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DESCRIPCION

Un procedimiento para la producciéon en masa de una region Fc de inmunoglobulina con residuos de metionina
iniciales eliminados

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una regién Fc de inmunoglobulina monomérica o
dimérica libre de residuos de metionina iniciales en una escala de masa.

Técnica anterior

Con las ventajas en ingenieria genética, se han desarrollado y utilizado un gran nimero de farmacos de proteinas.
Susceptibles a desnaturalizacion o degradacion proteolitica en el cuerpo, los farmacos de proteinas, sin embargo, son
dificiles de mantener en concentraciones y titulos in vivo durante un periodo de tiempo largo. Es importante una mejora
en la estabilidad de las proteinas in vivo, que puede dar lugar al mantenimiento de las concentraciones in vivo de los
farmacos de proteinas en niveles adecuados no sélo para promover la eficacia del tratamiento, sino también para
ayudar a los pacientes que necesitan inyecciones frecuentes de sus farmacos de proteinas, en términos de
conveniencia y costes.

Se han realizado muchos esfuerzos para potenciar la estabilidad in vivo de los farmacos de proteinas durante largo
tiempo, ejemplificada cambiando la formulacién de proteinas, fusionando una proteina a otra proteina, o uniendo
guimica o biolégicamente un polimero adecuado a la superficie de una proteina.

Una técnica de este tipo es preparar una proteina de fusion con el fragmento Fc de inmunoglobulina.

El fragmento Fc media en las funciones efectoras tales como la citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) o la
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), asi como la capacidad de unién a antigeno,
gue es la unica funcion de las inmunoglobulinas. Ademas, el fragmento Fc contiene una secuencia que participa en la
unioén al receptor Fc neonatal (FCRn), que desempefia un papel en la regulacién de los niveles de IgG en suero
incrementando el transporte de IgG materna a los neonatos y la semivida de la IgG (Ghetie y Ward, Immunology Today
18: 592-598, 1997), y la secuencia regula la interaccion entre proteina A y proteina G. Por medio de la fusién de este
fragmento Fc con una proteina terapéutica, se han realizado muchos estudios para potenciar la estabilidad de la
proteina terapéutica.

Por ejemplo, la patente coreana n.° 249572 divulga una proteina de fusion preparada uniendo una regién Fc de cadena
pesada de IgG1 (Fc) en un extremo amino terminal de la misma a un extremo carboxilo terminal de una proteina, tal
como un receptor de IL4, un receptor de IL7, un receptor de G-CSF o un receptor de EPO, y produciendo la proteina de
fusion resultante en células de mamifero. La patente de los EE. UU. N.° 5.605.690 describe una proteina de fusion que
comprende un receptor del factor de necrosis tumoral fusionado en su extremo carboxilo terminal a un derivado de Fc
de IgG1l humana, produciéndose la proteina de fusidon en células animales. Ademas, Tanox Inc. informd, en las
patentes de los EE. UU. N.° 5.723.125 y 5.908.626, de una molécula hibrida que comprende interferén alfa o beta
humano que esta unido en su extremo carboxilo terminal a Fc de IgG4 humana natural por medio de un enlazador
peptidico, y se produce en células animales. Lexigen Inc., como describe en la publicacion de la solicitud internacional
PCT N.°WO 00/69913 preparo6 un Fc de IgG1 natural unido en su extremo carboxilo terminal al extremo amino terminal
de interfer6n humano por recombinacion genética sin el uso de un enlazador y produjo la proteina de fusion en células
animales. La publicacién de patente de los EE. UU. N. 20030082679 divulga una proteina de fusién con una semivida
en suero prolongada, que comprende G-CSF humano unido en su extremo carboxilo terminal al extremo amino
terminal de Fc de IgG1y se produce en células animales. La publicacion de patente de los EE. UU. N. 20010053539, la
patente de los EE. UU. N. 6,030,613, las publicaciones de solicitud internacional PCT N.° WO 99/02709 y WO
01/03737 y la patente europea N.° 0464533B1 divulga una proteina de fusién Fc con una semivida en suero mas larga
gue una proteina natural, que comprende un Fc de 1gG1 o derivado de Fc unido en su extremo amino terminal por
medio de un enlazador peptidico al extremo carboxilo terminal de EPO humana, TPO, hormona de crecimiento
humana o interferon beta humano, produciéndose la proteina de fusiéon Fc en células animales.

Estas proteinas de fusion Fc, como se describe anteriormente, incrementan la semivida en suero de proteinas diana,
pero conlleva problemas relacionados con la mediacién de las funciones efectoras por el fragmento Fc (patente de los
EE. UU. N.° 5.349.053). A través de las funciones efectoras del fragmento Fc, fijan complementos o se unen a células
que expresan FcyRs, dando lugar a la lisis de células especificas, e inducen la produccién y secrecion de varias
citocinas que inducen la inflamacién, dando lugar a una inflamacién no deseada. Ademas, la fusién crea una nueva
secuencia de aminoacidos en una region de conexion entre el fragmento Fc y el compafiero de proteina, lo que podria
inducir potencialmente respuestas inmunitarias si se administra durante mucho tiempo.

A este respecto, se han realizado muchos esfuerzos para preparar una inmunoglobulina o fragmento de
inmunoglobulina que tenga una semivida en suero larga pero que sea deficiente en funciones efectoras. Cole et al.
informo de que, cuando los residuos aminoacidicos de la regién CH2 en las posiciones 234, 235 y 237, conocidos por
desempefiar un papel importante en la union a receptores Fc, se reemplazan con alanina para producir asi un derivado
Fc que tenga una afinidad de unién reducida a receptores Fc, se inhibe la actividad de ADCC (Cole et al., J. Immunol.
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159: 3613-3621, 1997). Sin embargo, en todas estas variantes, el Fc puede tener una inmunogenicidad o antigenicidad
incrementada en comparacion con el fragmento Fc humano natural debido a la presencia de aminoacido no
adecuados, y puede perder funciones de Fc deseables.

De entre los procedimientos de delecién o reducciéon de funciones efectoras no deseables mientras se mantienen
concentraciones en suero altas de una inmunoglobulina, uno de ellos se basa en retirar restos de azlcar de la
inmunoglobulina. Como se describe en la patente de los EE. UU. N. 5.585.097, se puede preparar un derivado de
anticuerpo aglucosilado como anticuerpo anti-CD3 reemplazando un residuo glucosilado de anticuerpos, el residuo
asparagina en la posicion 297 del dominio CH2, con otro aminoécido. Este derivado de anticuerpo aglucosilado
presenta funciones efectoras reducidas, pero adn retiene su afinidad de unién al receptor FcRn, sin cambios en su
semivida en suero. Sin embargo, este derivado también es problematico en cuanto a que se reconoce potencialmente
como un material exdégeno y es rechazado por el sistema inmunitario debido a la producciéon de una construccion
recombinante novedosa que tiene una secuencia anormal. La publicacién de patente de los EE. UU. N.° 20030073164
divulga un procedimiento de produccion de un derivado de Fc usando E. coli carente de capacidad de glucosilacion
para preparar un anticuerpo terapéutico deficiente en funciones efectoras.

La compafiia americana Amgen Inc. describid, en la patente de los EE. UU. N.° 6.660.843 y en las publicaciones de
patente de los EE. UU. N.° 20040044188 y 20040053845, un derivado de Fc de IgG1 humana que tiene deleciones de
aminoacidos en los cinco primeros residuos aminoacidicos de la regién bisagra, que esta fusionada al extremo amino
o carboxilo terminal de una proteina terapéutica o una proteina terapéutica imitada por un péptido, y la produccién del
mismo usando un huésped de E. coli. Sin embargo, esta proteina de fusidn que no tiene una secuencia sefial se
expresa como los cuerpos de inclusion, y por tanto debe someterse a un procedimiento de replegado adicional. Este
procedimiento de replegado de proteina reduce los rendimientos, y, en especial en una proteina presente como un
homodimero o un heterodimero, reduce de forma marcada la produccion de dimeros. Ademas, cuando una proteina
no tiene una secuencia sefial se expresa en E. coli, se afiade un residuo de metionina al extremo N terminal del
producto de expresién debido a la caracteristica del sistema de expresion de proteina de E. coli. Los productos de
expresion mencionados anteriormente de Amgen Inc. tienen un residuo de metionina N terminal, que puede inducir
respuestas inmunitarias tras la administracion repetida o excesiva al cuerpo. Ademas, puesto que estas moléculas de
fusion se expresan en forma de proteina de fusién en E. coli uniendo un gen que codifica una proteina terapéutica a un
gen de Fc, son dificiles de expresar en E. coli, 0 una proteina terapéutica es dificil de producir en E. coli si su expresion
en E. coli en forma fusionada da como resultado una disminucién significativa o una pérdida de la actividad. Ademas,
puesto que la fusidn de dos moléculas crea una secuencia de aminoacidos anormal no natural en la region de conexion
entre dos proteinas, la proteina de fusiébn podria reconocerse potencialmente como "no propia" por el sistema
inmunitario, e inducir, por tanto, respuestas inmunitarias.

Para resolver estos problemas, los presentes inventores prepararon previamente un fragmento Fc y un farmaco de
proteina como polipéptidos por separado, sin usar un procedimiento de fusiéon basado en recombinacion genética pero
usando los mejores sistemas de expresion, y uniendo covalentemente los dos polipéptidos juntos para usar el
fragmento Fc como un vehiculo de farmaco. En este caso, es posible preparar un conjugado de un farmaco de
polipéptido glucosilado y un Fc aglucosilado, que no induce respuestas inmunitarias no deseadas pero que tiene
respuestas inmunitarias satisfactorias de actividad de farmaco fisiol6gica, duracion y estabilidad in vivo.

En el caso anterior, puesto que es preferente que el Fc este en forma aglucosilada, se usa un sistema de expresion
procariota tal como E. coli. Los procedimientos de produccién de proteinas que usan un sistema de expresion de E. coli
tienen varias ventajas sobre los procedimientos convencionales que usan células animales, como sigue. Un vector de
expresion de E. coli se puede construir facilmente, permitiendo asi una evaluacion rapida de la expresion de proteinas.
Debido a su rapida tasa de crecimiento, E. coli permite la produccién en masa de una proteina de interés a bajo coste.
Ademas, se puede usar un procedimiento de expresion relativamente simple. Por tanto, E. coli es mas util para una
produccién comercial que otras células huésped.

La mayoria de las regiones Fc estan presentes como cuerpos de inclusion tras las sobreexpresion en E. coli. Por este
motivo, la industria demanda que las regiones Fc se expresen en forma soluble en agua en E. coli. La patente europea
N.© 0227110 divulga la produccién de la region Fc de inmunoglobulina G1 usando soélo el producto (el lisado celular)
gue se expresa en forma soluble en agua tras la sobreexpresion de la region Fc de inmunoglobulina G1. Sin embargo,
s6lo la inmunoglobulina expresada en forma soluble en agua tiene un rendimiento de tan solo 15 mg/l, lo que no tiene
valor en cuando a utilidad industrial. La solicitud de patente coreana n°. 0092783, resuelve el problema encontrado en
la técnica anterior, introduce una técnica novedosa de expresién de una region Fc de inmunoglobulina no como
cuerpos de inclusion sino en una forma soluble en agua en E. coli por medio de la fusion de la secuencia de nucleétidos
correspondiente a la regiéon Fc a una secuencia sefial de E. coli. Tras la expresion en E. coli, la proteina de interés esta
presente en forma soluble desprovista de péptido sefial con un incremento en el rendimiento de produccion de la
misma en hasta 600 mg/l.

Dando lugar a la presente invencion, la investigacion intensiva y minuciosa de un procedimiento de produccion de
regiones Fc de inmunoglobulina aglucosilada activas libres de respuesta inmunitaria, llevada a cabo por los presentes
inventores, con el objetivo de incrementar el rendimiento de produccion hasta un nivel adecuado para la
industrializacién, dio como resultado el hallazgo de que cuando una secuencia de nucleétidos que codifica una region
Fc de inmunoglobulina se expresa en una forma fusionada en el extremo N terminal a una region bisagra especifica, la
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regién Fc de inmunoglobulina se expresa como cuerpos de inclusion que son finalmente un dimero o un monémero de
la regién Fc de inmunoglobulina desprovista de residuos de metionina iniciales por medio de procedimientos de
solubilizacién y replegado.

El documento WO 01/18203 divulga composiciones de proteina de fusion osteoprotegerina, procedimientos de
preparacion de dichas composiciones y usos de las mismas. El documento WO 2005/047334 divulga un fragmento Fc
de IgG, un vector recombinante que expresa el fragmento Fc de 1gG, un transformante transformado con el vector
recombinante y un procedimiento de preparacion de un fragmento Fc de IgG que comprende cultivar el transformante.

Divulgacién de la invencion

La presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de una region Fc de inmunoglobulina libre de un
residuo de metionina codificada por un codén de iniciacion en una escala en masa, que comprende:

preparar un vector de expresion recombinante que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica una region Fc de
inmunoglobulina recombinante compuesta de una regiéon Fc de inmunoglobulina unida a un extremo N terminal de la
misma a una region bisagra de la inmunoglobulina por medio de un enlace peptidico; transformar un E. coli con el
vector de expresion recombinante para crear un transformante;

cultivar el transformante para expresar la regiéon Fc de inmunoglobulina como un cuerpo de inclusion;
aislar y purificar la region Fc de inmunoglobulina del cuerpo de inclusién; y
solubilizar y replegar el fragmento Fc de inmunoglobulina,

en el que dicha region bisagra de inmunoglobulina tiene cisteina, serina o prolina como aminoacido inicial del extremo
N terminal.

Breve descripcion de los dibujos

El anterior y otros objetivos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencién se comprenderdn mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada conjuntamente con los dibujos adjuntos, en los que:

La FIG. 1 es una fotografia de gel de electroforesis que muestra la formacién de fragmentos de regién Fc monoméricos
y diméricos de cuerpos de inclusién expresados usando un vector de expresion que tiene un nucleétido que codifica
una region Fc de inmunoglobulina IgG4 humana;

La FIG. 2 muestra los resultados de ELISA para la capacidad de union a C1q de la region Fc de inmunoglobulina IgG4
humana,;

La FIG. 3 muestra los resultados de ELISA para la capacidad de unién a FcyRI de la region Fc de inmunoglobulina IgG
humana;

La FIG. 4 muestra los resultados de ELISA para la capacidad de unién a FcyRIll de la region Fc de inmunoglobulina
IgG humana;

La FIG. 5 muestra los resultados de ELISA para la capacidad de unién a FcRnaf de la region Fc de inmunoglobulina
IgG humana;

La FIG. 6 muestra los resultados de las semividas en suero de un conjugado EPO-PEG-Fc preparado usando una
region Fc de inmunoglobulina IgG humana como vehiculo;

La FIG. 7 es una fotografia de un gel de SDS-PAGE al 15 % en el que, después de mezclarse con volumenes iguales
de un tampdn de muestra de proteina 2x, se hacen correr partes de las soluciones fermentadas obtenidas haciendo
crecer transformantes microbianos del ejemplo 2 en fermentadores bajo una condicién de expresion;

La FIG. 8 es una fotografia de un gel de SDS-PAGE en el que las proteinas replegadas de los cuerpos de inclusion
expresadas por los transformantes del ejemplo 2 se separan y se visualizan como bandas;

La FIG. 9 es una fotografia de un gel de SDS-PAGE al 15 % en el que, después de mezclarse con voliumenes iguales
de un tampo6n de muestra de proteina 2x, se hacen correr partes de las soluciones fermentadas obtenidas haciendo
crecer transformantes microbianos del ejemplo 3 en fermentadores bajo una condicion de expresion; y

La FIG. 10 es una fotografia de un gel de SDS-PAGE al 15 % en el que, después de mezclarse con un tampén de
muestra de proteina libre de agente reductor tal como DTT o beta-mercaptoetanol, se hacen correr los respectivos
productos expresados y purificados en el ejemplo 3.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

En un aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de una region Fc de
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inmunoglobulina libre de un residuo de metionina codificada por un codoén de iniciacion en una escala en masa, que
comprende:

preparar un vector de expresion recombinante que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica una region Fc de
inmunoglobulina recombinante compuesta de una regién Fc de inmunoglobulina unida a un extremo N terminal de la
misma a una region bisagra de la inmunoglobulina por medio de un enlace peptidico;

transformar un E. coli con el vector de expresién recombinante para crear un transformante;

cultivar el transformante para expresar la region Fc de inmunoglobulina como un cuerpo de inclusién;
aislar y purificar la region Fc de inmunoglobulina del cuerpo de inclusion; y

solubilizar y replegar el fragmento Fc de inmunoglobulina,

en el que dicha region bisagra de inmunoglobulina tiene cisteina, serina o prolina como aminodcido inicial del extremo
N terminal.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccién en masa de una regién Fc de inmunoglobulina Gtil
como vehiculo para farmacos de proteinas. Cuando se fusiona una region Fc de inmunoglobulina en el extremo N
terminal a una region bisagra, se descubre que la regiéon Fc de inmunoglobulina recombinante resultante se expresa
como un cuerpo de inclusion y después se solubiliza y se repliega en un dimero o monémero en una forma activa
desprovista del residuo de metionina inicial por codificado por el codén de iniciacién. La presente invencion es de gran
relevancia en cuanto al hallazgo de que, cuando se fusiona a una region Fc de inmunoglobulina, una regién bisagra
desempefia un papel fundamental en el procesado y replegado de la region Fc recombinante en una forma de
secuencia natural desprovista del residuo de metionina inicial codificado por el codén de iniciacion.

