purificado en la etapa 1 anterior al extremo N terminal de IFNa, se mezcl6 el complejo
Fc-PEG con IFNa disuelto en tampén fosfato 10 mM en las proporciones molares de complejo Fc-PEG: IFNa de 1:1,
1:1,5, 1:3 y 1:6. Después de que se ajustara la concentracion de tampén fosfato de la solucion de reaccion a 100 mM,
se afiadio un agente reductor, NaCNBH3, a la solucién de reaccion a una concentracion final de 20 mM y se dejé que
reaccionara a 4 °C durante 20 h con agitacién suave. Después de que se completara la reaccién, se retiraron las
sustancias sin reaccionar y los subproductos de acuerdo con el mismo procedimiento de purificacion que en la etapa 4
del ejemplo 5, aislando asi el conjugado de proteinas Fc-PEG-IFNa en una forma altamente pura.

Ejemplo 7: Preparacion del conjugado hGH-PEG-Fc

Se prepar6 un conjugado hGH-PEG-Fc y se purificé de acuerdo con el mismo procedimiento que en el ejemplo 5,
excepto que se us6 un farmaco distinto de interferén alfa, la hormona del crecimiento humano (hGH, MW: 22 kDa) y
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una proporciéon molar hGH:PEG de 1:5.
Ejemplo 8: Preparacion del conjugado (G-CSF)-PEG-Fc

Se prepar6 un conjugado (G-CSF)-PEG-Fc y se purificd de acuerdo con el mismo procedimiento que en el ejemplo 5,
excepto que se us6 un farmaco distinto de interferén alfa, el factor estimulador de colonias de granulocitos humano
(G-CSF), y una proporcion molar G-CSF: PEG de 1:5.

Por otra parte, se prepar6 un conjugado de proteinas 'S.G-CSF-PEG-Fc y se purificd de acuerdo con el mismo
procedimiento como se describe anteriormente usando un derivado de G-CSF, YS.G-CSF, gue tiene una sustitucion
de serina en el residuo aminoacidico decimoséptimo del G-CSF natural.

Ejemplo 9: Preparacion del conjugado EPO-PEG-Fc

Se prepar6 un conjugado EPO-PEG-Fc y se purificé de acuerdo con el mismo procedimiento que en el ejemplo 5,
excepto que se us6 un farmaco distinto de interferén alfa, eritropoyetina humana (EPO), y una EPO: PEG de 1:5.

Ejemplo 10: Preparacion del conjugado de proteinas usando PEG con un grupo reactivo diferente

Se prepard un conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc usando PEG con un grupo reactivo propionato de succinimidilo
(SPA) en ambos extremos, como sigue. Se mezcl6 polietilenglicol 3,4 kDa, SPA-PEG-SPA (Shearwater), con 10 mg de
interferdn alfa disuelto en tampoén fosfato 100 mM en proporciones molares de IFNa:PEG de 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10 y
1:20. A continuacién, se dejé que la mezcla reaccionara a temperatura ambiente con agitacién suave durante 2 h. Para
obtener un complejo 1:1 de PEG e interferdn alfa (complejo IFNa-PEG), en el que PEG estaba unido selectivamente al
grupo amino de un residuo lisina de interferén alfa, se sometié la mezcla de reaccién a una cromatografia de exclusion
por tamafio Superdex. Se eluyo el complejo IFNa-PEG de la columna usando tampdn fosfato de potasio 10 mM (pH
6,0) como tampodn de elucidn, y se retiraron el interferén alfa no unido a PEG, PEG sin reaccionar y subproductos
dimeros en los que dos moléculas de interferon alfa estaban unidas en ambos extremos de PEG. Para unir el complejo
IFNa-PEG al grupo amino de un residuo lisina de Fc de inmunoglobulina, se concentré el complejo IFNa-PEG a
aproximadamente 5 mg/ml, y se preparé un conjugado IFNa-PEG-Fc y se purificé de acuerdo con los mismos
procedimientos que en las etapas 3 y 4 del ejemplo 5. Por medio de este experimento, se descubrié que la proporcion
molar éptima para IFNa con respecto a PEG, que proporciona la mayor reactividad y que genera la menor cantidad de
subproductos tales como dimeros, era de 1:2,5 a 1:5.

Por otra parte, se prepar6 otro conjugado IFNa-PEG-Fc de acuerdo con los mismos procedimientos que se describen
anteriormente usando PEG) con un grupo reactivo N-hidroxisuccinimidilo (NHS) en ambos extremos, NHS-PEG-NHS
(Shearwater), o PEG con un grupo reactivo butilaldehido en ambos extremos, BUA-PEG-BUA (Shearwater).

Ejemplo 11: Preparacion del conjugado de proteinas usando PEG con un peso molecular diferente

Se preparé un complejo IFNa-PEG 10K usando polietilenglicol 10 kDa con un grupo reactivo aldehido en ambos
extremos, ALD-PEG-ALD (Shearwater). Se prepar6 este complejo y se purific6 de acuerdo con el mismo
procedimiento que en la etapa 2 del ejemplo 5. Por medio de este experimento, se descubrié que la proporcidon molar
optima para IFNa con respecto a PEG 10 kDa, que proporciona la mayor reactividad y que genera la menor cantidad
de subproductos tales como dimeros, era de 1:2,5 a 1:5. Se concentré el complejo purificado IFNa-PEG 10K hasta
aproximadamente 5 mg/ml, y, usando este concentrado, se preparé un conjugado IFNa-PEG 10K-Fc y se purifico de
acuerdo con el mismo procedimientos que en las etapas 3 y 4 del ejemplo 5.

Ejemplo 12: Preparacion del conjugado Fab'-S-PEG-N-Fc (grupo -SH)
<Etapa 1> Expresion y purificacion de Fab'

Se hizo crecer un transformante de E. coli, BL21/poDLHF (nimero de acceso: KCCM-10511), que expresa el
anti-factor de necrosis tumoral alfa Fab', en 100 ml de medio LB durante la noche con agitacion, y se inocul6 en un
fermentador de 5 | (Marubishi) y se cultivd a 30 °C y 500 rpm y a un caudal de aire de 20 vwm. Para compensar la
insuficiencia de nutrientes para el crecimiento bacteriano durante la fermentacién, se complementaron los cultivos con
glucosa y extractos de levaduras de acuerdo con los estados fermentados de las bacterias. Cuando los cultivos
alcanzaron un valor de DOgoo de 80-100, se afiadié un inductor, IPTG, a los cultivos para inducir la expresiéon de
proteinas. Se cultivaron los cultivos adicionalmente durante de 40 a 45 h hasta que el valor de DO a 600 nm se
incremento hasta de 120 a 140. Se centrifugd el fluido de fermentacion asi obtenido a 20.000xg durante 30 min. Se
recogié el sobrenadante y se desechd el sedimento.

Se sometid el sobrenadante a la siguiente cromatografia en columna en tres etapas para purificar el anti-factor de
necrosis tumoral alfa Fab'. Se cargd el sobrenadante en una columna de proteina G HiTrap (5 ml, Pharmacia)
equilibrada con tampén fosfato 20 mM (pH 7,0), y se eluy6 la columna con glicina 100 mM (pH 3,0). A continuacion, se
cargaron las fracciones Fab' recogidas en una columna Superdex 200 (Pharmacia) equilibrada con tampén fosfato de
sodio 10 mM (PBS, pH 7,3), y se eluy6 esta columna con el mismo tampén. Finalmente, se cargaron las segundas
fracciones Fab' en una columna polyCAT 21x250 (PolyLC), y se eluyé esta columna con un gradiente lineal de NaCl de
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0,15-0,4 M en tampon acetato 10 mM (pH 4,5), proporcionando asi fracciones de anti-factor de necrosis tumoral alfa
Fab' altamente puras.

<Etapa 2> Preparacion y purificacién del complejo Fc-PEG

Para unir un enlazador PEG al extremo N terminal de un Fc de inmunoglobulina, se disolvié el Fc de inmunoglobulina
preparado de acuerdo con el mismo procedimiento que en la etapa 1 del ejemplo 5 en tampdn fosfato 100 mM (pH 6,0)
a una concentracion de 5 mg/ml, y se mezcl6é con NHS-PEG-MAL (3,4 kDa, Shearwater) en una proporcion molar Fc:
PEG de 1:10, seguido de incubacion a 4 °C durante 12 h con agitacién suave.

Después de que se completara la reaccién, se intercambié el tampén de reacciéon con tamp6n fosfato de sodio 20 mM
(pH 6,0) para retirar el NHS-PEG-MAL no unido. A continuacion, se carg6 la mezcla de reaccién en una columna
polyCAT (PolyLC). Se eluyé la columna con un gradiente lineal de NaCl de 0,15-0,5 M en tampén fosfato de sodio 20
mM (pH 6,0). Durante esta elucion, el complejo Fc inmunoglobulina-PEG se eluyé antes de Fc de inmunoglobulina sin
reaccionar, y el Fc de Ig sin reaccionar se eluyé después, eliminando de este modo las moléculas de Fc de Ig sin
reaccionar.

<Etapa 3> Preparacion y purificacion del conjugado Fab'-S-PEG-N-Fc (grupo -SH)

Para unir el complejo Fc de inmunoglobulina-PEG a un grupo de cisteina del Fab', se disolvi6 el Fab' purificado en la
etapa 1 anterior en tampdn fosfato de sodio 100 mM (pH 7,3) a una concentracion de 2 mg/ml, y se mezclé con el
complejo Fc inmunoglobulina-PEG preparado en la etapa 2 anterior en una proporcién molar Fab':.complejo de 1:5. Se
concentré la mezcla de reaccién hasta una concentracion final de proteina de 50 mg/mly se incub6 a 4 °C durante 24
h con agitacién suave.

Después de que se completara la reaccidn, se carg6 la mezcla de reaccion en una columna Superdex 200 (Pharmacia)
equilibrada con tampdn fosfato de sodio 10 mM (pH 7,3), y se eluyé la columna con el mismo tampén a un caudal de 1
ml/min. Se eluyé el conjugado acoplado Fab'-S-PEG-N-Fc relativamente antes debido a su alto peso molecular, y el
complejo Fc inmunoglobulina Fc-PEG y Fab' sin reaccionar se eluyeron después, eliminando de este modo las
moléculas que no reaccionaron. Para eliminar completamente el Fc inmunoglobulina-PEG sin reaccionar, se cargaron
de nuevo las fracciones de conjugado Fab'-S-PEG-N-Fc recogidas en una columna polyCAT 21x250 (PolyLC), y se
eluyé esta columna con un gradiente lineal de NaCl de 0,15-0,5 M en tampén fosfato de sodio 20 mM (pH 6,0),
proporcionando asi un conjugado Fab'-S-PEG-N-Fc puro que comprende el complejo Fc-PEG unido a un grupo -SH
cerca del extremo C terminal del Fab'.