La region bisagra que puede permitir que una regién Fc de inmunoglobulina se produzca en masa en una forma
recombinante con la misma puede ser un derivado de IgG, IgA, IgM, IgE o IgD de seres humanos y otros animales,
incluyendo cabras, cerdos, ratones, conejos, hAmsteres, ratas y cobayas, con preferencia por un derivado de 1gG, por
ejemplo, 19gG1, IgG2, IgG3, 0 IgG4 (SEQ. ID. NO.: 14 a 17). La regidn bisagra Util en la presente invencién puede ser
una regioén bisagra de longitud completa o un fragmento del mismo. Es preferente un fragmento de region bisagra que
tenga dos o0 mas secuencias de aminoacidos consecutivas, que son mas preferentes cuando contienen al menos un
residuo de cisteina en la misma. Son de uso practico en la presente invencion fragmentos de la region bisagra
derivados de IgG4 de SEQ. ID. NO. 17, que se representan por SEQ. ID. NO.: 18, 19, 20 y 21. Cuando se emplean
regiones bisagra de SEQ. ID. NO.: 18, 19 y 20, la region Fc de inmunoglobulina se puede preparar en una forma de
dimero 0 mondmero. La region bisagra de SEQ. ID. NO. 21 permite eficazmente la preparacion de un monémero de la
region Fc de inmunoglobulina. En otras implementaciones de la presente invencién, se usaron fragmentos,
representados por SEQ. ID. NO.: 49 y 51 a 55, de la regidn bisagra derivada de IgG1l de SEQ. ID. NO. 14 vy,
representada por SEQ. ID. NO.: 56 a 60, de la region bisagra derivada de IgG2 de SEQ. ID. NO. 15 para producir un
dimero de la region Fc de inmunoglobulina.

La region Fc de inmunoglobulina que se puede producir por la presente invencion puede ser una forma natural aislada
de seres humanos y otros animales incluyendo cabras, cerdos, ratones, conejos, hamsteres, ratas y cobayas, o puede
ser un recombinante o un derivado de la misma, obtenida de microorganismos o células animales transformadas.
Pueden ser preferentes una region Fc de IgG, IgA, IgM, IgE e IgD de seres humanos, o una combinacion o hibrido de
las mismas. El término "combinacion”, como se usa en el presente documento, quiere decir que los polipéptidos que
codifican fragmentos Fc de inmunoglobulina monocatenaria del mismo origen se unen a un polipéptido monocatenario
de origen diferente para formar un dimero o multimero. El término "hibrido", como se usa en el presente documento,
quiere decir que, en un fragmento Fc de inmunoglobulina monocatenaria estan presentes secuencias que codifican
dos o mas fragmentos Fc de inmunoglobulina de origen diferente. Preferentemente, la inmunoglobulina puede ser una
region Fc de IgG1, 1IgG2, IgG3 e IgG4, o una combinacion o hibrido de las mismas. Las secuencias de nucleétidos que
codifican regiones Fc de inmunoglobulina humanay las secuencias de aminoacidos limitadas a las mismas, Utiles en la
presente invencion, pueden ser las codificadas por secuencias de nucleétidos de las bases de datos GenBank y/o
EMBL.

La region Fc de inmunoglobulina producida por la presente invencion incluye un derivado de secuencia de
aminoéacidos. El término "derivado de secuencia de aminoacidos" quiere decir una secuencia en la que uno o mas
residuos aminoacidicos difieren de una secuencia de aminoacidos de origen natural, y se puede producir de forma
natural o generarse de forma artificial. La regiéon Fc de inmunoglobulina incluye derivados que resultan de una
delecién, una insercién, una sustitucién conservadora o no conservadora o combinaciones de las mismas.
Tipicamente, una insercion se realiza por la adicion de una secuencia de aminoacidos consecutiva de
aproximadamente 1 a 20 aminoacidos, o se puede realizar con una secuencia mas larga. Tipicamente, una delecion
esta en el intervalo de aproximadamente 1 a 30 residuos aminoacidicos. 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 proteinas, 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, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly, en ambas direcciones. Dichos derivados se pueden preparar por
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medio de un procedimiento de sintesis peptidica quimica o un procedimiento de recombinacién basada en secuencia
de ADN, que son conocidos en la técnica (Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
New York, USA, 22 Ed., 1989).

Ademas, si se desea, se puede madificar la region Fc de inmunoglobulina por fosforilacion, sulfatacion, acrilacién,
glucosilacién, metilaciéon, farnesilacion, acetilaciéon y amidacion.

El derivado de inmunoglobulina producido por la presente invencién es preferentemente un equivalente funcional a su
forma natural, presentando, por tanto una actividad biologica similar, o, si se desea, se podria realizar alterando la
propiedad de la forma natural. Preferentemente, los derivados de la region Fc de inmunoglobulina son proteinas que
tienen una estabilidad estructural incrementada frente al calor, pH, etc., o solubilidad, o que tienen caracteristicas
mejoradas en cuanto a la formaciéon de enlace disulfuro, compatibilidad con un huésped de expresion, unién a
complemento, unién a receptor de Fc y citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC),
siempre que los derivados producidos no sean tan diferentes de las formas naturales de los seres humanos que
induzcan respuestas inmunitarias no deseadas en seres humanos y animales. Son derivados preferentes las regiones
Fc de IgG1 que estan alteradas en un residuo especifico de este tipo para presentar una afinidad reducida a receptores
de Fc que median la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC). Un derivado producido
puede contener una delecién o una sustitucién con otro aminoacido en el residuo leucina en la posicion 234 de una
secuencia CH2 de IgG1l (véase la secuencia de la base de datos de Kabat para la numeracion de los residuos
aminoacidicos). Lo mas preferentemente, se reemplaza Leu234 por fenilalanina, un residuo aminoacidico en una
posicion correspondiente en 1gG4.

De acuerdo con la presente invencion, se prepara una secuencia de nucledtidos que codifica una region Fc de
inmunoglobulina recombinante en la que se fusiona una regidon Fc de inmunoglobulina a una regién bisagra de
inmunoglobulina. Como se usa en el presente documento, el término "region Fc de inmunoglobulina recombinante"
quiere decir una region Fc de inmunoglobulina unida en el extremo N terminal a una region bisagra por medio de un
enlace peptidico.

Dependiendo de la regiéon Fc de inmunoglobulina, se puede escoger la regiéon bisagra que se va a fusionar. Es
preferente una regién bisagra que sea la misma en origen que la region Fc de inmunoglobulina. En la préactica real de
la presente invencion, se prepard una secuencias de nuclettidos que codifica una regién Fc de inmunoglobulina
recombinante que consiste en una secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ. ID. NO.: 7, 9, 11 0 13, en la que
una region Fc derivada de IgG4 se fusiona a una region bisagra que consiste en una secuencia de aminoacidos
expuesta como SEQ. ID. NO.: 18, 19, 20 o 21. Las secuencias de nucleétidos que codifican las regiones Fc de
inmunoglobulina recombinantes se representan por SEQ. ID. NO.: 6, 8, 10 y 12, respectivamente.

En otra implementacion, se prepar6 una secuencia de nucledtidos que codifican una regién Fc de inmunoglobulina
recombinante que consiste en una secuencia de aminoacidos expuesta como en SEQ. ID. NO. 25, 29, 31, 33, 35 0 37,
en la que una region Fc derivada de IgG1 se fusiona a una regién bisagra que consiste en una secuencia de
aminoacidos expuesta como una de SEQ. ID. NO.: 49 y 51 a 55. Las secuencias de nucle6tidos resultantes que
codifican las regiones Fc de inmunoglobulina recombinantes se representan por SEQ. ID. NO.: 24, 28, 30, 32, 34 y 36.

En otra implementacidn, se prepar6 una secuencia de nucledtidos que codifican una region Fc de inmunoglobulina
recombinante que consiste en una secuencia de aminoacidos expuesta como en SEQ. ID. NO. 39, 41, 43,450 47, en
la que una region Fc derivada de 1gG2 se fusiona a una regién bisagra que consiste en una secuencia de aminoacidos
expuesta como una de SEQ. ID. NO.: 56 a 60. Las secuencias de nucleétidos resultantes que codifican las regiones Fc
de inmunoglobulina recombinantes se representan por SEQ. ID. NO.: 38, 40, 42, 44 y 46.

De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan vectores de expresion recombinantes a los que estan unidos
de forma funcional las secuencias de nucledtidos que codifican las regiones Fc de inmunoglobulina recombinantes.

El término "vector de expresion recombinante”, como se usa en el presente documento, que describe un vector que
puede expresar una proteina diana en una célula huésped adecuada, se refiere a una construccion genética que
comprende elementos reguladores esenciales a los que se une de forma funcional un inserto de gen de tal forma que
se exprese en una célula huésped.

El término "unido de forma funcional", como se usa en el presente documento, se refiere a un enlace funcional entre
una secuencia de control de expresion de acidos nucleicos y una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica
una proteina diana de tal forma que permita funciones generales. El enlace funcional a un vector recombinante se
puede preparar usando técnica recombinante genética bien conocida en la técnica, y la escision y ligacién de ADN
especifica de sitio se puede llevar a cabo usando enzimas conocidas generalmente en la técnica. Un vector de
expresion adecuado incluye elementos reguladores de la expresion, tales como un promotor, un codén de iniciacion,
un coddn de detencién, una sefial de poliadenilacion y un potenciador. Los codones de iniciacion y detencién son
necesarios para la funcionalidad en un individuo al que se le ha administrado una construccion genética, y deben estar
en fase con la secuencia codificante. El promotor del vector puede ser constitutivo o inducible. 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 replicacion. En la practica detallada de la presente
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invencién, se preparan los siguientes vectores de expresion recombinantes: pmSCPFc, pmPSCFc, pmCPSFc,
pmCPFc, pMSCKFcl, pMCPAFcl, pMPKSFcl, pMCPPFcl, pMPPCFc, pMPCPFc, pmPPCG2Fc, pmPCPG2Fc,
pmCPG2Fc, pmCCVG2Fc y pmCVE2Fc.

Los vectores de expresion recombinantes que expresan las proteinas se transforman en las células huésped.

La presente invencion utiliza células huésped que son células procariotas en las que no se produce glucosilacion,
estas son especificamente E. coli. Ejemplos ilustrativos, no limitantes de cepas de E. coli incluyen BL21 (DE3), JIM109,
serie DH, TOP10 y HB101. Es mas preferente la cepa BL21 (DE3). Debido a que falta un sistema para la glucosilacion
de proteinas, se puede usar E. coli como célula huésped en la que se produce una regién Fc de inmunoglobulina en la
forma de estar desprovista de restos de azucar que estan presentes en un dominio CH2 de una inmunoglobulina
natural. Los restos de azlcar del dominio CH2 de inmunoglobulina no afectan a la estabilidad estructural de las
inmunoglobulinas, pero provocan que las inmunoglobulinas medien en la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC) en asociacion con células que expresan receptores de Fc y células inmunitarias,
para secretar citocinas para inducir inflamacién. Ademas, los restos de azlcar se unen a la parte de C1q del primer
componente C1 del complemento, lo que da lugar a la fijacion del complemento. Por tanto, cuando se produce una
region Fc de inmunoglobulina en una forma aglucosilada y se une a una proteina terapéutica, la proteina terapéutica
esta presente en el suero durante un periodo de tiempo prolongado sin las funciones efectoras no deseadas de las
inmunoglobulinas.

La transformacién de los vectores de expresiéon recombinantes en células procariotas se puede lograr por cualquier
procedimiento que permita que los &cidos nucleicos se introduzcan en las células y, como es conocido en la técnica, se
puede realizar seleccionando técnicas estandar adecuadas de acuerdo con las células huésped. Estos procedimientos
incluyen, pero no se limitan a, electroporacion, fusion de protoplastos, precipitacion de fosfato de calcio (CaPO.,),
precipitacion de cloruro de calcio (CaCly), agitacion con fibra de carburo de silicio, y transformacion mediada por PEG,
dextranosulfato y lipofectamina.

En la practica detallada de la presente invencion, los vectores de expresién recombinantes se introducen
individualmente

en E. coli, generando asi los siguientes transformantes: BL21/pmSCPFc(HM11200), BL21/pmPSCFc(HM11201),
BL21/pmCPSFc(HM11204), BL21/pmCPAFc(HM11205), BL21/pMSCDFcl(HM11207), BL21/pMCPAFcl(HM11209),
BL21/pMPKSFcl(HM11210), BL21/pMCPPFcl(HM11211), BL21/pMPPCFcl(HM11212), BL21/pMPCPFcl(HM11213),
BL21/pmPPCPG2Fc(HM11214), BL21/pmPCPG2Fc(HM11215), BL21/pmCPG2Fc(HM11216) y
BL21/pmCCVG2Fc(HM11217), BL21/pmCVEG2Fc (HM11218).

Los transformantes que se anclan a los vectores de expresion recombinantes de los mismos se cultivan por medio de
un procedimiento general.

Las condiciones de cultivo se pueden ajustar facilmente de acuerdo con la cepa bacteriana por los expertos en la
técnica. Tipicamente, el medio usado para el cultivo debe contener todos los nutrientes esenciales para el crecimiento
y supervivencia de las células. El medio debe contener una variedad de fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno y
elementos traza. Los ejemplos de fuentes de carbono disponibles incluyen glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
maltosa, almiddn, carbohidratos tales como celulosa, grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de
ricino y aceite de coco, acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico y &cido linoleico, alcoholes tales
como glicerol y etanol, y &cidos orgénicos tales como 4cido acético. Estas fuentes de carbono se pueden usar por
separado o en combinaciones de dos 0 mas. Los ejemplos de fuentes de nitrégeno disponibles incluyen fuentes de
nitrégeno organicas, tales como peptona, extracto de levaduras, extracto de carne, extracto de malta, licor de maiz
macerado (CSL) y suero de leche de soja, y fuentes de nitrdgeno inorgénicas, tales como urea, sulfato de amonio,
cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrégeno se pueden
usar por separado o0 en combinaciones de dos o méas. En el medio puede estar contenida una fuente de fésforo, que
incluye dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio y las sales que contienen sodio correspondientes.
Ademas, el medio puede contener una sal metdlica, tal como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. El medio puede
incluir ademas aminoacidos, vitaminas y precursores adecuados. El pH del cultivo se puede ajustar afiadiendo un
compuesto, tal como hidréxido de amonio, hidréxido de potasio, amoniaco, acido fosférico y acido sulfdrico, al cultivo
usando un procedimiento adecuado. Ademas, durante el cultivo, se pueden usar agentes antiespumantes, tales como
ésteres de acidos grasos poliglicélicos, para evitar la formacion de burbujas. Para mantener el cultivo en un estado
deseable, en el cultivo se introduce oxigeno o un gas que contenga oxigeno (por ejemplo, aire). En general, la
temperatura del cultivo es de 20 °C a 45 °C, y preferentemente de 25°C a 45 °C. Ademas, se puede usar un
fermentador para la produccién de proteinas en una gran escala. La produccion de proteinas usando un fermentador
se debe llevar a cabo teniendo en cuenta varios factores, incluyendo la tasa de crecimiento de las células huésped y
los niveles de expresion de proteinas. Se puede inducir la expresién de proteinas por medio de la adicion, por ejemplo,
de IPTG al medio en condiciones de cultivo adecuadas.

Se puede purificar una region Fc de inmunoglobulina sobreexpresada como cuerpos de inclusion por medio de una
técnica general. Las regiones Fc de inmunoglobulina producidas en los transformantes se pueden obtener rompiendo
las células usando un sistema French Press, un ultrasonicador, etc., recogiendo soélo cuerpos de inclusion insolubles
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en agua que contienen la regiéon Fc de inmunoglobulina por medio de centrifugacion, solubilizando y desnaturalizando
la fraccion recogida con agentes de replegado, tales como urea, guanidina, arginina, cisteina, beta-mercaptoetanol,
etc. para el replegado de la misma, y purificando la proteina de fusiéon replegada por medio de didlisis, varias
cromatografias, tales como cromatografia de filtracion en gel, de intercambio i6nico y en columna de fase inversa, y
ultrafiltracién, sola o en combinacion. En general, este procedimiento de replegado es muy complicado y se sabe que
produce un rendimiento de replegado muy bajo y asegura la proteina replegada sélo de menor actividad que la
proteina soluble en agua.

Sin embargo, el procedimiento de la presente invencion puede superar los problemas mencionados anteriormente y
producir una regién Fc de inmunoglobulina activa desprovista del residuo de metionina inicial en una escala en masa.
En conjunto, cuando se expresa y se produce en E. coli, una proteina exégena tiene un residuo de metionina inicial
codificado por el codén de iniciacion. La administracion repetitiva o excesiva del producto de proteina que tiene la
metionina inicial para cuerpos humanos puede provocar una respuesta inmunitaria suficiente para reducir el efecto
terapéutico del mismo para que sea toxico. Sin embargo, cuando la region Fc de inmunoglobulina recombinante
producida por la presente invencién se expresa en E. coli, se descubre que el residuo de metionina inicial se escinde
por una aminopeptidasa, una enzima citoplasmica intrinseca, medido por andlisis de secuenciacion N terminal (Adams
et al., J. Mol. Biol. 33:571-589, 1968, Takeda, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 60:1487-1494, 1968). Se sabe que la
actividad de dichas aminopeptidasas depende de la secuencia y la estructura de la proteina de interés (Moerschell et
al., J. Biol. Chem. 265:19638-19643, 1990, James et al., Protein Expression and Purification 41:45-52, 2005). Una
region bisagra, cuando se fusiona a una region Fc de inmunoglobulina, se ve afectada por una aminopeptidasa de
modo que la metionina inicial se procesa hasta un punto que depende de la secuencia de amino&cidos de la misma.

Debido a que las propiedades de la regién bisagra determinan la modificacién post-traduccional de las proteasas, la
proporcion de dimeros con respecto a mondémeros se puede controlar eficazmente seleccionando regiones bisagra
apropiadas. Ademés, cuando se repliegan los cuerpos de inclusion, la formacidn de dimeros precisos esta impedida
por el emparejamiento erréneo de las cisteinas en los enlaces disulfuro. Sin embargo, el procedimiento de acuerdo con
la presente invencién garantiza la formacion de enlaces disulfuro precisos, dando lugar, de este modo, a la formacion
de dimeros activos.

Ademas, la presente invencion puede producir regiones Fc de inmunoglobulina a una escala mayor que los
procedimientos convencionales. Por ejemplo, se produce una regién Fc de inmunoglobulina en un rendimiento de 15
mg/l de acuerdo con el procedimiento de la patente europea n.° EP0227110, en la que la region Fc de G1 se
sobreexpresa y se purifica sélo a partir de lisado celular que contiene la forma soluble en agua de la misma, y en un
rendimiento de 50 a 600 mg/l de acuerdo con el procedimiento de la solicitud de patente coreana n.° 0092783, en la
que una region Fc de inmunoglobulina fusionada a una secuencia sefial de E. coli se expresa en una forma soluble en
agua, pero no como un cuerpo de inclusién. Sin embargo, la presente invenciéon puede producir una regién Fc de
inmunoglobulina en un rendimiento tan alto como de 3 a 6 g/l purificando un cuerpo de inclusion de recombinante
region Fc de inmunoglobulina una regién Fc de inmunoglobulina que contiene una region bisagra. Por tanto, el
procedimiento de la presente invencién garantiza un sistema altamente (til para producir regiones Fc de
inmunoglobulina en una escala industrial en un rendimiento mucho mayor que los procedimientos convencionales.

La regidon Fc de inmunoglobulina producida en células procariotas tales como E. coli de acuerdo con el presente
procedimiento no tiene aplicaciones industriales especificamente limitadas. Una aplicacion ejemplar es el uso como
vehiculo para la formacion de un conjugado con un farmaco determinado. La construccion del conjugado que
comprende la regiéon Fc de inmunoglobulina unida a un farmaco no esta especificamente limitada. Por ejemplo, la
region Fc de inmunoglobulina y el farmaco pueden estar unidos juntos en varias proporciones, y el enlace puede estar
mediado, por ejemplo, por medio de un enlazador.

El farmaco incluye polipéptidos, compuestos, extractos y acidos nucleicos. Es preferente un farmaco de polipéptido
(usado para tener un significado idéntico a la palabra "proteina"). Los ejemplos del enlazador Util en la presente
invencién incluyen enlazadores peptidicos y no peptidicos, con preferencia por un enlazador no peptidico y mayor
preferencia por un polimero no peptidico. Un ejemplo preferente de la cadena pesada de inmunoglobulina es Fc.

Si se necesita potenciar la semivida en suero, se puede usar cualquier polipéptido fisiolégicamente activo sin limitacion
especifica como compafiero de proteina de la regién Fc de inmunoglobulina preparado de acuerdo con el presente
procedimiento para formar un conjugado. Dichos polipéptidos fisiolégicamente activos incluyen los usados para tratar
o prevenir enfermedades humanas, que incluyen citocinas, interleucinas, proteina de unién a interleucina, enzimas,
anticuerpos, factores de crecimiento, factores reguladores de la transcripcién, factores de coagulacion, vacunas,
proteinas estructurales, proteinas o receptores ligandos, antigenos de superficie celular, antagonistas de receptores, y
derivados y analogos de los mismos.

En detalle, ejemplos no limitantes del polipéptido fisiolégicamente activo incluyen hormona de crecimiento humana,
hormona liberadora de la hormona del crecimiento, péptido liberador de la hormona de crecimiento, interferones y
receptores de interferones (por ejemplo, interferén-a, -B y -y, receptor de interferdn tipo | soluble en agua, etc.),
factores estimuladores de colonias de granulocitos, interleucinas (por ejemplo, interleucina-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9,
-10, -11, -12, -13, -14, -15, -16, -17, -18, -19, -20, -21, -22, -23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -30, etc.) y receptores de
interleucinas (por ejemplo, receptor de IL-1, receptor de IL-4, etc.), enzimas (por ejemplo, glucocerebrosidasa,
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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 unién a interleucina y citocina (por ejemplo, IL-18bp, proteina de unién a
TNF, etc.), factor activador de macroéfagos, péptido de macroéfagos, 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, albimina, alfa-lactalbimina,
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 XllI,
factor activador de plasminégeno, 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 6seo, proteina estimuladora Osea, 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 neutréfilo, factor neurotréfico, neuturina, etc.), hormona
paratiroidea, relaxina, secretina, somatomedina, factor de crecimiento tipo insulina, hormona adrenocorticoide,
glucagon, 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. El polipéptido fisiolégicamente
activo (til en la presente invencion puede ser una forma natural, se puede producir por recombinacién genética usando
células procariotas, tales como E. coli, o células eucariotas, tales como células de levaduras, células de insectos y
células animales, o puede ser un derivado que tenga una o mas mutaciones de aminoacidos pero que muestre
actividad bioldgica idéntica a la de la forma natural.

En un modo de realizacion preferente de la presente invencion, se unid un fragmento de la region Fc de
inmunoglobulina producido usando el transformante HM11201 a eritropoyetina humana (EPO) usando polietilenglicol,
proporcionando asi un conjugado de proteinas EPO-PEG-regién Fc de inmunoglobulina. Se descubrié que este
conjugado de proteinas presentaba una semivida en suero prolongada en comparacién no sélo con la EPO natural
sino también con Aranesp (Amgen), conocido como un EPO de segunda generacion con una semivida mejorada. Por
tanto, se puede usar la regiéon Fc de inmunoglobulina desprovista del residuo de metionina inicial, obtenida a partir de
cuerpos de inclusién usando una region bisagra de acuerdo con la presente invencion, para potenciar la semivida en
suero y la actividad fisioldgica del polipéptido fisiologicamente activo unido a la misma, sin riesgo de induccion de
respuesta inmunitaria.

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

Ejemplo 1: Construccion del vector de expresion de la regiéon Fc de inmunoglobulina IgG4 humana, expresién y
purificacion de la regiéon Fc de 1gG4, y analisis de secuencia N terminal

<1-1> Construccion del vector de expresion de la region Fc de IgG4

Para clonar una regiéon Fc de cadena pesada que incluye la region bisagra de inmunoglobulina IgG4 humana, se llevo
a cabo una RT-PCR sirviendo el ARN de células sanguineas humanas como molde, como sigue. En primer lugar, se
aisl6 ARN total de aproximadamente 6 ml de sangre usando un kit para sangre Qiamp RNA (Qiagen), y se realizé la
amplificacion génica usando el ARN total como molde con la ayuda de un kit de RT-PCR de una etapa (Qiagen). Para
amplificar genes que tienen secuencia N terminales diferentes, se usaron pares de cebadores representados por SEQ
IDNOS. 1y 2,3y2,4y2,y5y 2. Parafacilitar un procedimiento de clonacion génica posterior, se introdujeron un sitio
de reconocimiento de Nde | y el coddn de iniciacion ATG, necesarios para la expresion de la proteina, en cebadores en
5' de SEQ ID NOS. 1, 3, 4y 5, y un sitio de reconocimiento de BamHI que contiene un codén de detencién en
cebadores en 3' de SEQ ID NO. 2. Se digirieron los productos de regién Fc amplificados con Nde | y Hind 1ll, y se
insertaron en un a pET22b (Novagen) tratado con la misma enzima de restriccion, dando asi los respectivos plasmidos
recombinantes. Estos plasmidos se disefiaron para tener partes de la secuencia de aminoacidos total
Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro [SEQ ID NO: 17] de la region bisagra de 1gG4, como sigue.

El plasmido que contenia un gen amplificado con SEQ ID NOS. 1y 2 se denominé pmSCPFc y se anclé al mismo una
secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos N terminal que comienza con Met-Ser-Cys-Pro
(Met-[SEQ ID NO: 18]), que se determiné por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 6,
correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 7. El plasmido que contenia un gen amplificado con
SEQ ID NOS. 3y 2 se denominé pmPSCFc y se ancl6 al mismo una secuencia de ADN gue codifica una secuencia de
aminoacidos N terminal que comienza con Met-Pro-Ser-Cys-Pro (Met-[SEQ id NO: 19]), que se determiné por medio
de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 8, correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.
9. Un plasmido que contenia un gen amplificado con SEQ ID NOS. 4 y 2 se denominé pmCPSFc y se anclé al mismo
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una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos N terminal que comienza con
Met-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro (Met-[SEQ ID NO: 20]), que se determiné por medio de secuenciacién de bases para tener
SEQ ID NO. 10, correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 11. Un plasmido que contenia un gen
amplificado con SEQ ID NOS. 5y 2 se denominé pmCPFc y se anclé al mismo una secuencia de ADN que codifica una
secuencia de aminoacidos N terminal que comienza con Met-Cys-Pro (Met-[SEQ ID NO: 21]), que se determiné por
medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 12 correspondiente a SEQ ID NO. 13.

Los vectores de expresion se transformaron en BL21 (DE3) de E. coli para preparar transformantes designados
respectivamente BL21/pmSCPFc(HM11200), BL21/pmPSCFc(HM11201), BL21/pmCPSFc(HM11204) vy
BL21/pmCPFc(HM11205). Los transformantes BL21/pmSCPFc(HM11200) y BL21/pmPSCFc(HM11201) se
depositaron en Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 20 de junio de 2005 con los nimeros de acceso
KCCM-10659P y KCCM-10660P, respectivamente, y los transformantes BL21/pmCPSFc(HM11204) vy
BL21/pmCPFc(HM11205) en KCCM el 28 de julio de 2005 con los nimeros de acceso KCCM-10665P y
KCCM-10666P, respectivamente.

<l-2> Expresion y purificacion de Fc de 1IgG4

Los transformantes bacterianos preparados en el ejemplo <I-2> se inocularon en fermentadores respectivos
(Marubishi Company) y se dejo que crecieran, seguido de la determinacion de si expresaban los fragmentos de region
Fc de inmunoglobulina.

En primer lugar, se hizo crecer cada transformante en 100 ml de medio LB con agitacién durante la noche y se inoculé
en un fermentador para un cultivo a gran escala. Se mantuvo el fermentador a 28 °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 agitdo a 500 rpm. 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 de fermentacion de las bacterias. Cuando
los cultivos alcanzaron un valor de DOgoo de 80, se afiadié un inductor, IPTG, a los cultivos para inducir la expresion de
proteinas. Se cultivaron los cultivos adicionalmente durante de 40 a 45 h para incrementar el valor de DO a 600 nm
hasta de 100 a 120.

La expresion de inmunoglobulina Fc, la formacion de cuerpos de inclusién, y la formacion de dimeros del Fc de Ig
expresado en los transformantes de E. coli se examinaron como sigue. Para investigar la expresion intracelular global
de las regiones Fc de inmunoglobulina, se mezclaron partes de las soluciones fermentadas con volimenes iguales de
tampon de muestra de proteina 2x y se sometio a electroforesis en un gel SDS-PAGE al 15 % (Criterion Gel, Bio-Rad).
Como resultado, se observo que el Fc de inmunoglobulina se sobreexpresaba en todos los transformantes producidos.
A continuacion, se rompieron las células usando un ultrasonicador (Misonix Company). Se centrifug6 el lisado celular
asi obtenido para separar las sustancias solubles en agua de las sustancias insolubles en agua. Se descubri6 que la
mayoria de las sustancias sobreexpresadas existian como cuerpos de inclusion, medido por electroforesis en
SDS-PAGE al 15 %. Los cuerpos de inclusion se sometieron al siguiente procedimiento de replegado para examinar
hasta qué grado se repleg6 el Fc y si se formaron y hasta qué grado las regiones Fc diméricas. Se sometieron a
unltrasonicaciéon 10 g de la solucion fermentada en 100 ml de un tampodn de lisis (Tris 10 mM, pH 9,0, EDTA 1 mM,
Triton X-100 0,5 %, NaCl 0,2 M) para romper las células. La centrifugacion a 10.000 rpm durante 20 min dividio el
lisado celular en una fraccion soluble en agua y una fraccion insoluble en agua como un cuerpo de inclusion. Se
disolvieron 2 g de este cuerpo de inclusidon en una mezcla de 20 ml de Tris 1 M (pH 9,0) y 20 ml de un tampdn de
solubilizacién (guanidina 6 M, Tras 50 mM) y se dejo que reaccionara mientras se agitaba suavemente a 4 °C durante
30 min. Después de que se completara la reaccion, se mezclé la solucion del cuerpo de inclusién durante la noche con
10 volumenes de un tampo6n de replegado (urea 2 M, Tras 50 mM, arginina 0,25 M, cisteina 3 mM, pH 9,0) con
agitacion suave. A esta mezcla se le afiadié un tampén de muestra de proteina libre de cualquier agente reductor, tal
como DTT o beta-mercaptoetanol, seguido de electroforesis en SDS-PAGE al 15 % (Criterion Gel, Bio-Rad). Se
visualizaron las bandas de proteina con un colorante tal como Coomassie Brilliant. La FIG. 1 es una fotografia tomada
de un gel en el que se hicieron correr proteinas replegadas de los cuerpos de inclusién expresados por el reformante
HM11201 a 32 °C (carril 1) y 28 °C (carril 2), por HM11200 a 28 °C (carril 3) y 32 °C (carril 4), por HM11204 a 28 °C
(carril 5) y 32 °C (carril 6), y por HM11205 a 32 °C (carril 7) y 28 °C (carril 8) en presencia de un campo eléctrico, junto
con una proteina Fc, como control, purificada a partir de E. coli de acuerdo con un procedimiento convencional (carril
C). Como se observa en la FIG. 1, una porcion significativa de las proteinas totales se atribuye a la proteina Fc, de la
gue gran parte existe en forma dimérica después de replegarse. Sin embargo, las proteinas Fc difieren en la
proporcion de dimeros con respecto a mondémeros de un transformante a otro, esto es, de acuerdo con la secuencia de
aminoéacidos N terminal expresada por el transformante. Por ejemplo, una porcién significativa de las proteinas Fc de
HM11201, que comienza con Met-Pro-Ser-Cys-Pro-CH2-CH3 (Met-[SEQ ID NO:19]), existe en forma dimérica. Casi
todas las proteinas Fc de HM11205, que comienzan con Met-Cys-Pro-CH2-CH3 (Met-[SEQ ID NO0:21]), existen como
mondmeros, pero ninguna existe en forma dimérica. Se cree que esto debe atribuirse al hecho de que la especificidad
del procesado de la aminopeptidasa en células huésped de E. coli varia dependiendo de la secuencia N terminal de Fc.