Ejemplo 13: Preparacion del conjugado Fab' -N-PEG-N-Fc (N terminal)
<Etapa 1> Preparacion y purificacién del complejo Fab'-PEG (N terminal)

Se disolvieron 40 mg del Fab' purificado en la etapa 1 del ejemplo 12 en tampén fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0) a
una concentracion de 5 mg/ml, y se mezclé con butil ALD-PEG-butil ALD (3,4 kDa, Nektar) en una proporcién molar
Fab': PEG de 1:5. Se afiadié un agente reductor, NaCNBH3, a la mezcla de reaccion en una concentracion final de 20
mM, y a continuacion se dejé que la mezcla de reaccion reaccionara a 4 °C durante 2 h con agitacién suave.

Después de que se completara la reaccion, se intercambié el tampon de reaccién con tampon fosfato de sodio 20 mM
(pH 6,0). A continuacion, se cargd la mezcla de reaccién en una columna polyCAT (PolyLC). Se eluyd la columna con
un gradiente lineal de NaCl de 0,15-0,4 M en tampdn acetato 20 mM (pH 4,5). Durante esta eluciéon de columna, el
complejo Fab'-PEG que comprende el enlazador de PEG unido al extremo N terminal del Fab' se eluy6 antes que el
Fab' sin reaccionar, y el Fab' sin reaccionar se eluyd después, eliminando de este modo las moléculas Fab' sin
reaccionar.

<Etapa 2> Preparacion y purificacion del conjugado Fab'-N-PEG-N-Fc

Para unir el complejo Fab' -PEG purificado en la etapa 1 anterior al extremo N terminal de un Fc de inmunoglobulina, se
disolvié el complejo Fab'-PEG en tampon fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0) a una concentracion de 10 mg/ml, y se
mezclé con el Fc de inmunoglobulina disuelto en el mismo tampdn en una proporcién molar de complejo Fab'-PEG: Fc
de 1:5. Después de que se concentrara la mezcla de reaccion hasta una concentracién de proteina final de 50 mg/ml,
se afiadié un agente reductor, NaCNBHs, a la mezcla de reaccion en una concentracion final de 20 mM, y a
continuacion, se hizo reaccionar la mezcla de reaccién a 4 °C durante 24 h con agitacion suave.

Después de que se completara la reaccidn, se carg6 la mezcla de reaccion en una columna Superdex 200 (Pharmacia)
equilibrada con tampén fosfato de sodio 10 mM (pH 7,3), y se eluyé la columna con el mismo tampén a un caudal de 1
ml/min. Se eluyo el conjugado acoplado Fab'-N-PEG-N-Fc relativamente antes debido a su alto peso molecular, y el Fc
de inmunoglobulina Fc y el complejo Fab' -PEG sin reaccionar se eluyeron después, eliminando de este modo las
moléculas sin reaccionar. Para eliminar completamente las moléculas de Fc de inmunoglobulina sin reaccionar, se
cargaron de nuevo las fracciones de conjugado Fab'-N-PEG-N-Fc recogidas en una columna polyCAT 21x250
(PolyLC), y se eluyd esta columna con un gradiente lineal NaCl de 0,15-0,5 M en tampdn fosfato de sodio 20 mM (pH
6,0), proporcionando asi un conjugado Fab'-N-PEG-N-Fc puro que comprende el complejo Fc inmunoglobulina-PEG
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unido al extremo N terminal del Fab'.
Ejemplo 14: Preparacion y purificacion de Fc de inmunoglobulina desglucosilada

Se disolvieron 200 mg de un Fc de inmunoglobulina preparado de acuerdo con el mismo procedimiento que en el
ejemplo 5, en tampon fosfato 100 mM (pH 7,5) en una concentracion de 2 mg/ml, y se mezclé con 300 U/mg de una
desglucosilasa, PNGasa F (NEB). Se dejé que la mezcla de reaccion reaccionara a 37 °C durante 24 h con agitacién
suave. A continuacion, para purificar el Fc de inmunoglobulina desglucosilada, se cargé la mezcla de reaccion en una
columna SP Sepharose FF (Pharmacia), y se eluy6 la columna con un gradiente lineal de NaCl de 0,1-0,6 M en tampdn
acetato 10 mM (pH 4,5) usando NaCl 1 M. El Fc de inmunoglobulina natural se eluy6 antes, y el Fc de inmunoglobulina
desglucosilada (Fc DG) se eluy6 después.

Ejemplo 15: Preparacion del conjugado IFNa-PEG-Fc DG

Para unir el Fc de inmunoglobulina desglucosilada preparado en el ejemplo 14 al complejo IFNa-PEG purificado en la
etapa 2 del ejemplo 5, se mezclé el complejo IFNa-PEG con Fc DG disuelto en tamp6n fosfato 10 mM en proporciones
molares de complejo IFNa-PEG: Fc DG de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8. Después de que se ajustara la concentracion de tampén
fosfato de la solucién de reaccién a 100 mM, se afiadié un agente reductor, NaCNBH3, a la solucion de reaccion a una
concentracion final de 20 mM y se dejé que reaccionara a 4 °C durante 20 h con agitacion suave. Por medio de este
experimento, se descubrid que la proporcion molar éptima para el complejo IFNa-PEG con respecto a Fc DG, que
proporciona la mayor reactividad y que genera la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, era de 1:2.

Después de la reaccion de acoplamiento, se sometié la mezcla de reaccion a cromatografia de exclusién por tamafio
usando una columna Superdex” (Pharmacia) para eliminar las sustancias sin reaccionar y los subproductos y para
purificar el conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc DG. Después de que la mezcla de reaccidon se cargara en la
columna, se paso6 un tampoén fosfato 10 mM (pH 7,3) a través de la columna en un caudal de 2,5 ml/min para retirar el
Fc DG no unido y las sustancias que no han reaccionado, seguido de la elucién de la columna para recoger las
fracciones de conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc DG. Puesto que las fracciones de conjugado de proteinas
IFNa-PEG-Fc DG recogidas contenian una pequefia cantidad de impurezas, Fc DG y complejo IFNa-PEG sin
reaccionar, se llevé a cabo una cromatografia de intercambio catiénico para retirar las impurezas. Se cargaron las
fracciones de conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc DG en una columna PolyCAT LP (PolyLC) equilibrada con acetato
de sodio 10 mM (pH 4,5), y se eluy6 la columna con un gradiente lineal de NaCl 0-0,6 M en un tampoén de acetato de
sodio 10 mM (pH 4,5) usando NaCl 1 M. Finalmente, se purificé el conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc DG usando
una columna de intercambio anidnico. Se cargaron las fracciones de conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc DG en una
columna PolyWAX LP (PolyLC) equilibrada con Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), y a continuacion se eluyé la columna con un
gradiente lineal de NaCl 0-0,3 M en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) usando NaCl 1 M, aislando asi el conjugado de proteinas
IFNa-PEG-Fc DG en una forma altamente pura.

Ejemplo 16: Preparacion del conjugado de complejo IFNa-PEG y derivado de Fc AG recombinante

De acuerdo con los mismos procedimientos que en los ejemplos 5y 15, se unién el complejo IFNa-PEG al extremo N
terminal de IgG4 delta-Cys como un derivado de Fc AG preparado en el ejemplo 1. Después de la reaccion de
acoplamiento, se retiraron las sustancias sin reaccionar y subproductos de la mezcla de reaccion, y se purificd
primariamente el conjugado de proteina (l) IFNa-PEG-AG Fc asi obtenido usando 50 ml de una columna Q HP 26/10
(Pharmacia) y se purificd adicionalmente por un ensayo cromatogréfico liquido a alta presién usando una columna
polyCAT 21,5x250 (polyLC), purificando asi el conjugado hasta un alto grado. Se desal6 la solucién de reaccion de
acoplamiento usando una columna de desalado HiPrep 26/10 (Pharmacia) con tampoén Tris 10 mM (pH 8,0). A
continuacion, la solucién de reaccion se cargd después en 50 ml de una columna Q HP 26/10 (Pharmacia) en un
caudal de 8 ml/min, y esta columna se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl de 0-0,2 M para obtener las fracciones
deseadas. Se cargaron de nuevo las fracciones recogidas en una columna polyCAT 21,5x250 equilibrada con tampdén
acetato 10 mM (pH 5,2) en un caudal de 15 mi/min, y se eluy6 esta columna con un gradiente lineal NaCl de 0,1-0,3 M,
proporcionando asi fracciones altamente puras. De acuerdo con el mismo procedimiento descrito anteriormente, se
preparo otro conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc AG (Il) usando otro derivado Fc AG preparado en el ejemplo 12, el
mondémero 1gG4.

Ejemplo 17: Preparacion del conjugado EPO-PEG-derivado Fc AG recombinante

De acuerdo con el mismo procedimiento que en el ejemplo 16, se prepar6 un conjugado EPO-PEG-derivado de Fc AG
recombinante uniendo un derivado Fc AG, IgG4 delta-Cys, al complejo EPO-PEG.

Ejemplo comparativo 1: Preparacion del complejo IFNa-PEG 40K

Se disolvieron 5 mg de interferén alfa en tampo6n fosfato 100 mM para obtener un volumen final de 5 ml, y se mezclé
con metoxi-PEG-aldehido activado de 40 kDa (Shearwater), en una proporcién molar de IFNa: PEG 40 kDa de 1:4. A
esta mezcla, se le afiadié6 un agente reductor, NaCNBH3;, a una concentracion final de 20 mM y se dej6é que
reaccionaran a 4 °C durante 18 h agitacion suave. Para inactivar el PEG, que no reaccioné con IFNa, se ahadio
etanolamina a la mezcla de reaccion en una concentracion final de 50 mM.
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Se us6 una columna Sephadex G-25 (Pharmacia) para retirar el PEG sin reaccionar y se intercambié el tampén por
otro tampdn. En primer lugar, se equilibré esta columna con dos volumenes de columna (VC) de tamp6n Tris-HCI 10
mM (pH 7,5), y se cargd con la mezcla de reaccion. Se detectaron los flujos directos midiendo la absorbancia a 260 nm
usando un espectrofotémetro UV. Se eluyd la columna con el mismo tampén, el interferén alfa modificado afiadiendo
PEG con un alto peso molecular en su extremo N terminal se eluy6 antes, y el PEG sin reaccionar se eluy6 después,
permitiendo asi el aislamiento sélo de IFNa-PEG 40K.