<|-3> Analisis de secuencia N terminal

Los fragmentos de region Fc diméricos replegados de los cuerpos de inclusion son diferentes en la secuencia de
aminoacidos del tipo natural debido a la presencia del residuo de metionina inicial. Para determinar si el residuo de
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metionina se procesa por proteasas de E. coli, se analizaron secuencias de aminoacidos N terminales de las proteinas
por el Basic Science Research Institute, Sell, Corea. Las muestras usadas en el analisis 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
activarlo, y se humedecié suficientemente con un tampén de blogueo (glicina 170 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8,0),
metanol al 20 %). Las muestras de proteinas separadas en un gel SDS-PAGE no reductor, preparadas en el ejemplo
<|-2>, se sometieron a transferencia de bandas sobre una membrana 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 un
momento (3-4 s), y se lavaron con una solucion de decoloracion (agua:acido acético:metanol =5: 1: 4). A continuacion,
se cortaron los fragmentos de membrana que contienen las proteinas con tijeras y se sometieron a andlisis de
secuencia N terminal.

Como resultado, se descubrié que las proteinas Fc de 1IgG4 que incluyen una region bisagra tenian una secuencia N
terminal de Glu-Ser-Lys-Tyr-Gly-Pro-Pro-Cys Pro-Ser-Cys-Pro-CH2-CH3 [SEQ ID NO: 17. Las secuencias de
aminoacidos y las secuencias N terminales de las proteinas expresadas en los transformantes se dan en la siguiente
tabla 1.

Tabla 1
i i , Resultados del andlisis de secuencias
Transformantes Sec-uenmas N terminales Met-[SEQ ID
NO:]-CH2-
Dimero Mondémero
HM11200 Met-Ser-Cys-Pro-CH2- [18] Ser-Cys-Pro-CH2 Pro-CH2
HM11201 Met-Pro-Ser-Cys-Pro-CH2-[19] Pro-Ser-Cys-Pro-CH2  |Pro-Ser-Cys-Pro-CH2
HM11204 Met-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro-CH2 [20] Pro-Ser-Cys-Pro-CH2 [mezclado
HM11205 Met-Cys-Pro-CH2-CH3 [21] - Pro-CH2

Los datos del analisis de secuenciacion de aminoacidos revel6 que se procesaron los fragmentos Fc replegados de los
cuerpos de inclusion producidos por los transformantes de E. coli utilizados en la presente invencién para tener una
secuencia N terminal precisa desprovista del residuo de metionina inicial. El producto de proteina que permanece en
forma monomérica aun después del replegado esta privado de residuos cisteina, y por tanto, no puede formar dimeros.
Ademas, como es evidente de la FIG. 1, la porcion de mondmero en los fragmentos Fc replegados difiere de un
transformante a otro, y no existen dimeros en HM11205. Estos resultados indican que la secuencia de aminoéacidos del
sitio N terminal tiene una gran influencia sobre el procesado del extremo N terminal, de modo que se puede obtener
una proteina que tenga una secuencia N terminal deseada modulando la secuencia N terminal. Las proteinas, ain si
tienen la misma secuencia de aminoacidos, se pueden procesar de forma diferente dependiendo de las condiciones de
cultivo de las células huésped de E. coli, en especial la temperatura del cultivo, como se revel6 por medio de las
siguientes pruebas. El HM11200, cuando se hizo crecer a bajas temperaturas (28 °C~32 °C), expreso la proteina de
fusion Fc en forma solubilizada en la misma cantidad que en forma de cuerpo de inclusién. La forma solubilizada de la
proteina de fusidn Fc existi6 como mondémero desprovisto de la secuencia de aminoacidos N terminal Met-Ser-Cys.
Por tanto, los presentes inventores reconocieron que se puede obtener una proporcién controlada de fragmentos Fc de
inmunoglobulina monomeéricos y diméricos modulando la secuencia de aminoacidos N terminal de la proteina Fc de
fusién y la condicion del cultivo de células huésped.

Para determinar cuantitativamente la expresién de regiones Fc de inmunoglobulina en los transformantes de E. coli, se
purificaron regiones Fc de inmunoglobulina de la solucién de replegado usando una columna de afinidad de proteina-A
conocida por tener una fuerte afinidad para inmunoglobulinas, como sigue.

Se replegaron los cuerpos de inclusién recogidos por centrifugacion, y a continuacion se purificaron por medio de
cromatografia en columna. Después de que se equilibraran 5 ml de una columna de afinidad de proteina A
(Pharmacia) con PBS, 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 tampon Tris 10 mM (pH 8,0).
A continuacion, se llevé a cabo una cromatografia en columna de intercambio anioénico secundaria usando 50 ml de
una columna Q HP 26/10 (Pharmacia). Se cargaron las regiones de Fc de inmunoglobulina recombinante purificadas
primarias en la columna Q-Sepharose HP 26/10 (pharmacia), y se eluy6 la columna con un gradiente lineal (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 las regiones
Fc de Ig recombinante, y los resultados se dan en la tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2

Plasmidos Transformantes Efr?f?ci?;?énrfo dsed;;)éﬁfrrsifn después de
pmSCPFc HM11200 5-6 g/l

pmPSCFc HM11201 4-5 g/l

pmCPSFc HM11204 4-5 g/l

pmCPFc HM11205 3-4 g/l

Ejemplo 2: Construccion del vector de expresion de la region Fc de inmunoglobulina IgG1 humana, expresién y
purificacién de la region Fc de IgG1, y andlisis de secuencia N terminal

<2-1> Construccion del vector de expresion de la region Fc de 1IgG1

Para clonar una regién Fc de cadena pesada que incluye la regién bisagra de inmunoglobulina IgG1 humana, se llevo
a cabo una RT-PCR de la misma manera que en el ejemplo <1-1>. Para amplificar genes que tienen secuencias N
terminales diferentes, se usaron los siguientes cebadores.

Tabla 3
Secuencia de cebadores en 5' usados
Secuencia de cebador 5' [SEQ ID NO:]

5'GGA ATT CCA TAT GGA GCC CAAATC TTG TGA CAA AAC TCA
MEPK ,

C 3'[61]

5'GGA ATT CCATAT GTC TTG TGA CAA AAC TCA CAC ATG CCC
MSCD .

3'[62]

5'GGA ATT CCA TAT GGA CAA AAC TCA CAC ATG CCCACCGTG
MDKT ,

C 3'[63]

5'GGG AAT TCC ATA TGT GCC CAG CACCTG AAC TCC TGG GG
MCPA [64]

5'GGG AAT TCC ATATGC CCAAAT CTT GTG ACA AAACTCAC
MPKS [65]

5'GGG AAT TCC ATA TGT GCC CAC CGT GCC CAG CAC CTG AAC
MCPP

TCC [66]

5'GGA ATT CCA TAT GCC ACC GTG CCC AGC ACCTGA ACT CCT
MPPC )

G 3 [67]

5'GGA ATT CCA TAT GCC GTG CCC AGC ACC TGA ACT CCT GGG
MPCP G 2 [68]

Como para el cebador 3', presentd la secuencia de 5' -CGC GGA TCC TCATTT ACC CGG AGA CAG GGA GAG GCT
CTT C-3'[SEQ ID NO: 69] y se us6 para la amplificacion de todos los genes con secuencias N terminales diferentes.
Para facilitar un procedimiento de clonacién génica posterior, se introdujo un sitio de reconocimiento Nde | en cada uno
de los cebadores en 5', y un sitio de reconocimiento BamHI en el cebador en 3'. Los productos de region Fc
amplificados con pares de cebadores se insertaron en un vector, dando asi los respectivos plasmidos recombinantes
designados por tener partes de la secuencia de aminoéacidos total
Glu-Pro-Lys-Ser-Cys-Asp-Lys-Thr-His-Thr-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro [SEQ ID NO: 14] de la region bisagra de 1IgG1 como
sigue. El plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador de MEPK se denomindé pMEPKFc1, y se ancl6 al
mismo una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de IgG1, comenzando con Met-Glu-Pro-Lys (Met-[SEQ ID
NO: 48]), que se analizdé por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 22, correspondiente a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 23. El plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador de MSCD
se denomin6 pMSCKFcl, y se anclé al mismo una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de IgG1, comenzando
con Met-Ser-Cys-Asp (Met-[SEQ ID NO: 49]), que se analiz6 por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID
NO. 24, correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 25. Un plasmido que contenia un gen
amplificado con el cebador de MDKT se denomindé pMDKTFc1, y se anclé al mismo una secuencia de ADN que
codifica el CH2 y CH3 de IgG1, comenzando con Met-Asp-Lys-Thr (Met-[SEQ ID NO: 50]), que se analizé por medio de
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secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 26, correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.
27. Un plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador de MCPA se denominé pMCPAFc1, y se ancl6 al
mismo una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de IgG1, comenzando con Met-Cys-Pro (Met-[SEQ ID NO:
51]), que se analizé por medio de secuenciacién de bases para tener SEQ ID NO. 28, que corresponde a SEQ ID NO.
29. Un plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador MPKS se denominé pMPKSFc1, y se anclé al mismo
una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de 1gG1, comenzando con Met-Pro-Lys-Ser (Met-[SEQ ID NO:52]),
que se analizé por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 30, que corresponde a SEQ ID NO. 31.
Un plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador de MCPP se denominé pMCPPFc1, y se ancl6 al mismo
una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de IgG1, comenzando con Met-Cys-Pro-Pro (Met-[SEQ ID NO: 53]),
que se analizé por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 32, que corresponde a SEQ ID NO. 33.
Un plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador de MPPC se denomind pMPPCFc, y se anclé al mismo
una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de IgG1, comenzando con Met-Pro-Pro-Cys (Met-[SEQ ID NO: 54]),
que se analizé por medio de secuenciacién de bases para tener SEQ ID NO. 34, que corresponde a SEQ ID NO. 35.
Un plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador de MPCP se denominé pMPCPFc, y se anclé al mismo
una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de IgG1, comenzando con Met-Pro-Cys-Pro (Met-[SEQ ID NO: 55]),
que se analizé por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 36, correspondiente a SEQ ID NO. 37.
Los vectores de expresion se transformaron en BL21 (DE3) de E. coli para preparar transformantes respectivamente
designados como  BL21/pMEPKFcl(HM11206), BL21/pMSCDFcl(HM11207), BL21/pMDKTFcl(HM11208),
BL21/pMCPAFcl(HM11209) BL21/pMPKSFcl(HM11210), BL21/pMCPPFcl(HM11211), BL21/pMPPCFcl(HM11212) y
BL21/pMPCPFcl(HM11213).

<2-2> Expresion y purificacion de Fc de 1gG1

Como en el caso de IgG4, los transformantes bacterianos preparados en el ejemplo <2-1> se inocularon en
fermentadores respectivos (Marubishi Company) y se dejo que crecieran, seguido de la determinacion de si
expresaban los fragmentos de region Fc de inmunoglobulina.

En primer lugar, se hizo crecer cada transformante en 100 ml de medio LB con agitacién durante la noche y se inoculé
en el fermentador para un cultivo a gran escala. Se mantuvo el fermentador a 28 °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 agitd a 500 rpm. 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 de fermentacion de las bacterias. Cuando
los cultivos alcanzaron un valor de DOgoo de 80, se afiadié un inductor, IPTG, a los cultivos para inducir la expresion de
proteinas. Se cultivaron los cultivos adicionalmente durante de 40 a 45 h para incrementar el valor de DO a 600 hm
hasta de 100 a 120.

La expresion de inmunoglobulina Fc, la formacion de cuerpos de inclusion, y la formacion de dimeros del Fc de Ig
expresado en los transformantes de E. coli se examinaron como sigue. Para investigar la expresion intracelular global
de las regiones Fc de inmunoglobulina, se alicuotaron las soluciones fermentadas antes y después de la induccion.

Se mezclaron partes de las soluciones fermentadas con volimenes iguales de tampon de muestra de proteina 2x y se
sometié a electroforesis en un gel SDS-PAGE al 15 % (Criterion Gel, Bio-Rad) en las siguientes condiciones
reductoras. Los resultados de la electroforesis se dan en la FIG. 7. Se hizo correr un control de Fc de IgG4 en el carril
1, mientras que los niveles de expresion del transformante HM11208 de acuerdo con el tiempo se muestran en los
carriles 2 a 4 y los niveles de expresion del transformante HM11206 de acuerdo con el tiempo en los carriles 5a 7. Los
niveles de expresion en los transformantes HM11207, HM11212, HM11209, HM11210, HM11213 y HM11211 se
muestran en los carriles 8 a 13, respectivamente. Como se observa en la FIG. 7, una Unica banda de 30 kDa (region
Fc), que no se observé antes de la induccién de IPTG, aparecié de forma muy clara en todas las muestras sometidas
ainduccion de IPTG, lo que indica que se expresaron las regiones Fc de IgG1 recombinante en contraste con el control
G4Fc. Ademas, se sobreexpresaron las regiones Fc, ascendiendo a al menos aproximadamente un 30 % de la
cantidad total de proteinas expresadas.

Para determinar cuantitativamente la expresion de regiones Fc de inmunoglobulina en los transformantes de E. coli, se
purificaron regiones Fc de inmunoglobulina de la solucién de replegado usando una columna de afinidad de proteina-A
conocida por tener una fuerte afinidad para inmunoglobulinas de la misma manera que se us6 para Fc de IgG4.

De los transformantes, se midio el transformante de plasmido pMSCDFc para tener la mayor tasa de expresion, que
ascendia hasta 340 mg por 10 g de cuerpo de inclusion, mientras que los transformantes pMDKTFc, pMEPKFc,
pMPPCFc y pMPCPFc mostraron tasas de expresion de 133,3 mg, 159 mg, 110 mg y 120 mg, respectivamente.

Se midi6 el contenido de Fc de IgG1 dimérico en los productos expresados de la misma manera que se usé para el
contenido de Fc de IgG4 dimérico. Se rompieron las células de las soluciones de fermentacién usando un
ultrasonicador (Misonix Company). Se centrifug6 el lisado celular asi obtenido para separar las sustancias solubles en
agua de las sustancias insolubles en agua. Se descubrié que la mayoria de las sustancias sobreexpresadas existian
como cuerpos de inclusién, medido por electroforesis en SDS-PAGE al 15 %. Se replegaron los cuerpos de inclusién
para examinar hasta qué grado se replegé el Fc y si se formaron y hasta qué grado las regiones Fc diméricas. Se
purificaron las proteinas Fc replegadas usando una columna de afinidad de proteina-A y se mezclaron con un tampon
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de muestra de proteina libre de agente reductor, tal como DTT o beta-mercaptoetanol, seguido de electroforesis en
SDS-PAGE al 15 % (Criterion Gel, Bio-Rad). Se visualizaron las bandas de proteina con un colorante tal como
Coomassie Brilliant.

La FIG. 8 es una fotografia tomada de un gel en el que se hicieron correr los aislados de la columna de proteina-A de
las proteinas replegadas a partir de los cuerpos de inclusion expresados por el reformante HM11208 (carril 1), por el
reformante HM11206 (carril 2), por el reformante HM11207 (carril 4), por el reformante HM11212 (carril 5) y por el
reformante HM11213 (carril 7) en presencia de un campo eléctrico en una condicién no reductora, junto con una
proteina Fc de IgG4 usada como control (carriles 3, 6, y 8). Como se muestra en la FIG. 8, se descubrié que todos los
fragmentos Fc de IgG1 usados en la muestra forman dimeros, aunque la cantidad de los mismos diferia en cierto
grado.

<2-3> Andlisis de secuencia N terminal

Como se reconoce en el caso de Fc de 1gG4, la secuencia de aminoacidos N terminal determiné el procesado
postraduccional en cuanto a si permanecio el residuo de metionina inicial o si se proces6 con precision el residuo de
metionina inicial, o junto con otros residuos para dar secuencias de aminoacidos diferentes de la deseada. Para
examinar si el residuo de metionina se procesé por proteasas de E. coli, se analizaron diferentes secuencias de
aminoacidos N terminales de las regiones Fc de IgG1 por el Basic Science Research Institute, Seul, Corea. Los
resultados del andlisis se resumen en la tabla 4, a continuacion.

Tabla 4

Transformantes Resultados de secuenciacion N terminal (dimeros)
HM11208 Met

HM11206 Met

HM11207 Ser

HM11212 Pro

HM11213 Pro

Como se observa en la tabla 4, el residuo de metionina inicial permanece sin procesar en los transformantes de
HM11208 y HM11206, en los que se sobreexpresaron las regiones Fc de IgG1l en formas diméricas mientras los
productos fermentados de HM11207, HM11212 y HM11213 no tienen residuos de metionina iniciales como resultado
del procesado postraduccional preciso.

Tomados juntos, los datos obtenidos por medio de los experimentos mencionados anteriormente indican que cuando
se expresa una region Fc de IgG1 en E. coli, la secuencia N terminal de la misma determina la expresion, el nivel de
expresion, la proporcion de dimero y el procesado N terminal de la misma, y esas regiones Fc desprovistas de residuos
de metionina iniciales se pueden producir en una escala en masa aprovechando la secuencia N terminal. Las regiones
Fc de IgG1 obtenidas de acuerdo con la presente invencion se pueden usar para potenciar la semivida en suero y la
actividad fisiologica del polipéptido fisiologicamente activo unido a las mismas sin induccién de respuesta inmunitaria
debida a la adicion de residuos de aminoacidos exdgenos.

Ejemplo 3: Construccion del vector de expresion de la region Fc de inmunoglobulina 1IgG2 humana
<3-I> Construccidn del vector de expresion de la region Fc de 1gG2
Para clonar una region Fc de cadena pesada que incluye la region bisagra de 1gG2, se llevo a cabo una RT-PCR de la

misma manera que se usoé para la regién Fc de IgG4. Para amplificar genes que tienen secuencias N terminales
diferentes, se usaron los siguientes cebadores.
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Tabla 5

Secuencias de cebador 5' [SEQ ID NO:]

G2MPPCSS |5' GGG AAT TCC ATA TGC CAC CGT GCC CAG CAC CAC CTG
TGG CAG G 3'[70]

G2MPCPSS |5 GGG AAT TCC ATA TGC CGT GCC CAG CAC CAC CTG TGG
CAG GAC 3'[71]

G2MCPSS |5 GGG AAT TCC ATA TGC GCC CAG CAC CAC CTG TGG CAG
GAC 3'[72]

G2MCCVSS |5 GGG AAT TCC ATA TGC GTT GTG TCG AGT GCC CAC CGT
GCC CAG C 3'[73]

G2MCVESS |5 GGG AAT TCC ATA TGC GTG TCG AGT GCC CAC CGT GCC
CAG CAC C 3'[74]

El cebador 3', presento la secuencia de 5' -CGC GGA TCC TCA TTT ACC CGG AGA CAG GGA GAG GCT CTT C-3'
[SEQ ID NO: 75] y se aplicé para la amplificacién de todos los genes con secuencias N terminales diferentes. Para
facilitar un procedimiento de clonacién génica posterior, se introdujo un sitio de reconocimiento Nde | en cada uno de
los cebadores en 5', y un sitio de reconocimiento BamHI en el cebador en 3'. Los productos de regién Fc amplificados
con pares de cebadores se insertaron en un vector, dando asi los respectivos plasmidos recombinantes designados
por tener partes de la secuencia de aminoacidos total Glu-Arg-Lys-Cys-Cys-Val-Glu-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro [SEQ ID
NO: 15] de la regién bisagra de 1gG2, como sigue. El pldsmido que contenia un gen amplificado con el cebador de
G2MPPCSS se denominé pmPPCG2Fc, y se ancl6é al mismo una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de
IgG2, comenzando con Met-Pro-Pro-Cys (Met-[SEQ ID NO: 56]), que se analizé por medio de secuenciacion de bases
para tener SEQ ID NO. 38, correspondiente a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 39. El plasmido que
contenia un gen amplificado con el cebador G2ZMPCPSS se denominé pmPCPG2Fc y se anclé al mismo una
secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de IgG2, comenzando con Met-Pro-Cys-Pro (Met-[SEQ ID NO: 57]), que
se analiz6 por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 40, correspondiente a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 41. Un plasmido que contenia un gen amplificado con el cebador G2ZMCPSS se denomin6
pmCPG2Fc y se anclé al mismo una secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de 1gG2, comenzando con
Met-Cys-Pro (Met-[SEQ ID NO: 58]), que se analiz6é por medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 42,
correspondiente a la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO. 43. Un plasmido que contenia un gen amplificado con
el cebador G2MCCVSS se denominé pmCCVG2Fc, y se anclé al mismo una secuencia de ADN que codifica el CH2 y
CH3 de 1gG2, comenzando con Met-Cys-Cys-Val-Glu-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro (Met-[SEQ ID NO: 59]), que se analiz6 por
medio de secuenciacion de bases para tener SEQ ID NO. 44, que correspondia a SEQ ID NO. 45. Un plasmido que
contenia un gen amplificado con el cebador G2MCVESS se denomin6 pmCVEG2Fc y se anclé al mismo una
secuencia de ADN que codifica el CH2 y CH3 de 1gG2, comenzando con Met-Cys-Val-Glu-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro
(Met-[SEQ ID NO: 60]), que se analiz6 por medio de secuenciacidon de bases para tener SEQ ID NO. 46, que
corresponde a SEQ ID NO. 47. Los vectores de expresion se transformaron en BL21 (DE3) de E. coli para preparar
transformantes designados respectivamente BL21/pmPPCPG2Fc (HM11206), BL21/pmPCPG2Fc (HM11207),
BL21/pmCPG2Fc (HM11216), BL21/pmCCVG2Fc (HM11217) y BL21/pmCVEG2Fc (HM11218).

<3-2> Expresion, purificacion y andlisis de la secuencia N terminal de Fc de IgG2

Como en el caso de IgG4, los transformantes bacterianos preparados en el ejemplo <3-1> se inocularon en
fermentadores respectivos (Marubishi Company) y se dejé que crecieran, seguido de la determinacion de si
expresaban los fragmentos de region Fc de inmunoglobulina. Las condiciones de cultivo no eran significativamente
diferentes de las establecidas para Fc de 1gG4. Se descubrié que los fragmentos de region Fc de I1gG2 se
sobreexpresaron en varias condiciones, incluyendo temperatura, composicion del medio, concentracion inductora,
etc. medido por SDS-PAGE en una condicion reductora. La FIG. 9 muestra el resultado de un SDS-PAGE al 15 % de
las soluciones de fermentacion mezclado con voliumenes iguales de tampon de muestra de proteina 2x. Se uso6 un
fragmento Fc de IgG4 como control en el carril 1 mientras se hicieron correr los fragmentos expresados por el
HM11214, HM11215, HM11216, HM11217 y HM11218 en los carriles 2 a 6, respectivamente. Como se observa en la
FIG. 9, los cinco transformantes usados en el experimento sobreexpresaron los fragmentos Fc.

Se midio6 el contenido de Fc de 1gG4 dimérico en los productos expresados de la misma manera que se describid
anteriormente. Se rompieron las células de las soluciones de fermentacion y se replegaron las sustancias insolubles
en agua del lisado celular, después de eso s6lo se purificaron los fragmentos de regidn Fc usando una columna de
afinidad de proteina-A. Se mezclaron los productos de expresion purificados con un tampén de muestra de proteina,
tal como DTT o beta-mercaptoetanol, y se separaron en un SDS-PAGE al 15 % (Criterion Gel, Bio-Rad). Se
visualizaron las bandas de proteina con un colorante tal como Coomassie Brilliant. La FIG. 10 muestra el resultado de
la electroforesis. Se us6 un fragmento Fc de IgG4 como control en los carriles 1 y 7 mientras que se observaron
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dimeros del fragmento del HM11214, HM11215, HM11216, HM11217, y HM11218 en los carriles 2 a 6. Como se
entiende de los datos de la FIG. 10, los productos de expresion de los transformantes, aunque son diferentes entre si
con respecto a la secuencia N terminal o condicién de expresion, todos pueden formar dimeros.

Para examinar si el residuo de metionina se procesa por proteasas de E. coli, se analizaron diferentes secuencias de
aminodacidos N terminales de las regiones Fc de 1gG4 dimérico por el Basic Science Research Institute, en Sedl,
Corea. Se retir6 el residuo de metionina inicial de los productos de los transformantes HM11214 y HM11215, de los
que ambos tienen un residuo prolina en la posicion 2.

Como es evidente de estos experimentos, las regiones Fc de 1gG2 se pueden expresar en una escala en masa en E.
coli. Ademas, los datos obtenidos en los experimentos mencionados anteriormente indican que la secuencia N
terminal de una regién Fc de IgG1l determina la expresion, el nivel de expresién, la proporcion de dimero y el
procesado N terminal de la misma, y esas regiones Fc desprovistas de residuos de metionina iniciales se pueden
producir en una escala en masa aprovechando la secuencia N terminal. Las regiones Fc de IgG1 obtenidas de acuerdo
con la presente invencion se pueden usar para potenciar la semivida en suero y la actividad fisiolégica del polipéptido
fisiol6gicamente activo unido a las mismas sin induccién de respuesta inmunitaria debida a la adicion de residuos de
aminoacidos exdgenos.

Ejemplo 4: Ensayo de union a C1q usando ELISA

Para determinar si los derivados preparados en el ejemplo <I-2>y las proteinas correspondientes a las regiones Fc de
las inmunoglobulinas, expresadas en los transformantes de E. coli y purificadas, se unen a C1q humana, se llevé a
cabo un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) como sigue. Como grupos de prueba, se usaron
regiones Fc de inmunoglobulina producidas por los transformantes HM11200 y HM11201 preparados en los ejemplos
anteriores. Como estandar, se usé una inmunoglobulina glucosilada (IVIGG-globulin S, Green Cross PBM). Se
prepararon muestras de prueba y estandar en tampoén carbonato 10 mM (pH 9,6) a una concentracion de 1 ug/ml. Se
tomaron alicuotas de las muestras en una placa de 96 pocillos (Nunc) en una cantidad de 200 ng por pocillo, y se
recubrio la placa durante la noche a 4 °C. A continuacion, se lavo tres veces cada pocillo con PBS-T (NaCl 137 mM,
KCl 2 mM,Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, Tween 20 al 0,05 %), se bloqueé con 250 pl de un tampoén 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 concentracion predeterminada y se
afiadieron a pocillos recubiertos de anticuerpo, y se incubé la placa a temperatura ambiente durante 1 h y se lavé con
PBS-T tres veces. Después de esto, se afiadieron 2 uyg/ml de C1q (R&D Systems) a la placa y se hicieron reaccionar a
temperatura ambiente durante 2 h, y se lavé la placa con PBS-T seis veces. Se afiadieron a cada pocillo 200 ul de un
dilucién 1:1000 de un conjugado anticuerpo anti-C1q humana humano-peroxidasa (Biogenesis, EE. UU.) en el tampdn
de blogueo y se hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante 1 h. Después de que se lavara cada pocillo con
PBS-T tres veces, se mezclaron volimenes iguales de reactivos colorantes A y B (Color A: peréxido estabilizado y
Color B: cromogeno estabilizado; DY 999, R&D Systems), y se afiadieron 200 ul de la mezcla a cada pocillo, seguido
de incubacién durante 30 min. A continuacién, se afadieron a cada pocillo 50 pl de una solucién de terminacion de
reaccion, acido sulfarico 2 M. Se leyé la placa usando un lector de microplacas (Molecular Device). Se midio la
absorbancia de las muestras estandar y de prueba a 450 nm, y los resultados se dan en la FIG. 2.

Como se muestra en la FIG. 2, las proteinas de region Fc de inmunoglobulina producidas en E. coli de acuerdo con la
presente invencion presentaron una reduccién marcada en la afinidad de unién a C1q. Estos resultados indican que las
proteinas de region Fc de inmunoglobulina producidas por la presente invencion rara vez presentan el riesgo de inducir
respuestas inmunitarias tales como citotoxicidad e inflamacion en el cuerpo cuando se usa un vehiculo para
polipéptidos fisiologicamente activos en una forma conjugada.

Ejemplo 5: Ensayo de unién a FcyRI, FcyRHI y FcRnaf2 usando ELISA

Se sabe que el Fc de inmunoglobulina se une a los receptores de hematocitos a FcyRI y FcvRIIl para mediar en las
funciones efectoras tales como citotoxicidad dependiente de anticuerpo. Para determinar si el Fc de inmunoglobulina
producido en E. coli media en dichas funciones efectoras, se obtuvo cada uno de los receptores y se sometio a ensayo
para determinar la capacidad de unién por medio de un ELISA. Ademas, se sometio a ensayo el Fc de inmunoglobulina
para determinar la union al receptor FcRn, que se sabe que tiene influencia sobre el metabolismo in vivo de
inmunoglobulina, de la misma manera.

<5-1> Construccién de cepas de expresion de FcyRI/ FevRIll y FcRnaf32 humanos

Se aislé ARN total de células mononucleares de sangre periféricas humanas usando un kit (Qiagen), y se usé para
buscar genes que codifican dominios de unién a ligandos extracelulares de FcyRI, FcvRIIl y FcRnaf2 humanos por
medio de RT-PCR y PCT. Se fusionaron los genes a un gen GST (glutatién S-transferasa) y se clonaron en vectores de
expresion de células de mamiferos respectivos anclando a los mismos un gen deshidrofolato reductasa. Se transfecto
el plasma pHMO00OQ recombinante asi preparado en células CHO. A este respecto, se inocularon células CHO en un
recuento de 1x10° células por placa de cultivo de 6 cm, se incubé a 37 °C o 24 horas en una incubadora con CO: al
5 %, y se lavo dos veces con Opti-MEM (Gibco., n.° Cat. 31985-070). Se mezcl6 un 1 ml de Opti-MEM que contenia 10
ug de pHMO0O con 1 ml de reactivo Lipofectamine™ (Invitrogen, n.° Cat. 18324-020). Después de que se dejara en
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reposo durante 20 min, se afiadi6 la mezcla resultante a las células CHO preparadas. Se incubaron estas células a
37 °C durante 18 horas en una incubadora con CO; al 5 % y se refrescaron con DMEM/F12, complementado con suero
fetal bovino al 10 % y penicilina-estreptomicina al 1 %, antes de la incubacion durante 48 horas adicionales. Para
seleccionar cepas transformadas, se trataron las células con tripsina al 0,5 % (Gibco., n.° Cat. 15400-054) en el medio
de seleccion o-MEM (Welgene, n.° Cat. LMO008-02) que incluia suero fetal bovino dializado al 10 %,
penicilina-estreptomicina al 1 %, y 800ug/ml de geneticina (Mediatech, n.° Cat. 61-234RG), seguido de centrifugacion.
Se transfectaron las células asi transformadas a una placa de cultivo T25 (Nunc) y se cultivé a 37 °C en una
incubadora de CO; al 5 % hasta una confluencia de un 90 % o mayor. Para determinar los niveles de expresion de
FcyRI, FcyRIIl y FcRnaf;, se incubaron las cepas seleccionadas a 37 °C en una incubadora de CO; al 5 % con
concentraciones incrementadas de MTX (Sigma, n.° Cat. M-8407) de 20 nM por un incremento de 20 nM cada dos
semanas.

<5-2> Produccién y purificaciéon de FcyRI, FcyRIIl 'y FcRnaB, humanos

Se purificaron los FcyRI, FcyRIll y FcRnap2 como sigue. Se inocularon las cepas de células seleccionadas en Cell
Factory (Nunc, n.° Cat. 170009) en un recuento de 3,5%10° células por fabrica se dej6 que crecieran a 37 °C durante 48
horas en una incubadora de CO; al 5%, y a continuacion se lavé dos veces con 1 litro de PBS por fabrica. Se
complementaron las células con 1 litro del medio de produccion CHO-A-SFM que contenia butirato de sodio 0,3 mM
(Sigma, n.° Cat. B-5887) y se cultivé a 33°C en una incubadora de CO, al 5%, durante esto se recupero el
sobrenadante de expresién cada dos dias 7 veces en total. Se centrifug6 el sobrenadante recogido, se filtr6 a través de
un sistema de filtracion de 0,22 ym (Corning), se concentré usando un sistema de concentracion (PALL, n.° Cat. PN
0OS010C70), y se carg6 en resina Sepharose FF quelante (Amersharm Pharmacia, n.° Cat. 17-0575-02) se carg6 con
sulfuro de niquel 0,1 M (Sigma, n.° Cat. N4887), de modo que los GST de FcyRI, FcyRIll, y FcRnaB2 se unieron al
niquel. Se separaron los FcyRI, FcyRIIl, y FcRna2 unidos y se purifico a partir de la columna usando NaPi(pH 8,0)
50 mM, NaCl 300 mM, y imidazol 250 mM.