La siguiente cromatografia se llevé a cabo para purificar adicionalmente el complejo IFNa-PEG 40K de las fracciones
recogidas. Se equilibraron 3 ml de una columna PolyWAX LP (PolyLC) con Tris-HCI 10 mM (pH 7,5). Se cargaron las
fracciones recogidas que contenian el complejo IFNa-40K PEG en la columna a un caudal de 1 ml/min, y se lavo la
columna con 15 ml del tampén de equilibrio. A continuacién, se eluyé la columna con un gradiente lineal de NaCl de
0-100% usando 30 ml de NaCl 1 M, eluyendo asi el interferén alfa conjugado a tri-, di- y mono-PEG, secuencialmente.
Para purificar adicionalmente el interfer6n alfa mono-PEG-conjugado, las fracciones recogidas que contienen el
interferon alfa mono-PEG-conjugado se sometieron a cromatografia de exclusion por tamafio. Se concentraron las
fracciones y se cargaron en una columna Superdex 200 (Pharmacia) equilibrada con tampoén fosfato de sodio 10 mM
(pH 7,0), y se eluy6 la columna con el mismo tamp6n en un caudal de 1 ml/min. Se retiraron las moléculas de interferén
alfa tri- y di-PEG-conjugado en base a su propiedad de eluirse antes que el interferén alfa mono-PEG-conjugado,
aislando asi el interfer6n alfa mono-PEG-conjugado en una forma altamente pura.

De acuerdo con el mismo procedimiento descrito anteriormente, se conjug6 el PEG 40 kDa al extremo N terminal de la
hormona del crecimiento humano, factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) , y un derivado de G-CSF,
proporcionando asi los complejos de derivados hGH-PEG 40K, G-CSF-PEG 40K y PEG 40K-'"S-G-CSF.

Ejemplo comparativo 2: Preparacion del conjugado IFNa-PEG-albumina

Para unir el complejo IFNa-PEG purificado en la etapa 2 del ejemplo 1 al extremo N terminal de albumina, se mezclé el
complejo IFNa-PEG con seroalbimina humana (HSA, aproximadamente 67 kDa, Green Cross) disuelta en tampon
fosfato 10 mM en una proporciéon molar de complejo IFNa-PEG:albumina de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8. Después de que la
concentracion de tampoén fosfato de la solucion de reaccion se ajustara a 100 mM, se afiadié un agente reductor,
NaCNBHj3, a la solucién de reaccién en una concentracion final de 20 mM y se dejo que reaccionara a 4 °C durante 20
h con agitacion suave. Por medio de este experimento, se descubrié que la proporcién molar 6ptima para el complejo
IFNa-PEG con respecto a albumina, que proporciona la mayor reactividad y que genera la menor cantidad de
subproductos tales como dimeros, era de 1:2.

Después de la reaccion de acoplamiento, se sometié la mezcla de reaccion a cromatografia de exclusion por tamafio
usando una columna Superdex” (Pharmacia) para eliminar las sustancias sin reaccionar y los subproductos y para
purificar el conjugado de proteinas IFNa-PEG-albumina producido. Después de que la mezcla de reaccion se
concentrara y se cargara en la columna, se pasé tampoén fosfato de sodio 10 mM a través de la columna en un caudal
de 2,5 ml/min para retirar la albimina no unida y las sustancias sin reaccionar, seguido de elucién de columna para
purificar sélo el conjugado de proteinas IFNa-PEG-albimina. Puesto que las fracciones de conjugado de proteinas
IFNa-PEG-albumina recogidas contenian una pequefa cantidad de impurezas, albimina sin reaccionar y dimeros de
interferdn alfa, se llevé a cabo una cromatografia de intercambio catidnico para retirar las impurezas. Se cargaron las
fracciones de conjugado de proteinas IFNa-PEG-albumina en una columna SP5PW (Waters) equilibrada con acetato
de sodio 10 mM (pH 4,5), y se eluyé la columna con un gradiente lineal de NaCl 0-0,5 M en tampén acetato de sodio 10
mM (pH 4,5) usando NaCl 1 M, aislando asi el conjugado de proteinas IFNa-PEG-albdmina en una forma altamente
pura.

De acuerdo con el mismo procedimiento descrito anteriormente, se conjugd la albumina con la hormona del
crecimiento humano, G-CSF, y un derivado de G-CSF, proporcionando asi los conjugados hGH-PEG-albumina,
G-CSF-PEG-albuimina y *'S-G-CSF-PEG-albiimina.

Ejemplo comparativo 3: Preparacion del complejo Fab'-S-PEG 40K

Se activo el residuo cisteina libre del Fab' purificado en la etapa 1 del ejemplo 8 por incubacion en un tampén de
activacion (acetato de sodio 20 mM (pH 4,0), DTT 0,2 mM) durante 1 h. Después de que se intercambiara el tampon
por un tampdn de modificacion de 'PEG, se afiadid fosfato de potasio 50 mM (pH 6,5), maleimida-PEG (MW: 40 kDa,
Shearwater) a esto en una proporcion molar de Fab":PEG 40-kDa de 1:10 y se dejé que reaccionara a 4 °C durante 24
h con agitacién suave.

Después de que se completara la reaccion, se cargé la solucion de reaccion en una columna Superdex 200
(Pharmacia) equilibrada con tamp6n fosfato de sodio 10 mM (pH 7,3), y se eluyd la columna con el mismo tampdén a un
caudal de 1 ml/min. Se eluyé el PEG 40 kDa conjugado con Fab' (Fab'-PEG 40K) relativamente antes debido a su alto
peso molecular, y el Fab' sin reaccionar se eluy6é después, eliminando de este modo el Fab' sin reaccionar. Para
eliminar completamente el Fab' sin reaccionar, se cargaron de nuevo las fracciones del complejo Fab'-PEG 40K
recogidas en una columna polyCAT 21x250 (PolyLC), y se eluyé esta columna con un gradiente lineal NaCl de
0,15-0,5 M en tampon fosfato de sodio 20 mM (pH 4,5), proporcionando asi un complejo Fab'-S-PEG 40K puro que
comprende PEG 40 kDa unido a un grupo -SH del Fab'.
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Ejemplo experimental 1: Identificacién y andlisis cuantitativo de los conjugados de proteinas
<1-1> Identificacion de los conjugados de proteinas

Se analizaron los conjugados de proteinas preparados en los ejemplos anteriores por SDS-PAGE no reductor usando
un gel de gradiente al 4-20 %y un gel al 12 % y ELISA (R&D System). Como resultado del analisis SDS-PAGE, como
se muestra en la FIG. 6, una reaccién de acoplamiento de un polipéptido fisiolégico, un polimero no peptidico, PEG, y
un fragmento Fc de inmunoglobulina dio como resultado la produccion exitosa de un conjugado IFNa-PEG-Fc (A), un
conjugado *'Ser-G-CSF-PEG-Fc (B) y un conjugado EPO-PEG-Fc (G).

Ademas, se analizé el Fc DG preparado en el ejemplo 10 por SDS-PAGE al 12 % no reductor. Como se muestra en la
FIG. 9b, se detect6 una banda de Fc DG en una posicion, que corresponde al peso molecular del Fc natural que carece
de restos de azlcar.

<1-2> Anadlisis cuantitativo de los conjugados de proteinas

Se cuantificaron los conjugados de proteinas preparados en los ejemplos anteriores por cromatografia de exclusion
por tamafio usando una columna HiLoad 26/60 Superdex 75 (Pharmacia) y tampdn fosfato de potasio 10 mM (pH 6,0)
como tampén de elucién, donde se comparé un area de pico de cada conjugado de proteinas con la de un grupo de
control. Los estandar analizados de forma cuantitativa previamente, IFNa, hGH, G-CSF, 1S.G-CSF, EPO y Fc, se
sometieron individualmente a cromatografia de exclusién por tamafio, y se determiné un factor de conversion entre
una concentracién y un pico. Se cometié una cantidad predeterminada de cada conjugado de proteinas a la misma
cromatografia de exclusién por tamafio. Restando el area de pico correspondiente a un fragmento Fc de
inmunoglobulina del area de pico asi obtenida, se determiné un valor cuantitativo para una proteina fisiol6gicamente
activa presente en cada conjugado de proteinas. La FIG. 7 muestra el resultado de la cromatografia de exclusion por
tamafio del conjugado IFNa-PEG-Fc purificado, donde se observé un Unico pico. Este resultado indica que el
conjugado de proteinas purificado no contiene impurezas multiméricas tales como un dimero, un trimero o un mayor
namero de mondmeros.

Cuando un polipéptido fisiologicamente activo conjugado a Fc se analiz6 cuantitativamente usando un anticuerpo
especifico para el polipéptido fisiolégicamente activo, se impidio la unién del anticuerpo al polipéptido, dando como
resultado un valor menor que un valor real calculado por la cromatografia. En el caso del conjugado IFNa-PEG-Fc, un
ELISA dio como resultado un valor de ELISA correspondiente aproximadamente al 30 % de un valor real.

<1-3> Evaluacion de pureza y masa de los conjugados de proteinas

Los conjugados de proteinas preparados en los ejemplos anteriores se sometieron a cromatografia de exclusién por
tamafo y se midié la absorbancia a 280 nm. Como resultado, los conjugados IFNa-PEG-Fc, hGH-PEG-Fc,
G-CSF-PEG-Fcy YSer-G-CSF-PEG-Fc presentaron un Unico pico en el tiempo de retencién de una sustancia de 70 a
80 kDa.

Por otra parte, se llevé a cabo una HPLC de fase inversa para determinar impurezas de los conjugados de proteinas
preparados en los ejemplos 5, 15y 16, IFNa-PEG-Fc, IFNa-PEG-Fc DG y IFNa-PEG-derivado Fc AG recombinante.
Se us6 una columna de fase inversa (columna 259 VHP54, Vydac). Se eluyé la columna con un gradiente de
acetonitrilo al 40-100 % con TFA al 0,5 %, y se analizaron las purezas midiendo la absorbancia a 280 nm. Como
resultado, como se muestra en la FIG. 11, las muestras no contienen interferén no unido o Fc de inmunoglobulina, y se
descubrié que todos los conjugados de proteinas, IFNa-PEG-Fc (A), IFNa-PEG-Fc DG (B) y IFNa-PEG-derivado Fc
AG recombinante (C), tienen una pureza mayor de un 96 %.

Para determinar pesos moleculares precisos de los conjugados de proteinas purificados, se analizé la masa de cada
conjugado usando un espectrofotdmetro de masas MALDI-TOF de alto rendimiento (Voyager DE-STR, Applied
Biosystems). Se us0O acido sinapinico como matriz. Se recubrieron 0,5 pl de cada muestra de prueba sobre un
portaobjetos de muestra y se seco al aire, de nuevo se mezcl6 con un volumen igual de solucion de matriz y se seco al
aire, y se introdujo en una fuente de iones. Se llevo a cabo la deteccion de forma positiva usando un analizador TOF de
modo lineal. Se aceleraron los iones con una fuente de extraccion de divisién que funcionaba con extraccion retardada
(DE) usando un tiempo de extraccion retardada de 750 ns a 1500 ns a un voltaje de aceleracion total de
aproximadamente 2,5 kV.