<5-3> Ensayo de unién a FcyRI

Se diluyé el FcyRI purificado en el ejemplo <5-2> hasta una concentracion de 0,75 ug/ml en PBS (pH 7,4), se alicuoté
en una placa de 96 pocillos (Nunc, Maxisorp) en una cantidad de 100 pl por pocillo, y se incuboé durante 18 horas a4 °C
de modo que el receptor se uni6 al fondo de la placa de 96 pocillos. Se lavo tres veces cada pocillo de la placa de 96
pocillos con 300 pl de un tampdn de lavado PBS (pH 7,4) que contenia Tween-20 al 0,05 % (Amresco, n.° Cat. 0777).
A continuacion, se afadieron 300 pl de PBS (pH 7,4) que contenia Tween-20 al 0,1 % y BSA al 3 % (seroalbimina
bovina, Amresco, n.° Cat. 0332) a cada pocillo para evitar la unién no deseada de otras sustancias al fondo del pocillo
y se incub6 a 37 °C durante 1 hora, después de esto la solucién de reaccion se retir6 completamente de los mismos.
Con la IgG sérica humana y el Fc separados por el tratamiento de IgG sérica humana sirviendo la papaina como
controles, se diluyeron HM11200 y el producto de HM11201 purificado en el ejemplo 2 hasta una concentracion de 9
ug/ml en tampones de ensayo respectivos, seguido de la repeticién de la dilucién en serie 1:3 con el tampdn de ensayo
siete veces. Se colocaron 100 pl de la dilucién en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se dejo que reaccionara a
25 °C durante 2 horas con agitacion a una tasa constante, y los pocillos se lavaron seis veces con un tampoén de
lavado. Para examinar si el HM11200, el producto de HM11201 y los controles, de los que todos se anclaron al fondo
de la placa de pocillos, se unieron a FcyRI, se colocé una dilucion 1:100000 de un anticuerpo de cadena pesada
anti-humano de cabra conjugado con HRP (Chemicon, AP309P) en un tampén de ensayo en un volumen de 100 ul en
cada pocillo y se dejé que reaccionara a 25 °C durante 2 horas con agitacion a una tasa constante. Después de lavar
seis veces con un tampodn de lavado, se colocaron 100 pl de un sustrato (BD bioscience, n.° Cat. 555214), que podia
reaccionar con la HRP conjugada con el anticuerpo, en cada pocillo y se hizo reaccionar a 25 °C durante 20 min. Se
termino la reaccion con acido sulfarico 2 Ny se midio la intensidad de color con un lector de ELISA (Molecular Devices,
lector de microplacas) a 450 nm. Como se observa en la FIG. 3, casi ninguna de las proteinas Fc producidas en E. coli
se unieron a FcyRI mientras que la IgG humana y Fc, ambos glucosilados, se asociaron fuertemente con FcyRI.

<5-4> Ensayo de union a FcyRIlI

Con la IgG sérica humana y el Fc separados por el tratamiento de IgG sérica humana sirviendo la papaina como
controles, se diluyeron HM11200 y el producto de HM11201 purificado en el ejemplo <I-2> hasta una concentracion
de 9 pg/ml en el tampdn carbonato respectivo (pH 9,0), seguido de la repeticiéon de la diluciéon en serie 1:3 con el
tampon carbonato siete veces. Se colocaron 100 pl de la dilucién en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se
incubd a 4 °C durante 18 horas de modo que se unieron al fondo de la placa de 96 pocillos. Se lavé tres veces cada
pocillo de la placa de 96 pocillos con 300 pl de un tampon de lavado que consistia en PBS (pH 7,4) que contenia
Tween-20 al 0,05 % (Amresco, n.° Cat. 0777). A continuacion, se afadieron 300 uyl de un tampdn de ensayo que
consistia en PBS (pH 7,4) que contenia Tween-20 al 0,1 % y leche en polvo desnatada al 5 % (Difco, n.° Cat. 232100)
a cada pocillo para evitar la uniéon no deseada de otras sustancias en el fondo del pocillo, y se incubé a 37 °C durante
1 hora, seguido de la retirada completa de la solucion de reaccion. Se diluy6 el FcyRIII purificado en el ejemplo <4-2>
hasta una concentracién de 1 pg/ml en la solucién de ensayo. Se colocaron 100 pl de la dilucion en cada pocillo de una
placa de 96 pocillos y se dejé que reaccionara a 25 °C durante 2 horas con agitaciéon a una tasa constante. Se lavaron
los pocillos seis veces con un tampon de lavado. Se diluy6 1:10000 un anticuerpo anti-GST de conejo (Chemicon,
AB3282), que se podia unir a la GST (glutation S-transferasa) de FcyRIll asociado con el HM11200, el producto de
HM11201 y los controles, en el tampdn de ensayo, y se colocaron 100 ul de la dilucién en cada pocillo y se dejo que
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reaccionara a 25 °C durante 2 horas con agitaciéon a una tasa constante. Posteriormente, después de lavar seis veces
con un tampoén de lavado, se colocaron 100 ul de una dilucién 1:7500 del anticuerpo contra el anticuerpo de conejo en
el tampon de ensayo en cada pocillo.

Después de la reaccion a 25 °C durante 2 horas con agitacion a una tasa constante, se lavo seis veces la placa de 96
pocillos con un tamp6n de lavado. Se afiadié un sustrato de la misma manera que en el ejemplo <5-3>y se midi6 la
intensidad de color con un lector de ELISA. Como se observa en la FIG. 4, casi ninguna de las proteinas FcyRIII
producidas en E. coli se unieron a FcyRI mientras que la IgG humana y Fc, ambos glucosilados, se asociaron
fuertemente con FcFcyRIIL.

<5-5> Ensayo de unién a FcRnaf;

Con la IgG sérica humana y el Fc separados por el tratamiento de IgG sérica humana sirviendo la papaina como
controles, se diluyeron HM11200 y el producto de HM11201 purificado en el ejemplo <I-2> hasta una concentracion
de 20 pg/ml en el tampodn carbonato respectivo (pH 9,0), seguido de la repeticion de la dilucion en serie 1:3 con el
tampon carbonato siete veces. Se colocaron 100 pl de la dilucidon en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se
incubé a 4 °C durante 18 horas de modo que se unieron en el fondo de la placa de 96 pocillos. Se lavé tres veces cada
pocillo de la placa de 96 pocillos con 300 uyl de un tampén de lavado que consistia en PBS (pH 7,4) que contenia
Tween-20 al 0,05 % (Amresco, n.° Cat. 0777). A continuacién, se afiadieron 300 pl de un tampoén de ensayo que
consistia en PBS (pH 7,4) que contenia Tween-20 al 0,1 % y BSA al 0,5 % (Amresco, n.° Cat. 0332) a cada pocillo para
evitar la unién no deseada de otras sustancias al fondo del pocillo, y se incubé a 37 °C durante 1 hora, seguido de la
retirada completa de la solucion de reaccion. Se diluyd el FcRnaB, purificado en el ejemplo <5-2> hasta una
concentracion de 3 ug/ml en la solucion de ensayo. Se colocaron 100 pl de la dilucion en cada pocillo de una placa de
96 pocillos y se dejo que reaccionara a 25 °C durante 2 horas con agitacion a una tasa constante. Se lavaron los
pocillos seis veces con el tampon de lavado. Se diluyé 1:10000 un anticuerpo anti-GST de conejo (Chemicon,
AB3282), que se podia unir a la GST (glutatién S-transferasa) de FcRnaf, asociado con el HM11200, el producto de
HM11201 y los controles, en el tampdn de ensayo, y se colocaron 100 ul de la dilucién en cada pocillo y se dejo que
reaccionara a 25 °C durante 2 horas con agitaciéon a una tasa constante. Posteriormente, después de lavar seis veces
con un tampon de lavado, se colocaron 100 ul de una dilucién 1:7500 de un anticuerpo contra el anticuerpo de conejo
en el tampon de ensayo en cada pocillo.

Después de la reaccion a 25 °C durante 2 horas con agitacién a una tasa constante, se lavo seis veces la placa de 96
pocillos con un tampon de lavado. Se afiadio un sustrato de la misma manera que en el ejemplo <5-2>y se midio la
intensidad de color con un lector de ELISA. Al igual que la IgG humana y el Fc glucosilado, como se observa en la FIG.
5, las proteinas Fc producidas en E. coli se unen fuertemente a FcRnaf..

Ejemplo 6: Preparacion y analisis farmacocinético del conjugado de EPO humana
<6-I> Preparacion de EPO humana

Para preparar un conjugado de EPO humana (eritropoyetina), en primer lugar, se amplificé un gen de EPO por medio
de RT-PCR usando ARN total aislado de células sanguineas y se clond en un vector pBluscript Il (Stratagen),
generando asi un vector pBlueEP. Para transferir el gen de EPO clonado en un vector de expresion de célula animal
pCMV/dhfr-(pCDNA3,1 (Invitrogen Company) que contenia un gen dhfr), se digirié el pBlueEP con Hindlll y BamHI, y
se insertd el fragmento que contenia el gen de EPO asi obtenido en el vector de expresion de célula animal tratado con
las mismas enzimas de restriccidn, proporcionando asi el pcmvEP. Este vector de expresion que lleva el gen de EPO
se transfectd en células CHO, una cepa de expresion de proteina, usando un reactivo Lipofectamine (Gibco). Se
trataron las células con concentraciones gradualmente incrementadas de MTX hasta 120 nM para elevar los niveles de
expresion de las mismas. Se expreso la EPO en niveles altos, mayores de 100 mg por litro.

<6-2> Preparacion del complejo EPO humana-PEG

Se mezcld ALD-PEG-ALD (Shearwater), un polietilenglicol de 3,4 kDa que tiene un grupo reactivo aldehido en ambos
extremos, con cantidades de tampon fosfato 100 mM que contenia la EPO preparada en <6-1> en una concentracion
de 5 mg/ml apropiada para formar un EPO: PEG de 1:1, 1:2,5, 1.5, 1:10y 1:20. A esta mezcla, se le afiadié un agente
reductor, cianoborohidruro de sodio (NaCNBHs, Sigma), a una concentracion final de 20 mM y se dejé que
reaccionaran a 4 °C durante 2 h agitacion suave para dejar que el PEG se una de forma selectiva al extremo amino
terminal de la EPO. Para obtener un complejo 1:1 de PEG y EPO, se someti6 la mezcla de reaccién a cromatografia de
exclusién por tamafio usando una columna SuperdexR (Pharmacia). Se eluy6 el complejo EPO-PEG de la columna
usando tampon fosfato de potasio 10 mM (pH 6,0) como tampdn de elucién, y se retiraron la EPO no unida a PEG,
PEG sin reaccionar y subproductos dimeros donde PEG se unié a dos moléculas de EPO. Se concentrd el complejo
purificado EPO-PEG hasta 5 mg/ml. Por medio de este experimento, se descubrid que la proporcién molar 6ptima para
EPO 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.

<6-3> Preparacioén del conjugado del complejo EPO humana-PEG y la region Fc de inmunoglobulina recombinante

Se uni6 el complejo EPO-PEG preparado en el ejemplo <6-2> a una region Fc de inmunoglobulina producida usando el
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HM11201 en el ejemplo <I-3>. En detalle, se disolvi6 el fragmento de regiéon Fc de inmunoglobulina (aproximadamente
53 kDa) preparado en el ejemplo <I-3> en tampodn fosfato 10 mM y se mezcl6é con el complejo EPO-PEG en una
proporcion molar de complejo EPO-PEG: region Fc de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8. Después de que se ajustara la concentracion
de tampon fosfato de la solucidn 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 descubrié que la proporcion molar éptima para el complejo EPO-PEG con respecto al
fragmento de region Fc, 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 reaccién a cromatografia liquida de alta presion
para eliminar sustancias sin reaccionar y subproductos. Se desal6 la solucién de reaccion de acoplamiento usando
una columna de desalado HiPrep 26/10 (Pharmacia) con tampén Tris 10 mM (pH 8,0). A continuacion, la solucion de
reaccion se cargé en 50 ml de una columna Q HP 26/10 (Pharmacia) en un caudal de 8 ml/min, y esta columna se
eluyo con un gradiente lineal de NaCl de 0 M-0,2 M para obtener las fracciones deseadas. Se cargaron de nuevo las
fracciones recogidas en una columna polyCAT 21,5x250 equilibrada con tampén acetato 10 mM (pH 5,2) en un caudal
de 15 ml/min, y se eluyd esta columna con un gradiente lineal NaCl de 0,1-0,3 M, proporcionando asi fracciones
altamente puras.

<6-4> Andlisis farmacocinético

La EPO natural preparada en el ejemplo <5-1>, Aranesp (Amgen) con un mayor contenido en acido sidlico para
incrementar la semivida del mismo, y el conjugado EPO-PEG-Fc (grupo de prueba) preparado en el ejemplo <5-3> se
inyectaron por via subcutanea en una dosis de 100 ug/kg en cinco ratas SD por grupo. Después de la inyeccion
subcutéanea, se recogieron las muestras de sangre a 0,5, 1, 2, 4, 6, 12, 24 y 48 h en los grupos de controly a 1, 12, 24,
30, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 240, 288, 336 y 384 h en los grupos de prueba. Se recogieron las muestras de
sangre en tubos de 1,5 ml, se coagularon y se centrifugaron durante 10 min usando un microcentrifugador de alta
velocidad Eppendorf para retirar las células sanguineas. Se midieron los niveles de proteina en suero por ELISA
usando un anticuerpo especifico para EPO.

La tabla 6, a continuacién, y la FIG. 6 muestran semividas en suero de la proteina natural y el conjugado de proteinas.
El conjugado de proteinas EPO-PEG-Fc (E. coli), preparado usando la region Fc de inmunoglobulina producida de
acuerdo con la presente invencion como vehiculo, presentdé una semivida en suero mucho mayor que la de la EPO
natural. Se descubrié que la semivida extendida serd mayor que la de Aranesp, conocido por ser una EPO de segunda
generacion EPO que tiene una semivida en suero larga.