Los pesos moleculares observados por la espectrometria de masas MALDI-TOF para los conjugados de proteinas Fc
preparados en los ejemplos se dan en la tabla 1, a continuacion. La FIG. 8 muestra el resultado de la espectrometria de
masas MALDI-TOF del conjugado EPO-PEG-Fc , y la FIG. 10 muestra los resultados de la espectrometria de masas
MALDI-TOF de los conjugados IFNa-PEG-Fc y IFNa-PEG-Fc DG. Como resultado, se descubrié que el conjugado de
proteinas EPO-PEG-Fc tiene una pureza de mas de un 95 % y un peso molecular muy préximo a un MW tedrico.
Ademas, se descubri6 que EPO se acopla al fragmento Fc de inmunoglobulina en una proporcién de 1:1.
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Tabla 1
PM tedrico (kDa) PM medido (kDa)
IFNa-PEG-Fc (E.1) 75,4 75,9
hGH-PEG-Fc (E.3) 78,4 78,6
G-CSF-PEG-Fc (E.4) 75,3 75,9
YS.G-CSF derivado-PEG-Fc (E.4) 75,0 75,9
EPO-PEG-Fc (E.5) 91,4 91,0

Ademas, cuando se examinaron Fc y Fc DG preparados en el ejemplo 14 para determinar sus pesos moleculares por
espectrometria de masas MALDI-TOF, se descubri6 que el Fc DG era de 50 kDa, lo que es aproximadamente 3 kDa
menos que el Fc natural (FIG. 9a). Puesto que el MW de 3 kDa corresponde al tamafio tedrico de los restos de azucar,
los resultados demuestran que los restos de azlcar se retiraron completamente.

La tabla 2, a continuacion, muestra los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF del conjugado
IFNa-PEG-Fc DG preparado en el ejemplo 11 y los conjugados IFNa-PEG-derivado Fc AG recombinante (1 y Il)
preparados en el ejemplo 16. Se descubrié que el conjugado IFNa-PEG-Fc DG era 3 kDa mas ligero, y el conjugado
IFNa-PEG-derivado Fc AG recombinante (l) era aproximadamente 3-4 kDa mas ligero, que el conjugado IFNa-PEG-Fc
de 75,9 kDa. El conjugado IFNa-PEG-derivado Fc AG recombinante (Il) acoplado a un mondmero Fc mostré una
disminucion en el peso molecular de 24,5 kDa correspondiente al peso molecular del monémero Fc.

Tabla 2
PM tedrico (kDa) PM medido (kDa)
IFNa-PEG-Fc DG (E.11) 72,8 73,0
IFNa-PEG-derivado Fc AG recombinante (1) (E.13) 72,3 72,2
IFNa-PEG-derivado Fc AG recombinante (II) (E.13) 46,8 46,6

Ejemplo experimental 2: Andlisis farmacocinético |

Las formas naturales de las proteinas fisiologicamente activas (controles) y los complejos de proteinas preparados en
los ejemplos y ejemplos comparativos, complejos de -PEG 40K, conjugados de -PEG-albumina, conjugados de
-PEG-Fc, conjugados de -PEG-Fc DG y conjugados de -PEG-derivado Fc AG recombinante, se evaluaron para
determinar la estabilidad en suero y los pardmetros farmacocinéticos en ratas SD (cinco ratas por grupo). Los
controles, y los complejos de -PEG 40K, conjugados de -PEG-albumina, conjugados de -PEG-Fc, conjugados de
-PEG-Fc DG y conjugados de -PEG-derivado Fc AG recombinante (grupos de prueba) se inyectaron por via
subcutanea a una dosis de 100 ug/kg. Después de la inyeccion subcutanea, se recogieron las muestras de sangre a
0,5,1,2,4,6, 12, 24, 30, 48, 72 y 96 h en los grupos de control, y, en los grupos de prueba, a 1, 6, 12, 24, 30, 48, 72,
96, 120, 240 y 288 h. Se recogieron las muestras de sangre en tubos con un anticoagulante, heparina, y se centrifugo
durante 5 min usando un microcentrifugador de alta velocidad Eppendorf para retirar las células de sangre. Se
midieron los niveles de proteina en suero por ELISA usando anticuerpos especificos para las proteinas
fisiolégicamente activas.

Los resultados de los andlisis farmacocinéticos de las formas naturales de IFNa, hGH, G-CSF y EPO, y complejos de
-PEG 40K de los mismos, conjugados de -PEG-albimina de los mismos, conjugados de -PEG-Fc de los mismos y
conjugados de -PEG-Fc DG de los mismos, se dan en las tablas 3 a 7, a continuacion. En las siguientes tablas, T max
indica el tiempo que tarda en alcanzar la concentracion maxima de farmaco en suero, T1/; indica la semivida en suero
de un farmaco, y TRM (tiempo de residencia medio) indica el tiempo medio que una molécula de farmaco reside en el
cuerpo.
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Tabla 3

Farmacocinética de interferén alfa

IFNa-PEG
IFNa IFNa-PEG |IFNa-PEG-al IFN-PEG- IFNa-PEG- -derivado IFNa-PEG -derivado
natural 40K blmina Fc (E.5) Fc DG Fc AG Fc AG recombinante
(C.E.1) (C.E.2) ' (E.15) recombinante (1) (E.16)
(1) (E.16)
Tmax (M) 1,0 30 12 30 48 24 24
T2 (h) 1,7 35,8 17,1 90,4 71,0 61,2 31,2
TRM (h) 2,1 71,5 32,5 150,1 120,6 111,0 58,8
TABLA 4
Farmacocinética del factor de crecimiento humano
hGH hGH-PEG 40K | hGH-PEG-alblimina hGH-PEG-Fc
natural (C.E.1) (C.E.2) (E.7)
Tmax () 1,0 12 12 12
T (h) 1,1 7.7 59 11,8
TRM (h) 2.1 18,2 13,0 18,8
TABLA S
Farmacocinética de G-CSF
G-CSF G-CSF-PEG | G-CSF-PEG-albumina |G-CSF-PEG-Fc
natural 40K (C.E.1) (C.E.2) (E.8)
Tmax (h) 2,0 12 12 12
Tz (h) 2,8 4,8 52 6,9
TRM (h) 5,2 24,5 25,0 32,6
TABLA 6
Farmacocinética de derivado 'S-G-CSF
Derivado | '"S-G-CSF-PEG | 'S-G-CSF-PEG-albtim| *'S-G-CSF-PE
- 40K (C.E.1) ina (C.E.2) G-Fc (E.8)
S-G-CSF
natural
Tmax (h) 2,0 24 24 24
Ta (D) 2,9 4,3 6,4 7,0
TRM (h) 5,8 24,4 25,1 33,2
TABLA 7
Farmacocinética de EPO
EPO natural EPO altamente EPO-PEG-Fc EPO-PEG-derivado Fc AG
glucosilada (E.9) recombinante (E.17)
Tmax () 6,0 12 30 48
T (h) 9,4 18,4 61,5 87,9
TRM (h) 21,7 26,8 117,6 141,6
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Como se muestra en los datos de la tabla 13 y el grafico farmacocinético de la FIG. 12, el conjugado de proteinas
IFNa-PEG-Fc tenia una semivida en suero de 90,4 h, que era aproximadamente 50 veces mayor que el IFNa natural y
aproximadamente 2,5 veces mayor que la de IFNa-PEG 40K con una semivida de 35,8 h, preparado en el ejemplo
comparativo 1. Ademas, se descubrié que el conjugado de proteinas IFNa-PEG-Fc de la presente invencion era
superior en la semivida en suero a IFNa-PEG-alblimina, que tiene una semivida de 17,1 h.

Por otra parte, como se muestra en la tabla 3 y en la FIG. 14, el conjugado de IFNa-PEG-Fc DG tenia una semivida en
suero de 71,0 h, que era casi la misma que el conjugado IFNa-PEG-Fc, lo que indica que la desglucosilacion de Fc no
afecta mucho a la estabilidad in vivo del conjugado IFNa-PEG-Fc DG. Ademas, se descubrié que el conjugado
preparado usando el derivado Fc AG recombinante producido por un procedimiento recombinante tiene un efecto
idéntico al de Fc DG derivado de la forma natural. Sin embargo, la semivida en suero del complejo acoplado a un
monomero de Fc era aproximadamente la mitad de la de un complejo acoplado a un dimero de Fc normal.

Como se muestra en la tabla 4, la hormona del crecimiento humano también mostré una semivida en suero extendida
cuando se conjug6 al fragmento Fc de IgG de acuerdo con la presente invencién. Esto es, en comparacién con la
forma natural (1,1 h), el complejo hGH-PEG 40K y el conjugado hGH-PEG-albumina tenian semividas ligeramente
incrementadas de 7,7 hy 5,9 h, respectivamente, mientras que el conjugado de proteinas hGH-PEG-Fc de la presente
invencion present6 una semivida en suero muy extendida de 11,8 h.

Como es evidente a partir de los datos farmacocinéticos de G-CSF y su derivado en la tabla 5 y 6, los conjugados
G-CSF-PEG-Fcy YS.G-CSF-PEG-Fc presentaron una semivida en suero mucho mayor que el complejo -PEG 40K y
el conjugado de -PEG-albumina. Se descubrié que el fragmento Fc de inmunoglobulina en el suero prolonga la
duracion de accion de proteinas fisiologicamente activas en formas naturales, asi como en sus derivados con
alteraciones de determinados residuos aminoacidicos en niveles similares a las formas naturales. A partir de estos
resultados, es facilmente predecible que el procedimiento de la presente invencién tendra un efecto similar en otras
proteinas y sus derivados.

Como se muestra en la tabla 7 y en la FIG. 13, la conjugaciéon de la EPO glucosilada natural con el fragmento Fc
también dio como resultado un incremento en la semivida en suero. Esto es, la EPO tenia una semivida en suero de
9,4 h en la forma natural, y una semivida en suero prolongada de 18,4 h en darbepoyetina a (Aranesp, Amgen), que
esta altamente glucosilada para mejorar la estabilidad en suero. El conjugado EPO-PEG-Fc, que comprende EPO
acoplada al fragmento Fc de inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencién, presentd una semivida en suero
marcadamente prolongada de 61,5 h. Ademas, cuando se conjugé al derivado de Fc aglucosilado (AG) recombinante
derivado de E. coli, la semivida de EPO se increment6 hasta 87,9 h, lo que indica que la aglucosilacion del fragmento
Fc permite que la preparacion de un conjugado de proteinas no afecte a la estabilidad en suero de la proteina sin
funciones de anticuerpo.

Como es evidente de los resultados anteriores, los conjugados de proteinas unidos covalentemente al fragmento Fc de
inmunoglobulina por medio de un polimero no peptidico de acuerdo con la presente invencidon presentaron
incrementos en las semividas en suero de hasta varias decenas con respecto a la forma natural. Ademas, cuando el Fc
de inmunoglobulina se aglucosilé por la produccién en E. coli o se desglucosilé por tratamiento enzimético, su efecto
de incrementar la semivida en suero de su conjugado de proteina se mantuvo en un nivel similar.