Tabla 6

EPO Conjugado EPO-PEG-Fc Aranesp
Cmax (ng/ml) 30,4 192,8 96,8
Tmax (h) 12,0 48,0 12,0
Tuz°(h) 6,1 47,0 16,4
AUC" (ng.h/ml) 713 20436 4064
MKT? (h) 15,1 88 32
'Concentracién maxima en suero
*Tiempo que tarda en alcanzar la concentracion de farmaco maxima
*Semivida en suero de un farmaco
“Area bajo la curva de concentracion en suero frente al tiempo
*Media del tiempo que una molécula de farmaco reside en el cuerpo

Aplicabilidad industrial

Como se ha descrito hasta ahora, el procedimiento de acuerdo con la presente invencion permite una produccién en
masa de una region Fc de inmunoglobulina en una forma de cuerpo de inclusion en E. coli usando una regiéon Fc de
inmunoglobulina recombinante que comprende una regién bisagra. Cuando se une a una proteina fisiolégicamente
activa, la region Fc de inmunoglobulina producida se puede usar eficazmente para potenciar la semivida en suero y la
actividad fisiolégica de la proteina fisioldgicamente activa sin riesgo de inducir respuestas inmunitarias.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Hanmi

<120> Un procedimiento para la producciéon en masa de una region Fc de inmunoglobulina con residuos de
metionina iniciales eliminados
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<140> PCT/KR 06/003207
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<160> 75

<170> Patentin versiéon 3.3

<210> 1
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG4

<400> 1

gggcatatgt catgcccage acctgagttc ctgggggga 39
<210> 2

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador en 3' para amplificacion de Fc de IgG4

<400> 2

gggggatccc tatttaccca gagacaggga ga 32
<210> 3

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG4

<400> 3

gggcatatgc catcatgccc agcacctgag ttcctgggg 39
<210> 4

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223>

<400> 4
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gggcatatgt gcccatcatg cccageacct gagttcctgg

<210> 5
<211> 36
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

<400> 5

Secuencia artificial

gggcatatgt gcccageacc tgagttcctg ggggga

<210> 6
<211> 663
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

ADN

Homo sapiens

misc_feature

(1)..(663)

cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG4

cebador en 5' para amplificacion de Fc de 1gG4

proteina recombinante que codifica nucleétidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (region Fc de 1gG4)

Met-(Ser-Cys-Pro)-IgG4 Fc

<400> &
atgtcatgce

cceraaggaca
agecaggaag
dccaagacaa
accgtectge

ggccteocegt

cagcacctga
ctcteatgat
accccgaggt
agecegeggga
accaggactg

cotccatega

gtteetggyg

ctcceggace
ccagttcaac
ggagcagtte
gctgaacggc

gaaaaccate

ggaccatcag
cctgaggtcea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca

tccaaagcca

21

tettectgtt
cgtgegtggt
atggegtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt

aagggcagcce

cceeoccaaaa
ggtggacgtyg
ggtgcataat
cagecgtecete
ctccaacaaa

ccgagageca

40

36

60

120

180

240

300

360
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caggtgtaca ccctgcccec atcecaggag gagatgacca agaaccaggt cagectgacc

tgcoctggtca aaggettcta ccccagcgac atcgecgtgy agtgggagag caatgggeag

ccggagaaca actacaagac cacgoctcce gtgctggact ccgacggete cttettecte

ta&agcaqgc taaccgtgga caagagcagg tggcaggagg ggaatgtcett ctecatgctcee
gtgatgcatyg agygctctgca caaccactac acacagaaga gecteteect gtotetgggt

aaa |

<210> 7

<211> 221

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mat_peptide

<222> (1)..(221)

<223> proteina recombinante

Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (regién Fc de 1gG4)
Met-(Ser-Cys-Pro)-1gG4 Fc

<220>

<221> SITIO

<222> (2)..(4)

<223> fragmento de regién bisagra de IgG4 = SEQ ID NO: 18
<220>

<221> SITIO

<222> (5)..(221)

<223> Fc de 1gG4

<400> 7

Met Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
1 5 10 15

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
20 25 30

Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
35 40 45

22

420

480

540

600

660

663
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Phe

Pro
65

Thr

Val

Ala

Gln

Gly
145

Pro

Ser

'Glu

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<221>

aAsn Trp Tyr Val Asp
50

Arg Glu Glu Gln Phe
70

Val Leu His Gln Asp
85

Ser Asn Lys Gly Leu
100

Lys Gly Gln Pro Arg
115

Glu Glu Met Thr Lys
130

Phe Tyr Pro Ser Asp
150

Glu Asn Asn Tyr Lys
165

Phe Phe Leu Tyr Ser
180

Gly Asn Val Phe Ser
195

Tyr Thr Gln Lys Ser
210

8
666
ADN

Homo sapiens

misc_feature

<222> (1)..(666)
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Gly

35

Asn

Trp

Fro

Glu

Asn

135

Ile

Thr

Arg

Cys

Len
215

Val

Ser

Leu

Ser

Bro

120

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

200

Ser

Glu

Thr

aAsn

Ser

105

Gln

Val

Val

Pro

Thr

185

Val

Leu

<223> proteina recombinante que codifica nucle6tidos

23

Val

Tyr

Gly

20

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

170

vVal

Met

Ser

His

Arg

75

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

155

val

Asp

His

Len

Asn

60

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

140

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
220

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

125

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

205

Lys

Lys

Ser

Lys

Ile

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

190

Leu

Thr

Val

Cys

95

Serxr

Pro

Val

Gly

Asp

175

Trp

His

Lys

Leu

80

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

160

Gly

Gln

Asn
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Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (region Fc de 1gG4)

Met-(Pro-Ser-Cys-Pro)-lgG4Fc

10

15

20

;iggZatgat gcccagcace tgagttectg gggggaccat cagtctitcct gttccccccea 60
aaacccaagg acactctcat gatctcccgg acccctgagg tcacgtgegt ggtggtggac 120
gtgagccagg aagaccocga ggtccagitce aactggtacg tggatggeocgt ggaggtgeat 180
aatgccaaga caaagcecgceg ggaggagcecag ttcaacagcea cgtaccgtgt ggtcagegtce 240
ctcaccgtee tgecaccagga ctggoctgaac ggceaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac 300
aaaggcctec cgtectecat cgagaaaacc atctccaaag ccaaagggca gccccgagag 360
ccacaggtgt acaccctgec cecatocecaqg gaggagatga ccaagaacca ggtcagecotyg 420
acctgectgg tcaaaggcett ctaccccage gacatcgecg tggagtggga gagcaatggg 480
cagccggaga acaactacaa gaccacgect ceegtgetgg actccgacgg ctececttette 540
ctctacagca ggctaaccgt ggacaagagc aggtggcagyg aggggaatgt cttetcatge 600
tcegtgatge atgaggctct gcacaaccac tacacacaga agagcctctc cctgtctctg 660
ggtaaa 666

<210> 9

<211> 222

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mat_peptide

<222> (1)..(222)

<223> proteina recombinante

Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (region Fc de 1gG4)

Met-(Pro-Ser-Cys-Pro)-lgG4 Fc

<220>

<221> SITIO

<222> (2).. (5)

<223> fragmento de region bisagra de IgG4 = SEQ ID NO:19
<220>

<221> SITIO

<222> (6)..(222)

<223> Fc de 1gG4

<400> 9

24
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Mei Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
20 25 30

Glu Val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro. Glu Val
35 40 45

Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
50 55 60

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val
65 70 75 80

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
a8s 90 95

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pr¢o Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser
100 ' 105 110

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
115 120 125

Ser Gin Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
130 135 140

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
145 150 155 160

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
165 170 175

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

Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
195 200 205

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
210 215 220

<210> 10

25
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<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

669
ADN

Homo sapiens

misc_feature

(1)..(669)
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proteina recombinante que codifica nucleétidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (region Fc de 1gG4)

<4Q00> 10
atgtgcccat

ccaaaacccea
gacgtgagcee
cataatgcca
gtccteacey
aacaaaggcce
gagccacagg
ctgacctgec
gggcagccygyg
ttcetctaca

tgcteccgtga

Met-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro-1gG4 Fc

catgcccage
aggacactct
aggaagaccc
agacaaagcc
tcetgcacca
tceecgtecte
tgtacaccct
tggtcaaagqg
agaacaacta
gcaggctaac

tgcatgaggc

ctgggtaaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

11
223
PRT

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(223)

acctgagttc
catgatctce
cgaggtecag
gcgggaggag
ggactggctyg
catcgagaaa
gcceecatee
cttctacece
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

proteina recombinante

ctggggggac
cggaccectg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagyg
accatctcca
caggaggaga
agcgacatcg
bctcccgtgc
agcaggtggce

cactacacac

catcagtctt
aggtcacqgtyg
acgtggatgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaaqgg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactcecga
aggaggggaa

agaagagccet

Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (region Fc de IgG4)

Met-Cys-Pro-Ser-Cys-Pro-1gG4 Fc

<220>

26

cctgttcece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctce
gcagccccega
ccaggtcage
ggagagcaat
cggctectte
tgtettetea

ctcecectgtet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

669



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

Met

Phe

Pro

Val

Thr

65

Val

SITIO
(2)..(6)

fragmento de regién bisagra de IgG4 = SEQ ID NO:20

SITIO

(7)..(223)

Fc de 1gG4

11

Cys Pro Ser

Leu

Glu

Gln

50

Lys

Leu

Phe

Val

35

Phe

Pro

Thr

Pro

20

Thr

Asn

Arg

val

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
85

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

70

His
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Ala

Pro

val

Val

55

Gln

Gln

Pro

Lys

Val

40

Asp

Fhe

Asp

Glu

Asp

23

Asp

Gly

Asn

Trp

27

Phe

10

Thr

Val

Val

Ser

Leu
a0

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

73

asn

Gly

Met

Gln

Val

60

Tyr

Gly

Gly

Ile

Glu

45

His

Arg

Lys

Pro

Ser

30

Asp

Asn

Val

Glu

Ser

15

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr
95

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

80

Lys
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Cys

Ser

Pro

Val
145

Gly

Asp

Trp

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

Lys Val Ser Asn Lys
100

Lys Ala Lys Gly Gln
115

Ser Gln Glu Glu Met
130

Lys Gly Phe Tyr Pro
150

Gln Pro Glu Asn Asn
165

Gly Ser Phe Phe Leu
180

Gln Glu Gly Asn Val
195

Asn His Tyr Thr Gln
210

12

660

ADN

Homo sapiens

misc_feature

(1)..(660)
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Gly

Pro

Thr

135

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
215

Leu

Arg

120

Lys

Asp

Lys

Ser

Serxr

200

Ser

Pro Ser
105

Glu Pro

Asn Gln

Iie Ala

Thr Thr

170

Arg Leu
185

Cys Ser

Leu Ser

proteina recombinante que codifica nucle6tidos

Ser

Gln

vVal

Val

135

Pro

Thr

Val

Leu

Ile

Val

Ser

140

Glu

Pro

val

Met

Ser
220

Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (region Fc de 1gG4)

Met-Cys-Pro-IgG4 Fc

<400>

12

Glu

Tyr

125

Leu

Trp

Val

Asp

His

205

Leu

Lys

110

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

190

Glu

Gly

Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
175
Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

160

Ser

Arg

Leu

atgtgccoccag cacctgagtt cctgggggga ccatcagtct toctgttcce cccaaaaccce

aaggacacte tcatgatctc ccggaccccect gaggtcacgt gegtggtggt ggacgtgage

28

60

120
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caggaagacc
aagacaaagc
gtcectgeace
ctceegtect
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggctaa
atgcatgagg
<210> 13
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<222>

<223>

220

ccgaggtcca
cgcgggagga
aggactggcet
ccatcgagaa
tgcececcatce
gettetacee
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

PRT

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(220)
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gttcaactgg
gcagttcaac
gaacggcaag
aaccatctec
ccaggaggag
cagcgacate
gcctcecgtyg
dagcaggtgg

ccactacaca

proteina recombinante

tacgtggatg
agcecacgtacce
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gecegtggagt
ctggactccg
caggagggga

cagaagagce

dcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtcte
ggcagcccceg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
atgtcttcte

tctecectgte

Met-(fragmento de region bisagra de IgG4) fusionado a (region Fc de 1gG4)

Met-Cys-Pro-IgG4 Fc

<220>

<221> SITIO
<222> 2)..(3)
<223>

<220>

<221> SITIO
<222> (4)..(220)
<223> Fc de 1gG4
<400> 13

Met Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leun Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe

1

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leun Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val

5

20

10

25

29

fragmento de regién bisagra de IgG4 = SEQ ID NO: 21

gcataatgcece
cgtecteacce
caacaaaggce
agagccacag
cctgacctge
tgggcageeg
cttectetac
atgctccgtg

tctgggtaaa

15

30

180
240
300
360
420
480
540
600

660



Thr

Asn

Lrg

65

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

145

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

50

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

130

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
210

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

Val
35

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

115

Met

Pro

Asn

Leun

Val

185

Gln

14
15

PRT

Val

Val

Gln

Gin

Gly

100

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

180

Phe

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

85

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

165

Ser

Ser

Ser

Homo sapiens

DOMINIO

Asp

Gly

Asn

70

Trp

Pro

Glu

Asn

Iie

150

Thr

Arg

Cys

Leu

ES 2456 672 T3

vVal

Val

55

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

135

ala

Thr

Leu

Ser.

Ser
215

Ser

40

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

120

Val

Val

Pro

Thr

Val

200

Leu

Gln
vVal
Tyr
Gly
Ile
105
Val
Ser
Glu
Pro
Val
185

Met

Ser

Glu

His

Arg

Lys

90

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

170

Asp

His

Leu

30

Asp

Asn

Val

75

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

155

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

60

vVal

Tyr

Thr

Leu

Cys

140

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
220

Glu

45

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
205

Val

Thr

Val

Cys

Ser

110

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

190

His

Gln

Lys

Leu

Lys

83

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

175

Gln

Asn

Phe

Pro

Thr

80

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

160

Ser

Glu

His



10

15

20

25

ES 2456 672 T3

<222> (2)..(15)
<223> regién bisagra de IgG1
<400> 14

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro

1 5 10 15
<210> 15
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> DOMINIO
<222> (1)..12)
<223> region bisagra de 19G2
<400> 15

Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro

1 5 10
<210> 16
<211> 62
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> DOMINIO
<222> (1)..(62)
<223> region bisagra de 1gG3
<400> 16

Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr Cys Pro Arg Cys
1 S 10 15

Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Axg Cys Pro
20 25 30

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Glu
35 40 45

Pro Lys Ser Cys aAsp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro
50 55 60

<210> 17

31



10

15

20

25

30

<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

- Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2456 672 T3

12
PRT

Homo sapiens

DOMINIO

1)..(12)

IgG4 region bisagra
17

5

18
3
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
D--(3)
fragmento de regién bisagra de 19G4

18

Ser Cys Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<222>

<223> fragmento de region bisagra de 1gG4

19
4
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
@.-@

Pro Ser Cys Pro

1

<210>
<211>

<212>

20

PRT

<400> 19

32



10

15

20

25

<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2456 672 T3

Homo sapiens

PEPTIDO
1D)-.(3)

fragmento de region bisagra de IgG4

20

Cys Pro Ser Cys Pro

1 5
<210> 21
<211> 2
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDO
<222> 1)..2)
<223> fragmento de regién bisagra de 19G4
<400> 21
Cys Pro
1
<210> 22
<211> 699
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(699)
<223> proteina recombinante que codifica nucleotidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de IgG1) Met-Glu-Pro-Lys-IgG1 Fc

33



10

15

20

<400> 22
atggagcceca

ctggggggac
cggaceceetyg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatcteca
cgggatgage
agcgacateg
cctecegtge
agcaggtgge

cactacacgc

aatcttgtga
cgtcagtctt
aggteacatg
acgtggacgy
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaaqgg
tgaccaagaa
cecgtggagtg
tggactcega
agcaggggaa

agaagagcct

ES 2456 672 T3

caaaactcac
cctcttececce
cgtggtggtyg
cgtggaggtg
tgtggtceagc
caaggtctcc
gcageccega
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctectte
cgtcttctca

ctecetgtet

acatgeccac
ccaaaaccca
gacgtgagee
cataatgcca
gtectcaceyg
aacaaagccc
gagecacagqg
ctgacctgee
gggcagecqgg
ttcectctaca
tgcteocogtga

ccgggtaaa

cgtgcccage
aggacacecct
acgaagaccce
agacaaagce
tectgcacca
tecececageeccce
tgtacaccct
tggtcaaagyg
agaacaacta
gcaagctcac

tgcatgaggc

<210> 23
<211> 233
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> mat_peptide
<222> (1)..(233)
<223> proteina recombinante

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de 1gG1)

Met-Glu-Pro-Lys-1gG1 Fc

<220>

<221> SITIO

<222> 2)..4»

<223> fragmento de region bisagra de IgG1 = SEQ ID NO: 48
<220>

<221> SITIO

<222> (5).. (233)

<223> Fc de 1gG1

<400> 23

34

acctgaacte
catgatetee
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggcty
catcgagaaa
geeeccatee
cttectateee
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

699



Met

Ala

Pro

Val

val

65

Gln

Gln

Ala

Pro

"Thr

145

Ser

Tyr

Glu

Pro

Lys

Val
50

‘Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

130

Lys

Asp

Lys

Pro

Glu

Asp

35

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

115

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

Leu

20

Thr

Val

Val

Ser

Leu

100

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
180

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

85

Asn

Pro

Gln

Val

Val

145

Pro

Cys

Gly

Met

His

Val

70

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

150

Glu

Pro

ES 2456 672 T3

Asp

Gly

Ile

Glu

55

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

135

Leu

Trp

Val

Lys

Pro

Ser

40

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

120

Thr

Thr

Glu

Leu

Thr

Ser

25

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

105

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
185

His

10

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

90

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

170

Ser

35

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

75

Val

Cys

Ser

Pro

Val

155

Gly

Asp

Cys

Leu

Glu

Lys

60

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

140

Lys

Gln

Gly

Pro
Phe
Val
45

Phe
Pro
Thr
Val
Ala
125
Arg
Gly

Pro

Ser

Pro

Pro

30

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

110

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
190

Cys

15

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
95

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

175

Phe

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

80

His

Lys

Gln

Leu

Pro

160

Asn

Leu



10

15

Tyr Ser Lys

195

Phe Ser Cys

210

Lys Ser Leu

225
<210> 24
<211> 690
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(690)
<223>

ES 2456 672 T3

200

215

230

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

proteina recombinante que codifica nucle6tidos

Lew Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

205

220

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de 1gG1)