En particular, en comparacién con proteinas modificadas con PEG 40 kDa que tienen la mayor duracion de accién
entre las moléculas de PEG para incrementar la duracion de accién de proteinas en el suero, los conjugados de
proteinas de Fc de inmunoglobulina tenian una estabilidad en suero muy superior. Ademas, en comparacion con los
conjugados de proteinas acoplados con albumina en lugar del Fc de inmunoglobulina, los conjugados de proteinas de
la presente invencién presentaron una estabilidad en suero excelente, lo que indica que los conjugados de proteinas
de la presente invencion son eficaces en el desarrollo de formas de accién prolongada de farmacos de proteinas.
Estos resultados, que los presentes conjugados de proteinas tienen efectos excelentes en la estabilidad en suero y el
TRM en un amplio rango de proteinas incluyendo derivados de factores estimuladores de colonias por mutacion
puntual en comparacidn con proteinas conjugadas a PEG o albumina, indican que los efectos de estabilidad y de
extensién de la duracién de los presentes conjugados de proteinas son aplicables a otros polipéptidos fisiologicamente
activos.

Por otra parte, cuando se evalué6 el conjugado de proteinas IFNa-PEG 10K-Fc (ejemplo 11) preparado usando un
polimero no peptidico, PEG 10 kDa, para determinar su semivida en suero de acuerdo con el mismo procedimiento
descrito anteriormente, mostré una semivida en suero de 48,8 h, que era algo mas corta que la semivida en suero (79,7
h) de un conjugado de proteinas preparado usando PEG 3,4 kDa.

Ademas, las semividas en suero de los conjugados de proteinas disminuyen con el incremento del peso molecular del
polimero no peptidico PEG. Estos resultados indican que el principal factor que incrementa la estabilidad en suero y la
duracion de los conjugados de proteinas es el fragmento Fc de inmunoglobulina conjugado en lugar del polimero no
peptidico.

Aun cuando el grupo reactivo de PEG se intercambid con un grupo reactivo distinto del grupo aldehido, los conjugados
de proteinas con el PEG mostraron patrones similares en peso molecular aparente y semivida en suero a los
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acoplados a PEG con un grupo reactivo aldehido.
Ejemplo experimental 3: Analisis farmacocinético Il

Para determinar las semividas en suero de los conjugados Fab'-S-PEG-N-Fc y Fab'-N-PEG-N-Fc preparados en el
ejemplo 12 y 13 y el complejo Fab'-S-PEG 40K preparado en el ejemplo comparativo 3, se llevo a cabo el analisis
farmacocinético del farmaco de acuerdo con el mismo procedimiento que en el ejemplo experimental 2 usando Fab'
como control, los conjugados y el complejo. Los resultados se dan en la FIG. 15.

Como se muestra en la FIG. 15, los conjugados Fab'-S-PEG-N-Fc y Fab'-N-PEG-N-Fc presentaron una semivida en
suero prolongada dos o tres veces en comparacion con Fab' o el complejo Fab'-S-PEG 40K.

Ejemplo experimental 4: Evaluacién de la actividad intracelular de los conjugados de proteinas
<4-1> Comparacion de los conjugados de proteinas de IFNa para determinar la actividad intracelular

Para comparar la actividad intracelular de los conjugados de proteinas de IFNa, se evaluaron el IFNa-PEG-Fc
(ejemplo 5), IFNa-PEG-DG Fc (ejemplo 15), IFNa-PEG-derivado Fc AG recombinante (ejemplo 16), IFNa-PEG 40K
(ejemplo comparativo 1) y IFNa-PEG-albumina (ejemplo comparativo 2) para determinar la actividad antivirica por un
bioensayo de cultivo celular usando células de rifion de bovino Madin-Darby (MDBK) (ATCC CCL-22) infectadas con
virus de estomatitis vesicular. Se uso interferon alfa-2b no pegilado, disponible de National Institute for Biological
Standards and Controls (NIBSC), como material estandar.

Se cultivaron células MDBK en MEM (medio esencial minimo, JBI) complementado con FBS al 10% vy
penicilina/estreptomicina al 1 % a 37 °C en condiciones de CO; al 5 %. Se diluyeron las muestras que se van a analizar
y el material estandar con el medio de cultivo hasta las concentraciones predeterminadas, y se colocaron alicuotas de
100 pl en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se separaron las células cultivadas, se afiadieron a la placa que
contenia las muestras en un volumen de 100 pl, y se cultivaron durante aproximadamente 1 h a 37 °C en condiciones
de CO; al 5 %. A continuacion, se anadieron 50 pl de virus de estomatitis vesicular (VSV) de 5-7x10° PFU a cada
pocillo de la placa, y se cultivaron las células adicionalmente durante aproximadamente de 16 a 20 h a 37 °C en
condiciones de CO; al 5 %. Se us6 un pocillo que no contenia la muestra o el material estandar pero que contenia sélo
el virus como control negativo, y se usé un pocillo que sélo contenia células como control positivo.

Después de que se retirara el medio de cultivo, se afiadieron 100 pl de una solucién de rojo neutro a la placa para tefir
las células viables, seguido de incubacion durante 2 h a 37°C en condiciones de CO; al 5 %. Después de que se
retiraran los sobrenadantes, se afiadieron 100 ul de una mezcla 1:1 de etanol al 100 % y acido acético al 1 % a cada
pocillo de la placa. Después de un mezclado completo para disolver todos los cristales de rojo neutro eluidos de las
células tefiidas, se midi6 la absorbancia a 540 nm. Se uso el control negativo como blanco, y se calcularon los valores
de DEsp (dosis que provocan el 50 % de la inhibicién del crecimiento celular), donde se fij6 el crecimiento celular del
control positivo en el 100 %.

Tabla 8
Conc. (ng/ml) [ Actividad especifica | Actividad relativa (%) para
(Ulimg) IFNa natural
IFNa natural 100 4,24E+08 100
IFNa-PEG 40K 100 2,04E+07 4,8
IFNa-PEG-albumina 100 2,21E+07 5,2
IFNa-PEG-Fc 100 1,19E+08 28,1
IFNa-PEG-Fc DG 100 1,09E+08 25,7
'FN“'Pr':Sc;%%ri'r‘]’:gt% FCAG 100 9,58E+07 22,6

Como se muestra en la tabla 8, el IFNa-PEG 40K disminuy6 en su actividad hasta un 4,8 % del IFNa natural. En
especial, a medida que se incrementa el tamafio de los restos PEG, un conjugado de proteinas presenta una mejora
en su estabilidad en suero pero una disminucion gradual de su actividad. Se informé que el interferon alfa tiene
actividades in vitro de un 25 % cuando se modifica con PEG 12 kDa y de aproximadamente un 7 % cuando se modifica
con PEG 40 kDa (P. Bailon et al., Bioconjugate Chem. 12: 195-202, 2001). Esto es, puesto que un conjugado de
proteinas tiene una semivida mayor pero disminuye bruscamente en su actividad biolégica a medida que el peso
molecular de los restos de PEG se incrementa, existe una necesidad de desarrollar un conjugado de proteinas que
tenga una semivida en suero mayor y una actividad mas fuerte. Ademas, el conjugado IFNa-PEG-albumina presenté
una actividad débil de aproximadamente un 5,2 % en comparacion con el IFNa natural. En contraste, los conjugados
IFNa-PEG-Fc y IFNa-PEG-Fc DG de la presente invencion presentaron una mejora marcada en la actividad relativa de
un 28,1 %y un 25,7 % en comparacion con el IFNa natural. Ademas, la conjugacion de IFNa con el derivado de Fc AG
recombinante dio como resultado un incremento similar en la actividad. A partir de estos resultados, se espera que el
interferdn alfa conjugado con el fragmento de Fc de inmunoglobulina tenga un incremento marcado en la semivida en
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suero y una gran mejora en la eficacia farmacéutica in vivo.

<4-2> Comparacién de conjugados de proteinas de la hormona del crecimiento humano para determinar la actividad
intracelular

Para comparar la actividad intracelular de conjugados de proteinas de hormona del crecimiento humano, se
compararon los hGH-PEG-Fc, hGH-PEG 40K y hGH-PEG-albimina para determinar su actividad intracelular.

Se midieron las actividades intracelulares de los conjugados de hGH por un ensayo in vitro usando una linea celular de
linfoma nodular de rata, Nb2 (European Collection of Cell Cultures (ECACC) n.° 97041101), que desarrolla mitogénesis
dependiente de la hormona del crecimiento humano.

Se cultivaron células Nb2 en medio de Fisher complementado con FBS al 10 % (suero fetal bovino), NaCOs3 al
0,075 %, 2-mercaptoetanol 0,05 mM y glutamina 2 mM, y se cultivaron adicionalmente en un medio similar que no
contenia FBS al 10 % durante 24 h. A continuacién, se contaron las células cultivadas, y se tomaron alicuotas de
aproximadamente 2x10"* células en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se diluyeron el hGH-PEG-Fc, el
hGH-PEG 40K, el hGH-PEG-albumina, un estandar disponible de National Institute for Biological Standards and
Controls (NIBSC) como control, y hormona del crecimiento humano natural (HM-hGH) y se afiadieron a cada pocillo en
varias concentraciones, seguido de incubacién durante 48 h a 37 °C en condiciones de CO; al 5 %. Después de esto,
para medir la actividad de proliferacién celular determinando el nimero de células en cada pocillo, se afiadieron a cada
pocillo 25 pl del reactivo Cell Titer 96 Aqueous One Solution (Promega), y se cultivaron adicionalmente las células
durante 4 h. Se midié la absorbancia a 490 nm, y se calcul6 un titulo para cada muestra. Los resultados se dan en la
Tabla 9, a continuacion.

Tabla 9
Conc. (ng/ml) e':;té\cl:lgiig* ACtiVE&d_r:gatixztSQ para
(U/mg)

hGH natural 100 2,71E+06 100
hGH (estandar disponible de NIBSC) 100 2,58E+06 95,2
hGH-PEG 40K 100 0,206E+06 7,6
hGH-PEG-albumina 100 0,141E+06 5,2
hGH-PEG-Fc 100 0,76E+06 28,1

Aqtiyida;i especifica* = 1/DEsox10° (DEso: cantidad de proteina requerida para un 50 % del crecimiento celular

maximo

Como se muestra en la tabla 9, también en el caso de la hormona del crecimiento humano, la conjugacién a PEG 40
kDa (hGH-PEG 40K) dio como resultado una disminucién en la actividad hasta aproximadamente un 7,6 % de la forma
natural, y el conjugado hGH-PEG-albumina presento una baja actividad in vitro que era aproximadamente un 5,2 % de
la hGH natural. Sin embargo, el conjugado hGH-PEG-Fc de la presente invencién tuvo un incremento marcado en la
actividad relativa hasta méas de un 28 % en comparacion con la hGH natural. A partir de estos resultados, se espera
gue la hormona del crecimiento humano unida al fragmento Fc de inmunoglobulina tenga un incremento marcado en la
semivida en suero y una gran mejora en la eficacia farmacéutica in vivo. Ademas, se cree que el incremento en la
actividad de los conjugados de proteinas de Fc de inmunoglobulina de la presente invencion es debido al incremento
en la estabilidad en suero y la preservacion de la afinidad de unién a receptores debido al Fc de inmunoglobulina o
debido al espacio formado por el polimero no peptidico. Se prevé que estos efectos sean aplicables a conjugados de
proteinas de Fc de inmunoglobulina acoplados a otras proteinas fisioldgicamente activas.

<4-3> Comparacion de los conjugados de proteinas de G-CSF para determinar la actividad intracelular

Para comparar la actividad intracelular de los conjugados de proteinas con un derivado de G-CSF, se compararon el
G-CSF (Filgrastim, Jeil Pharm. Co., Ltd.), derivado de ’Ser-G-CSF, PEG 20K-G-CSF (Neulasta), PEG
40K-'"S-G-CSF, "Ser-G-CSF-PEG-albtimina y *’S-G-CSF-PEG-Fc para determinar la actividad intracelular.

En primer lugar, se cultivd una linea celular mielégena humana, HL-60 (ATCC CCL-240, paciente con leucemia
promielocitica de 36 afios de edad, mujer caucasica), en medio RPMI 1640 complementado con FBS al 10 %. Se
suspendieron las células cultivadas a una densidad de aproximadamente 2,2x10° células/ml, y se afiadi6 DMSO
(dimetilsulfoxido, calidad para cultivo, Sigma) a las mismas en una concentracién final de un 1,25 % (v/iv). A
continuacioén, se sembraron 90 pl de la suspension celular en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (Corning/ placa
de 96 pocillos de baja evaporacion), proporcionando asi una densidad de aproximadamente 2x10* células por pocillo,
y se cultivé en una incubadora a 37 °C con CO, al 5 % durante aproximadamente 72 h.
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Se diluyé cada muestra, con una concentracién de proteina que se determind usando un kit ELISA G-CSF (R&D
systems), con RPMI 1640 hasta una concentracion idéntica de 10 pg/ml, y se diluy6 adicionalmente dos veces con
RPMI 1640 diecinueve veces. Se afiadieron individualmente las diluciones de dos veces en serie a cada pocillo que
contenia células HL-60 en un volumen de 10 pl, de modo que la concentracién de cada muestra comenzé a 1 ug/ml. A
continuacion, se cultivaron las células en una incubadora a 37 °C durante 72 h.

Se sometié a ensayo la proliferacion de células HL-60 usando Cell Titer 96™ (n.° cat. G4100, Promega), y se
determiné el incremento en el nimero de células midiendo la absorbancia a 670 nm.

Tabla 10
DEso (Ul/mg) Actividad relativa (%) para
G-CSF natural
G-CSF natural 0,30 100
Ser-G-CSF 0,26 115
G-CSF-PEG 20K (Neulasta) 1,20 25
Ser-G-CSF-PEG 40K 10,0 <10,0
HSer-G-CSF-PEG-albliimina 1,30 23,0
Ser-G-CSF-PEG-Fc 0,58 51,7

Como se muestra en la tabla 10, los conjugados de proteinas de Fc de inmunoglobulina acoplados a un derivado de
G-CSF con una sustitucién aminoacidica, *’Ser-G-CSF, también presentaron efectos similares a los conjugados de
proteinas acoplados a G-CSF natural. Previamente se informé que *’Ser-G-CSF-PEG presentaba un incremento
relativo en su semivida en suero pero una disminucion en la actividad en comparacion con YSer-G-CSF no pegilado
(publicaciéon de patente coreana abierta a inspeccion publica n.° 2004-83268). En especial, a medida que se
incrementa el tamafio de los restos PEG, un conjugado de proteinas presenta un incremento en su estabilidad en
suero pero una disminucion gradual de su actividad. El YSer-G-CSF-PEG 40K mostré una actividad muy baja de
menos de aproximadamente un 10 % en comparacién con la forma natural. Esto es, puesto que un conjugado de
proteinas tiene una semivida en suero extendida pero una actividad que disminuye bruscamente a medida que el peso
molecular de los restos de PEG se incrementa, existe la necesidad de desarrollar un conjugado de proteinas que tenga
una semivida en suero larga y una fuerte actividad. El *'Ser-G-CSF-PEG-albimina también mostré una actividad baja
de aproximadamente un 23 % en comparacion con el G-CSF natural. En contraste, el YSer-G-CSF-PEG-Fc presento
una gran mejora en su actividad relativa hasta mas de un 51 % en comparacion con el G-CSF natural. A partir de estos
resultados, se espera que YSer-G-CSF unido al fragmento Fc de inmunoglobulina tenga un incremento marcado en la
semivida en suero y una gran mejora en la eficacia farmacéutica in vivo.

<4-4> Ensayo de neutralizacion de la citotoxicidad para los conjugados de Fab'

Se llevé a cabo un ensayo de actividad in vitro usando los conjugados Fab'-S-PEG-N-Fc y Fab'-N-PEG-N-Fc
preparados en el ejemplo 8 y 9y el complejo Fab'-S-PEG 40K preparado en el ejemplo comparativo 3. Por medio de un
ensayo de citotoxicidad basado en la medida de la citotoxicidad mediada por TNFa, se evaluaron los conjugados de
Fab' para determinar si neutralizan la apoptosis inducida por TNFa en una linea celular de fibroblastos de ratén, L929
(ATCC CRL-2148).

Se diluyeron dos veces en serie el conjugado Fab'-S-PEG-N-Fc y Fab'-N-PEG-N-Fc y el complejo Fab'-S-PEG 40K, y
se colocaron alicuotas de 100 pl en pocillos de una placa de 96 pocillos. Se afiadieron a cada pocillo rhTNF-a (R&D
systems) y actinomicina D (Sigma) usada como inhibidor de la sintesis de ARN a concentraciones finales de 10 ng/ml
y 1 ug/ml, respectivamente, se incubaron durante 30 min en una incubadora a 37 °C con COz al 5 %,4y se transfirieron
a una microplaca para su ensayo. Se afiadieron células L929 a cada pocillo a una densidad de 5x10” células/50 pl de
medio y se cultivé durante 24 h en una incubadora a 37 °C con CO; al 5 %. Después de que se retirara el medio de
cultivo, se afiadieron a cada pocillo 50 yl de MTT (Sigma) disueltos en PBS a una concentracion de 5 mg/ml, y se
cultivaron adicionalmente las células durante aproximadamente 4 h en una incubadora a 37 °C con CO; al 5 %. Se
afiadieron a cada pocillo 150 yl de DMSO, y se determiné el grado de neutralizacion de la citotoxicidad midiendo la
absorbancia a 540 nm. Como control, se us6 Fab' purificado en la etapa 1 del ejemplo 8.

Como se muestra en la FIG. 16, todos los conjugados de proteinas usados en esta prueba tenian un titulo similar al
Fab'. Estos resultados indican que, cuando se prepara un conjugado de proteinas uniendo un Fc de inmunoglobulina a
un residuo de cisteina libre proximo al extremo N terminal o C terminal de un Fab' por medio de PEG, el Fab' presenta
un incremento marcado en la semivida en suero y una alta actividad in vivo.

<4-5> Ensayo de citotoxicidad dependiente de complemento (CDC)

Para determinar si los derivados preparados en los ejemplos y las proteinas correspondientes a las regiones
constantes de las inmunoglobulinas, expresadas en los transformantes de E. coli y purificadas, se unen a Clq
humana, se llevé a cabo un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) como sigue. Como grupos de prueba,
se usaron regiones constantes de inmunoglobulina producidas por los transformantes HM10932 y HM10927 y los
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derivados preparados en los ejemplos anteriores. Como estandares, se usaron una inmunoglobulina glucosilada
(IVIG-globulin S, Green Cross PBM) y varios anticuerpos comercialmente disponibles usados como anticuerpos
terapéuticos. Se prepararon muestras de prueba y estandar en tampo6n carbonato 10 mM (pH 9,6) a una concentracién
de 1 yg/ml. Se tomaron alicuotas de las muestras en una placa de 96 pocillos (Nunc) en una cantidad de 200 ng por
pocillo, y se recubrid la placa durante la noche a 4 °C. A continuacion, se lavo tres veces cada pocillo con PBS-T (NaCl
137 mM, KCI 2 mM,Na;HPO4 10 mM, KH,PO4 2 mM, Tween 20 al 0,05 %), se bloqued con 250 pl de un tampén de
bloqueo (seroalbumina bovina al 1 % en PBS-T) a temperatura ambiente durante 1 h, y se lavé de nuevo con el mismo
PBS-T tres veces. Se diluyeron las muestras estandar y de prueba en PBS-T hasta una concentracién predeterminada
y se afiadieron a pocillos recubiertos de anticuerpo, y se incubd la placa a temperatura ambiente durante 1 hy se lavé
con PBS-T tres veces. Después de esto, se afiadieron 2 ug/ml de C1q (R&D Systems) a la placa y se hicieron
reaccionar a temperatura ambiente durante 2 h, y se lavo la placa con PBS-T seis veces. Se afiadieron a cada pocillo
200 pl de un dilucion 1:1000 de un conjugado anticuerpo anti-C1q humana humano-peroxidasa (Biogenesis, EE. UU.)
en el tampén de bloqueo y se hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante 1 h. Después de que se lavara cada
pocillo con PBS-T tres veces, se mezclaron voliumenes iguales de reactivos colorantes A y B (Color A: perdxido
estabilizado y Color B: cromdgeno estabilizado; DY 999, R&D Systems), y se afiadieron 200 pl de la mezcla a cada
pocillo, seguido de incubacion durante 30 min. A continuacién, se afiadieron a cada pocillo 50 ul de una solucion de
terminacion de reaccion, acido sulftrico 2 M. Se leyé la placa usando un lector de microplacas (Molecular Device). Se
midi6 la absorbancia de las muestras estandar y de prueba a 450 nm, y los resultados se dan en las FIG. 17 y 18,
respectivamente.

Cuando se compararon las subclases de inmunoglobulinas entre si para determinar la actividad de complemento en su
fragmento Fc de inmunoglobulina, se encontrd la afinidad de uniobn més alta para C1q en la inmunoglobulina humana
IgG1 (Fitzgerald), la siguiente en IgG2 (Fitzgerald) y después IgG4 (Fitzgerald), lo que indica que existe una diferencia
entre las subclases en la actividad de complemento. La IVIG usada en esta prueba, que es un conjunto de subclases
de IgG, present6 casi la misma afinidad de unién a C1q que la IgG1 purificada debido a que la IgG1 equivale a la
mayoria de la IVIG. En comparacién con estos estandares, con respecto a los cambios en la afinidad de unién a C1q
por aglucosilacién, el Fc IgG1 Fc con la actividad de complemento mas fuerte presenté una disminucion marcada
cuando se aglucosild. El Fc de 1gG4, que se sabe que no induce la activacion complemente, rara vez tuvo afinidad de
unién a Clq, lo que indica que el Fc de 1gG4 se usa como vehiculo recombinante excelente sin actividad de
complemento (FIG. 17).

Para determinar si el vehiculo mantiene su propiedad de no tener afinidad de uniéon a C1q aun después de conjugarse
a un péptido fisiologicamente activo, se prepararon conjugados de IFN alfa-Fc usando Fc glucosilado, Fc
enzimaticamente glucosilado y Fc recombinante aglucosilado como vehiculos para IFN alfa y se evaluaron para
determinar su afinidad de unién a C1q. Un conjugado de INF alfa acoplado a Fc glucosilado (IFNa-PEG-Fc: IgG1Fc
glucosilado) mantuvo una afinidad de union a Clq alta. En contraste, cuando el interferon alfa se acoplé a un Fc
desglucosilado usando PNGasa F y otras enzimas, el conjugado resultante (IFNa-PEG-DGFc: IgG1Fc desglucosilado)
presento una disminucién marcada en la afinidad de unién a C1q, que era similar a la del conjugado de Fc aglucosilado
derivado de E. coli. Ademas, cuando el resto de IgG1 del conjugado de interferén alfa acoplado con Fc de IgG1
aglucosilado (IFNa-PEG-AGFcGI: IgG1Fc aglucosilado) se intercambi6é con el resto de 1gG4, se descubrié que el
conjugado de interferon resultante (derivado IFNa-PEG-FcG4 1: IgG4Fc aglucosilado) perdia completamente su
afinidad de unién a C1qg. Cuando el resto de Fc de IgG1 se intercambi6é con el monémero Fc de IgG4, el conjugado
resultante (derivado IFNa-PEG-FcG4 2: IgG4Fc aglucosilado). Estos resultados indican que dichas formas del
fragmento Fc de IgG4 son Utiles como vehiculos excelentes que no tienen las funciones efectoras de los fragmentos de
anticuerpo (FIG. 18).

Aplicacion industrial

Como se describe anteriormente en el presente documento, los fragmentos Fc de IgG de la presente invencion
incrementan las semividas en suero de los farmacos y mantienen la actividad in vivo de los farmacos cuando se usan
como vehiculos. En particular, los presentes fragmentos Fc de 1gG incrementan las semividas en suero de farmacos
polipeptidicoss hasta niveles mayores que cualquier proteina modificada convencional, y superan la desventaja méas
significativa de las formulaciones de accién prolongada convencionales, disminuye los titulos, teniendo asi un tiempo
de circulacion en sangre y una actividad in vivo superiores a la albimina, conocida previamente por ser la mas eficaz.
Ademas, los presentes fragmentos Fc de IgG no presentan riesgo de inducir respuestas inmunitarias. Debido a estas
ventajas, los presentes fragmentos Fc de IgG son Utiles para desarrollar formulaciones de accién prolongada de
farmacos de proteina. Ademas, las formulaciones de accién prolongada de farmacos de proteina de acuerdo con la
presente invencion pueden reducir el dolor del paciente de las inyecciones frecuentes, y mantener concentraciones en
suero de polipéptidos activos durante un periodo de tiempo prolongado, proporcionando asi de forma estable eficacia
farmacéutica.
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<110> HANMI PHARM. IND. CO., LTD.

<120> FRAGMENTO Fc DE IgG PARA UN VEHICULO DE FARMACO Y PROCEDIMIENTO PARA LA

PREPARACION DEL MISMO

<150> KR 10-2003-0080299
<151> 2003-11-13

<160> 23

<170> Kopatentin 1.71

<210> 1

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 1

cgtcatgccc agcacctgag ttcctggggg gacca
<210> 2

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 2

gggggatcct catttaccca gagacaggga gaggctcttc tg
<210> 3

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Glu Ser Lys Tyr Glg Pro Pro Cys Pro S?[r) Cys Pro
1

<210> 4
<211> 663
<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 4

tcatgoecap cacctpaptt cetgnggoga ceatcagtet tectghtoco cocaasacce
gagpacacic tcatgatctc copgacccct gagptcacgl gogtggiget ogacatgage
caggasgacs ccgagotcca gttcaactyp tacptggatg gegtoggaggt geataatgee
aagaceasagc cgcgggagpa geagitcasc ageacgiace gigtgpicag cgtoclcace
atcotpcacs sggactoget gaacgucang pagtacasgt geaaggtoto cascaaagge
ctcoegtect ccatcgagaa aaccatcicd aaagecasad ggeageccep agagecacag
gtgtacacce tgeccocatic ccaggaggay atgaccaaga accaggteap cetgacclgc
ctgotcaaag gettctacee cagegacatc gocplgpagt gopagagoaa tggacageco
flagaacaact acaagaccac goclcoegto ctgpactoeg acggetestt cticclotac
agcaggciaa cogtogaceaa gagcapgton cagpagnaoa atpicttete atgolecptg
atgcatgagn clotgeacas ccactacaca cagaagages tetccetgle tetgogtasa
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tga 663
<210> 5

<211> 69

<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 5

atgaaaaaga caatcgcatt tcttcttgca tctatgttcg ttttttctat tgctacaaat 60
gcccaggceg 69
<210> 6

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 6

tctattgcta caaatgccca ggcecttccca accattcect tatce 45
<210> 7

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 7

agataacgat gtttacgggt ccggaagggt tggtaaggga atagg 45
<210> 8

<211> 220

<212> PRT

<213> homo sapiens

400> 8 ’
Seni Cys Pro Ala Prg Glu Phe Leu Gly Gig Pro Ser Val Phe L?g Phe
Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met |1e Ser Arg Thr Pro Glu Val
. 20 25 3
Thr Gys Val Val Val Asp Val Ser GIn Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe
K] 40 45
Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val Hls Asn Ala Lys Thr Lys Pro
50 55 £0
ﬁég Glu Gy GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
70 75 80
Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lg @lu Tyr Lys Gys Lys Val
85 95
Sor Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle Glu Lys Thr 1le Ser Lys Ala
100 105 110
Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln
115 120 125
Gly Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Le Thr Gys Lel Val Lys Gy
130 135 140

Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Vai Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
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145 150 155 160
Glu Asn Asn Tyr Lys The The Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
165 170 175

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Glu
180 185 o 190
Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Hiz Glu Ala Leu His Asn His
195 200 205

Tyr Thr Gin Lys Ser Lew Ser Leu Ser Leu Gly Lys
210 215 220

<> 9

211> 654

212> OWA

<13  homo saplens

400> 9

peaccigapt tectopoopo accatcagte ttecighttee cocccaaaace caapgacact 60
cleatpatet coccgoacece toagnicacy tgegtootoy topacotoeg ccapgaagac 120
ceegaggtoe agtteaaclg ptacgtopat ogootogapg tocataatge caagacaaapg 180
ccgeggoany ageaglicaa cagoacgtac cotgtgotca gegtecteac cotecigeac 240
cagpactgge tgaacggcaa ggagtacasg tocaagotel ccaacaaagg cotocegice aa0
tocatcpaga aaaccatoln caaagecaaa goocapocce gagagocaca gototacace 360
ctgecoccat cccapgagga gatgaccaag azecaggtea goctgacetp cctogteaaa 420
gogctictace occagopacat coccotppap toogagagea atggocages ggapaacaac 480
tacaagaoca cgectccogt gotggactoc gacgactcel tcttcotcta cagoaggota 540
accgtggaca agagcaggto gcapgapogp aatgtottel catgetecgt gatgeatgag 600
getetgraca acoactacac acagasgage otctocctgt ctetgoptea atga 654
2> 10

Q2> 217

<12 PAT

<21  homo saplena
<400 10
Ala Pro Glu Phe Leu Gly Giy Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
1 ] 0 15
Pro Lys Asp Thr Leu Met [le Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
20 25 30
Yal Val Aep Val Ser GIn Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe Asn Trp Tyr
35 40 45
Val Agp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 55 60
Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
65 10 75 g0
Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cya Lys Val Ser Asn Lys
as 90 @
Gly Leu Pro Ser Ser {le @lu Lys Thr Ila Ser Lys Ala Lys Gly Gln
100 105 110
Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Tor Leu Pro Pro Ser Gin Glu Glu Met
115 120 125

Thy Lys Asn Gin ¥al Ser Leu Thr Cys Leuw Val Lys Gly Phe Tyr Pro
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40

Ser Asp Ve Ala Va| Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Giv Asn Asn
145 180 155 6o

Tyr Lys The Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Sar Phe Phe Leu
165 17 175

Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val
180 185 190

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Hls Tyr Thr Gln
195 200 205

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
210 215

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

<220>
<223>

<400>

11

33

ADN

Secuencia artificial

cebador

11

cgccgtgecc agcacctgaa ctectggggg gac

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

<220>
<223>

<400>

12

33

ADN

Secuencia artificial

cebador

12

gggggatcct catttacccg gagacaggga gag

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

<400>

13

15

PRT

homo sapiens

13

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Tqa Cys Pro Pro Cys Fag
1 5

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

<400>

14

660

ADN

homo sapiens

14

ccgtgeccag cacctgaast cotggoogoa cegtcagtct tcclottces cocaasacee

aaggacacce toalgatete ceggaccect gagptcacal gegtogtgat oggacgigage

cacgaagacc clpaggtcaa gltcaactgp tacgtopacy geotopagol goataatgee
aagacaaage cgegogagga gcagtacaac ageacgtace gtptogicag cgtoctoace
gtcotgeace aggactoget gaatggcsag gagtacaagt geaagatcie cascaaagoc

ctoceagece coatcpagaa aaccalcicc aaagecaaay OUCagocce) agagcocacag

gtotacacce tgeccccatc cogopatgag ctgaccaana accaggicag cetgaccipe

ctootcaaao octictatee cagcoacalc necglogagt gogegagoea togpczoccy

31
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gagaacaact acaagaccac gectecegly clggacliceg acggetoctt ctteoctotac
agcaagoica ccqlpoacaa gagoapgip cageagapga acotcticic atgetccatg
atgcatgepg ctotgeacaa coactacacy cagaagagec totocectgtc tccggotaaa

<210>
<>
22>
213>

15
220
PRT

homo sapiens

<400> 15
Pr? Cys Pro Ala Prg Glu Leu Lou Gly G%g Pro Ser Val Phe L?g Phe

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu st [le Ser Arp Thr Pro Glu Val
20 25 0

The Gys Val Vei Vai Asp Val Ser His Glu Asp Pro Giu Val Lys fhe
35 40 45

Asn Tip Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thy Lys Pro
50 55 60

Arg G
65

lu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
70 15 B0

Val Leu His QIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lsg Val
a5 8o

Ser Asn Lys Ala Leu Fro Ala Pro Ile 8lu Lys Thr |le Ser Lys Ala
100 105 110

iys G

ly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tys Thr Leu Pro Pro Sar Arp
15 120 125

Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
130 135 140

Phe Tyr Pro Sar Asp |le Ala VYal Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro
145 150 155 180

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
165 {70 i75

Phe fhe Leu T& Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln
§ 185 190

Gly Asn Val Phe Ser Gys Ser ¥al Met His Giu Ala Leu His Asn His
195 200 205

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leﬁ Ser Pro Gly Lys
210 215 220

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

<220>
<223>

<400>

cggcacc

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

16

26

ADN

Secuencia artificial

cebador

16

tga actcctgggg ggaccg

17

651

ADN

homo sapiens

32
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<400> 1" .
geaccigaao tectooosog actgtcapte ttcctotice coccazaace caagpgacacc

ctcatgatet cecggacoee tpaggtceca tgcgigptpo togacgtpag ceacgaagac
cctgapgtca agttcasctg gtacptopac Qgeglggagg tgcataatge caagacasap
ccqcgogagg ageagtacaa cageacgtac cgigtgotea gegtcctcac cptoclgeac
capgactooe tgaalggcaa ppagtacazg tocasppict coaacasage ccteoccapec
cecatogaga aasccatclc casagccaza gogoaposct gapagecaca gptgtacacs
ctgeeccecal cocoggpatga geloaccaag aaccaggtca goctgacetg cotggteaaa
pocttetate ccapcgacat coceatogag tgogagagea atgpgeages gpagascaac
tacaagacea cgectecogt getggactee gacogetoct tettccicta cageaagete
accgtgace apageagoly goageagago aacoicttct calgetecot gatgeatgag
actctpeaca accactacac gocagaagage ctoteocigt cteegggtaa a

<10> 18
<> U7
<212  PAT

<213  homo saplens
<400> 8
M? Pro Glu Leu Leg Gly Gly Pro Ser "J?(IJ Phe Leu Fhe Pro P;g Lys
Pro Lys Asp Thr Leu Met I1e Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
20 25 30
Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
35 40 45
Val Asp Gly ¥al Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
50 55 60
Gin Tyr Asn Sar The Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thy Val Leu His
65 70 75 80
Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Gys Lys Val Ser Asn Lys
88 90 %
Ala Leu Pro Ala Pro tie Glu Lys Thr e Ser Lys Ala Lys Gly Gin
100 105 110
Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Len Pro Pra Ser Arg Asp Glu Ley
15 120 125
Thr Lys Asn Gln Val Ser Ley Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
130 135 140
Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn
145 150 155 160
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
165 170 175
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gln Gly Asn Val
180 185 180
Phe Ser %35 Ser Val ¥at His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin
1 200 205

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215

<210> 19
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19

33
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cgcegtgecc ageaccteeg gtggeggga

<210> 20
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20

gggggatcct catttacccg gagacaggga gag

<210> 21
<211> 12
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 21
Gll.11 Arg Lys Cys Cyg Val Glu Cys Pro qu Cys Pro

<210> 22
<211> 657
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400 22 .
Cy? Cys Gly Thr Glg Cys Cys Cys Ala G%g Cys Ala Cys Cys Tl;g Cys
Cys Gly Gly The Gly Gly Cys Gly Gly Gly Ala Cys Cys GI)D/ Thr Cys
2 25 3
Ala Gly Thr Gys Thr Thr Cys Gys Thr Cys Thr Thr Cys Cys Cys Cys
35 40 45

s Cys Ala Ala Ala Ala Cys Cys Cys Ala Ala Gly Gly Ala Gys Ala
Gy gg iy Gys Cy 65 |
Gys Cys Cys Thr Gys Ala Thr Gly Ala The Cys Thr Cys Cys Cys Giy
65 70 . 75 : a0
Gly Ala Gys Cys Cys Cys Thr Gly Ala Gly Gly Thr Cys Ala Cys Ala

8 g0 95
Thr Gly Cys Gly Thr Gly Gly Thr Gly Gly Thr Gly @ly Ala Cys Gly
100 105 110
Thr Gy Ala Gly Cys Cys Ala Cys Gly Ala Ala Gly Ala Cys Gys Cys
115 120 125
Thr G:l’s Ala Gly Gly Thr Ggg Cys Ala Gly The Thr Cys Ala Ala Cys
i i . 140

The Gly Gly Thr Ala Cys Gly Thr Gly Gly Ala Cys Gly 8ly Cys Gly
145 150 155 160

Thr Gly Gy Ala Gly Gly Thr Gly Cys Ala Thr Ala Ala Thr Gly Cys
165 170 175

34
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Cys Ala Ala Gly Ala Cys Ala Ala Ala Gly Cys Cys Gy 'Cys Gly Gly
180 185 190
Gly Ala Gly Gly Ala Gly Cys Ala Gly The Thr Thr Ala Ala Cys Ala
195 200 205
Gly Cys Ala Cys Gly Thr Thr Thr Gys Gly Thr G8ly The Gly Gly Thr
Y 310 215 220
Ala Gly Cys Gly Thr Cys Cys Thr Cys Ala Gys Cys Gly Thr Cys
% 230 235 240
Gly Thr Gly Cys Ala Cys Cys Ala Gly Gly Ala Cys Thr Gly Gly Cys
. 245 250 25§
The Giy Ala Ala Thr Gly Gly Cys Ala Ala 6ly Gly Ala Gy Thr Ala
260 285 270
Ala Ale Gly Thr Gly Cya Ala Ala Gly Bly Thr Cys Thr Cys Cys
Oys 275 280 285
Ala Ala Cys Ala Ala Ala Gly Gly Cys Cys Thr Cys Cys Cys Ala Gly
290 295 . 300
Cys Gys Cys Cys Oys Ala Thr Cys Gly Ala Gly Ala Ala Ala Ala Cys
305 3o 315 320
Cys Ala Thr Cys Thr Cys Cys Ala Ala Ala Ala Gys Cys Ala Ala Ala
25 330 335
Qly Gly Gly Cys Ala Gly Cys Cys Gys Cys Gly Ala Gly Ala 8ly Cys
340 345 350
Cys Ala Cys Ala Gly Gly Thr Gly Thr Ala Cys Ala Cys Cys Cys Thr
355 355 365
Gly C;s Gys Cys Cys Cys Ala Thr Cys Cys Cys Gly Gly Gly Ala Ala
370 315 380
Gly Ala Gly Ala Thr Gly Ala Cys Cys Ala Ala Gly Ala Ala Cys Cys
85 390 5 400
Ala Gly Gly Thr Cys Ala Gly Cys Cys Thr Gly Ala Cys Cys Thr Gly
405 410 415
Cys Gys The Gly Gly Thr Cys Ala Ala Ata Gly Gly Gys Thr Thr Cys
420 425 430
Thr Ala Thr Gys Cys Gys Ala Gly Cys Gly Ala Cys Ala Thy Cys Gly
435 440 445
Cys Gys Giy Thr Gly Gly Ala Gly Thr Gly Gly Gly Ata Gly Ala Gly
450 455 450
Cys Ala Ala Thr Gly Gly Gly Cys Ala Gly Cys Cys Gly Gly Ala Gly
465 470 . 415 480
Ala Ala Cys Ala Ala Cys Thr Ala Cys Ala Ala Gly Ala Cys ng Ala
485 490 4
fys Gly Cys Cys Thr Cys Cys Cys Ala Thr 8ly Cys Thr gly Gly Ala
558 505 515
Cys Thr Cys Cys Gly Ala Cys Gly Gly Cys The Cys Cys Thr The Cys
515 520 525
Thi Thr Cys Cys Thr Cys Thr Ala Cys Ala Gly Cys Ala Alz Gly Cys
530 535 540
Thr Cys Ala Cys Gys Gly Thr Gly Gly Ala Gys Ala Ala Gly Ala Gly
545 580 555 560

Cys Ala Gly Gly Thr Gly Gly Cys Ala Gly Cys Ala Gly Gly Gly Gl
565 510 . Y 57% Y
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Alz Ala Cys Gly Thv Cys The Thr Cys Thr Cys Ala Thr Gly Cys Thy
560 585 580

s Cys Gly Thr Gly Ala Thr Gly Cys Ala Thr Gly Ala Gly Gly Cys
R4 59% 605 605
Thr Cys Thr Gly Cys Ala Cys Ala Ala Gys Gys Ala Cys Thr Ala Cys

610 B15 620

Ala Cys Gly Gys Ala Gly Ala Ala Gly Ala ¢ly Cys Gys Thr Cys Thr
625 630 ) 835 640

Cys Cys Cys Thr Gly Thr Cys Thr Cys Cys Gly Gly Gly Thr Ala Ala
845 650 635

Ala

210> 23
211> 219
212> PAT

<213»  homo sapiens
<A00> 23
Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ata Gly Pro Ser Val Phe Leu Pha Pro
1 5 10 15
Pro Lys Pro Lys Asp Thu Leu Met {le Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
20 25 30
Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Giu Val GIn Phe Asn
a5 40 45
Tep Tyr Val Asp Gly Val Glu Val Hls Asn Ala Lgs Thr Lys Pro Arg
50 55 0
&lu Glu Gtn Phe Asn Ser Thr Pha Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
65 70 75 80
Val His @In Asp Trp Leu Asn Gy Lys Glu Tyr Lys Gys Lys Val Ser
85 a0 95
Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro 112 Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys
100 105 110
Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Lev Pro Pro Ser Arg Glu
115 120 125
Glu Het Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
130 135 140
Tyc Pro Ser Asp Vle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
145 150 185 180
Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Giy Ser Pha
165 170 175
Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Yal Asp Lys Ser Arg Tip Bin Gln Gly
180 185 180
Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Mot His Giu Ala Leu His Asn Hls Tyr
195 200 205

Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215
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REIVINDICACIONES

Uso de un fragmento de Fc como vehiculo de farmaco, en el que el fragmento Fc es Fc de IgG, que esta unido
covalentemente a un farmaco a través de un polimero no peptidico, en el que el polimero no peptidico es
poli(etilenglicol)(PEG), en el que el farmaco es un farmaco de polipéptido, y el fragmento Fc no incluye un
fragmento de Fc con una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 8.

El uso como se establece en la reivindicacion 1, en el que la IgG es IgG2 o IgG4.
El uso como se establece en la reivindicacion 1, en el que el fragmento Fc esta aglucosilado.

El uso como se establece en la reivindicacion 4, en el que el fragmento Fc es un fragmento Fc de 1gG4
aglucosilado.

El uso como se establece en la reivindicacion 5, en el que el fragmento Fc es un fragmento Fc de IgG4
aglucosilado derivado de humano.

El uso como se establece en la reivindicacién 1, en el que el fragmento Fc tiene una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 10 o 23.

El uso como se establece en la reivindicacion 6, en el que el fragmento Fc esta codificado por un gen que tiene
una secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 9 o0 22.

El uso como se establece en la reivindicacion 1, en el que el fragmento Fc esta contenido en una composicién
farmacéutica.
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 7
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FIG. 9a
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FIG. 10
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FIG. 11a
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FIG. 12
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FIG. 14
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FIG. 16
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FIG. 18
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