Met-Ser-Cys-Asp-IgG1 Fc

<400> 24
atgtcttgtyg

ccgtecagtet
gaggtcacat
tacgtggacyg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
¢tgaccaaga
gccgtggage

ctggactccyg

acaaaactca
tcetettece
gcgtggtggt
dedgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctce
ggcagececcey
aceaggtcag
gggagagcaa

acggctecett

cacatgecceca
cccaaaacce
ggacgtgage
geataatgee
cgtceteace
caacaaagcc
agagccacag
cctgacetge
tgggeageeyg

¢cttecctectac

cagcagggga acgtcttcte atgcteoegtg

cagaagagcc tctccctgte tccgggtaaa

<210> 25
<211> 230
<212> PRT

ccgtgecocag
aaggacaccc
cacgaagacce
aagacaaagc
gtectgeace
ctcccagece
gtgtacaccc
ctggtcaaaqg
gagaacaact
agcaagctca

atgcatgagg

36

cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggcet
ccatcgagaa
tgccecccate
gettctatcee
acaagaccac
ccgtggacaa

ctetgecacaa

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

cctgggggga

ccggaccect
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctce
ccgggatgag
cagcgacate
gecetecegtyg
gagcaggtgg

ccactacacg

60
120
180
240
300
360
420
480
5490
600

660
690



10

15

<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

Homo sapiens

mat_peptide

(1).. (230)

proteina recombinante

ES 2456 672 T3

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de IgG1)

Met-Ser-Cys-Asp-IgG1 Fc

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

Met
1

Leu

Thr

vVal

Val

65

Ser

SITIO

)..(4)
fragmento de region bisagra de IgG1 = SEQ ID NO:49

SITIO

(5)..(230)

Fc de 1gG1

25

Ser

Leu

Leu

Ser

50

Glu

Thr

Cys

Gly

Met

35

His

Val

Tyr

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
85

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

70

Val

His

val

Thr

Glu

55

Lys

Ser

Thr

Phe

Pro

40

Val

Thr

Val

Cys

Leu

25

Glu

Lys

Lys

Leu

37

Pro

10

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
a0

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

75

Val

Cys

Pro

Cys

Trp

&0

Glu

Leu

Pro

Lys

Val

45

Tyr

Glu

His

Ala

Pro

30

Val

Val

Gln

Gln

Pro

15

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

80

Trp



10

Leu

Ala

Pro

Gln
145

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

ES 2456 672 T3

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
100 105

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
115 120

Gln Val Tyr Thr Leuv Pro Pro Ser Arg Asp Glu
130 135 140

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
150 155

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
165 170

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
180 185

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
195 ' 200

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
210 215 220

Leu Ser Pro Gly Lys
230

26
684
ADN

Homo sapiens

misc_feature
(2)..(684)

proteina recombinante que codifica nucle6tidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de IgG1)

Met-Asp-Lys-Thr-IgG1 Fc

38

Lys

Gln

125

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

205

Gln

Ala

110

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

190

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

175

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Ile

160

Thr

Lys

Cys

Leu



10

15

<400> 26
atggacaaaa

gtcttcctct
acatgegtgg
gacggcegtag
taccgtgtgg
aagtgcaagqg
aaagggeage
aagaacecaqgqg
gagtgggaga
tcegacgget
gggaacgtct
agcctctcece

<210> 27

<211> 228
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

ctcacacatg
tccccqcaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
totoccaacaa
cccgagagee
tecagectgac
gcaatgggca
ccttettect
tctcatgete

tgtctcagygy

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(228)

ES 2456 672 T3

cccacegtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agecetccca
acaggtgtac
ctgeocotggte
goceggagaac
ctacagcaag
cgtgatgeat

taaa

proteina recombinante

ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccécggg
caccaggact
gcoecocateg
acecetgeece
aaaggetrct
aactacaaga
étcaccgtgg

gaggctetge

aactcctggg
tcteceggac
tcaagttcaa
aggageagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcceggga
atcceagega
ccacgectee
acaagagcag

acaaccacta

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (regién Fc de 1gG1)

Met-Asp-Lys-Thr-IgG1 Fc

<220>

<221> SITIO
<222>  (2)..(4)
<223>

<220>

<221> SITIO
<222>  (5)..(228)
<223> Fc de 1gG1

fragmento de region bisagra de IgG1 = SEQ ID NO:50

39

gggacegtca
ccctgaggte
ctggtacgtyg
caacagcacyg
caaggagtac
ctcocaaagec
tgageotgace
catogeogty
cgtgetggac
gtggcagcayg

cacgcagaag

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660

684



ES 2456 672 T3

<400> 27

Met Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
1 5 10 15

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
20 25 30

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
35 40 45

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
50 55 : 60

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
65 70 75 80

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
85 90 95

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
100 - ' 105 110

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
115 120 125

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
130 135 140

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
145 150 155 160

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
165 : 170 175

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

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
195 200 205

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
210 215 220

40



10

15

20

Ser Pro Gly Lys 225

<210> 28
<211> 660
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

ADN

Homo sapiens

misc_feature

@) ..

proteina recombinante que codifica nucleétidos

(660)

ES 2456 672 T3

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de 1gG1)

Met-Cys-Pro-1gG1 Fc

<400> 28
atgtgcccag

aaggacacec
cacgaagacc
aagacaaagc
gtectgeace
ctcoccagece
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagcetea
atgcatgagg

<210> 29
<211> 220
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

cacctgaact
tcatgatcte
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcececate
gecttctatee
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgeacaa

Homo sapiens

mat_peptide

(1)..(220)

cctgggggga

ccggacoect
gttcaactgg
gecagtacaac
gadtggcaag
aaccatctcc
ccgggatgag
cagcgacatc
gecteeogty
gagcaggtgg

ccactacacyg

proteina recombinante

ccgtecagtet
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacce
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gcegtggagt
ctggacteceg

cagcagggga

cagaagagce

tectettece

gcgtggtggt

gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtcte
ggcagceecy
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtettcte

tcteoccctgte

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de IgG1)

Met-Cys-Pro-IgG1 Fc

<220>

41

cCcaaaacce
ggacgtgage
gcataatgce
cgtectcace
caacaaagcc
agagcecacag
cctéacctgc
tgggcagecy
cttcctetac
atgctceogtg

tccgggtaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

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

<400>

Met

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

SITIO

2.3
fragmento de regioén bisagra de IgG1 = SEQ ID NO: 51

SITIO

(4).. (220)

Fc de IgG1

29

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Pro
Lys
Val
35

Tyr
Glu

His

Lys

Ala

Pro

20

Val

Val

Gln

Gln

Ala
100

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

85

Leu

Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
70

Tep

Pro

ES 2456 672 T3

Leu

Thr

Val

val

35

Ser

Leu

Ala

Leu

Leu

Ser

40

Glu

Thr

Asn

Pro

Gly

Met

25

His

Val

Tyr

Gly

Ile
105

42

Gly

10

Ile

Glu

His

Arg

Lys

90

Glu

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

75

Glu

Lys

Ser

Arg

Pro

Ala

60

Val

Ty

Thr

Val
Thr
Glu
45

Lys
Ser

Lys

Ile

Phe

Pro

30

Val

Thr

Val

Cys

Ser
110

Leu

15

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

95

Lys

Phe
val
Phe
Pro
Thr
80

Val

Ala



10

Lys Gly Gln Pro Arg
115

Asp Glu Leu Thr Lys
130

Phe Tyr Pro Ser Asp
145

Glu Asn Asn Tyr Lys
165

Phe Phe Leu Tyr Ser
180

Gly Asn Val Phe Ser
1495

Tyr Thr Gln Lys Ser
210

<210> 30

<211> 696

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(696)

<223> proteina recombinante que codifica nucleotidos

ES 2456 672 T3

Glu Pro Gln
120

Asn Gln Val
135

Ile Ala Val
150

Thr Thr Pro

Lys Leu Thr

Cys Ser Val
200

Leu Ser Leu
215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

185

Met

Ser

Tyr Thr

Leu Thr

Trp Glu
155

VallLeu
170
Asp Lys

His Glu

Pro Gly

Leu

Cys

140

Ser

Asp

Ser

ala

Lys
220

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de 1gG1)

Met-Pro-Lys-Ser-1gG1 Fc

<400> 30
atgcccaaat cttgtgacaa

gggggacegt cagtcttect
accectgagg tcacatgegt

aactggtacg tggacggcgt

aactcacaca
cttcocececea
ggtggtggac

ggaggtgcat

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Arg

Ley
205

Pro
val
Gly
Asp
Trp

190

His

Ser

Lys

Gln

Gly

175

Gln

Asn

Arg

Gly

Pro

160

sSer

Gln

His

tgceocacegt goecagcacce tgaactcectg

aaacccaagg acaccctcat gatctecocgg

gtgagccacg aagaccctga ggtcaagttc

aatgccaaga caaagccgeg ggaggagceag

43

60

120

180

240



10

15

20

racaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaq
' gatgagctga
gacatcgeeg
ceecgtgctgg
aggtggceage

tacacgcaga

cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggcea
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacygg

aggggaacgt

agagcctete

ES 2456 672 T3

ggteagegte
ggtctccaac
gccccgagag
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctecttette
cttectecatge

cctgtcteeg

ctcacegtee
aaagccctee
ccacaggtgt
acctgectyy
cagccggaga
ctctacagca
tcocgtgatge

ggtaaa

tgcaccagga
cagcceoceat
acaccctgcece
tcaaaggett
acaactacaa
agctcacegt

atgaggctcet

ctggctgaat
cgagaaaacc
ccecatececgy
ctatcccage
gaccacgcect
ggacaagagce

gcacaaccac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

31
232
PRT

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(232)

proteina recombinante

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de 1gG1)

Met-Pro-Lys-Ser-1gG1 Fc

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

<400>

SITIO

(2)..(4)
fragmento de region bisagra de IgG1 = SEQ ID NO:52

SITIO
(5)..(232)
Fc de 1gG1
31

Met Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala

1

5 10 15

Pro Glu Leu Leuw Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

20 25 30

44

300

360

420

480

540

600

660

696



Lys

Val

Asp

65

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
225

<210>
<211>
<212>

<213>

Asp Thr Leu
35

Asp Val Ser

Gly Val Glu

Asn Ser Thr

Trp Leu Asn
100

Pro Ala Pro
115

Glu Pro Gln
130

Asn Gln Val

Ile Ala Val

Thr Thr Pro
180

Lys Leu Thr
155

Cys Ser Val
210

Leu Ser Leu

32
669
ADN

Homo sapiens

Met

His

Val

Tyr

85

Gly

Ile

Val

Sex

Glu

165

Pro

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

70

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

150

Trp

Val

Asp

His

Pro
230

ES 2456 672 T3

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

215

Gly

Arg

40

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

200

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

Lvys

105

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

185

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

Val

90

Cys

Ser

Pro

val

Gly

170

Asp

Trp

His

45

Glu

Lys

Lys

75

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Phe

60

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

140

Gly

Pro

Sér

Gln

His
220

Thr

45

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

125

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

205

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

190

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

His

95

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

175

Leu

Val

Gln

Val

Val

Gln

80

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Tyr

Tyr

Phe

Lys



10

15

20

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(669)
<223>

ES 2456 672 T3

proteina recombinante que codifica nucleétidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de IgG1)

Met-Cys-Pro-Pro-IgG1 Fc

<400> 32
atgtgcccac

ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgeca
gteoctcaceg
aacaaagccc
gagccacagg
ctgacctgce
gggcagecgg
ttectetaca
tgctcecgiga
ccgggtaaa

<210> 33

<211> 223
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

cgtgeccage
aggacaccect
acgaagaccce
agacaaagce
tectgeacea
tcccagcccc
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagcetcac

tgcatgaggc

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(223)

acctgaactce
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
cathagaaé
gcceccateg
cttectatece
caagaccacg
cgtggacaag

tctgecacaac

proteina recombinante

ctggggagac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatgygcaaqgq
accatctcca
cgggatgage
agcgacatcg
ccteocegtge
agcaggtggce

cactacacgce

cgtcagtcett
aggtcacatg
acgtggacyg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagty
tggactcega
agcaggggaa

agaagagcect

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (regién Fc de 1gG1)

Met-Cys-Pro-Pro-IgG1 Fc

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

<220>

SITIO

2.4
fragmento de regién bisagra de IgG1 = SEQ ID NO: 53

46

cctettcecc
cgtggtagtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtetee
gcagcccega
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctcectte
cgtettetea

ctcecectgtet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

669



ES 2456 672 T3

<221> SITIO
<222> (5)..(223)
<223> Fc de 1gG1
<400> 33

Met Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
1 5 10 15

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
20 25 30

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
35 40 45

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
50 55 60

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
65 70 75 80

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
85 80 95

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
100 105 110

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
115 120 125

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

47



10

ES 2456 672 T3

Glu Ser Asn

160

Leu Asp Ser

175

Lys
190

Ser Arg
Glu

Ala Leu

Gly Lys

48

val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Txp
145 150 155
Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
165 170
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
180 185
Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
195 200 205
His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
210 215 220

<210> 34

<211> 663

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (663)

<223> proteina recombinante que codifica nucleotidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de IgG1)

Met-Pro-Pro-Cys-IgG1 Fc
<400> 34
atgcecacegt geccagcace tgaactcoctyg gggggaccgt cagtcttect
aaacccaagqg acaccctcat gatctecegqg acccctgagyg tcacatgogt
gtgagccacg aagaccctga ggtcaagttc aactggtacg tggacggegt
aatgccaaga caaagccgcg ggaggagcag tacaacagca cgtaccegtgt
ctcaccgtcc tgcaccagga ctggctgaat ggcaaggagt acaagtgcaa
aaagccctec cagccecccat cgagaaaacc atctccaaag ccaaagggca
ccacaggtgt acaccctgece ccecacgggat gagetgacca agaaccaggt
tgcectggteca aaggecttcta tceccagegac atcgecgtgg agtgggagag

ctteceeeca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctccaace
geccocgagag
cagcctgace

caatgggcag

60

120

180

240

300

360

420

4890



10

15

20

ES 2456 672 T3

cecggagaaca actacaagac cacgcctccc gtgetggact cegacggete cttektecte

tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg tggcagcagg ggaacgtott ctcatgetec

gtgatgcatg aggctctgca caaccactac acgcagaaga gcctctcect gtctecgggt

aaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

35
222
PRT

Homo sapiens

mat_peptide
(1)..(222)

proteina recombinante

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de 1gG1)

Met-Pro-Pro-Cys-1IgG1 Fc

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

<400>

SITIO

2).-(4)
fragmento de region bisagra de IgG1 = SEQ ID NO:54

SITIO
(5)..(222)
Fc de 1gG1
35

Met Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe

i

5 10 15

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro

20 25 30

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val

35 40 45

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr

55 60

49

540

600

660

663



10

Lys
65

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys
145

Gln

Gly

Gln

Asn

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

Pro Arg Glu Glu Gln
70

Thr Val Leu His Gln
85

Val Ser Asn Lys Bla
100

Ala Lys Gly Gln Pro
115

Arg Asp Glu Leu Thr
130

Gly Phe Tyr Pro Ser
150

Pro Glu Asn Asn Tyr
165

Ser Phe Phe Leu Tyr
180

Gln Gly Asn Val Phe
195

His Tyr Thr Gln Lys
210

36

663

ADN

Homo sapiens

misc_feature

(1)..(663)

ES 2456 672 T3

Asp

Leu

Arg

Lys

135

asp

Lys

Ser

Ser

Ser
215

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr'

Leu
185

Ser

Ser

proteina recombinante que codifica nucle6tidos

Thr

Asn

90

Pro

Gln

val

Val

Pro

170

Thr

Val

Leu

Tyr

75

Ile

Val

Ser

Glu

155

Pro

Val

Met

Ser

Arg

LYs

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

Val

Asp

His

Pro
220

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (region Fc de IgG1)

50

Val

Glu

Lys

Thr
125

Thr
Glu
Léu
Lys
Glu

205

Gly

Val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

175

Arg

Leu

val
80

Cys
Ser
Pro
Val
Gly
160
Asp

Trp

His



10

15

ES 2456 672 T3

Met-Pro-Cys-Pro-IgGl Fc

<400> 36
atgccgtgcec

cccaaggaca
agccacgaag
gecaagacaa
accgtcetge
gccctcccag
caggtgtaca
tgcctggtcea
ccggagaaca
tacagcaage
gtgatgcatg
ada

<210> 37

<211> 221
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

PRT

cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agcecgeggga
accaggactg
ccceccatega
cectgeeece
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctetgea

Homo sapiens

mat_peptide
(1)..(221)

actcctgggyg
cteeccggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc
atceccgggat
tcccagecgac
cacgectcce
caagagcagyg

caaccactac

proteina recombinante

ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgyg
gtgctggact
tggcagcagyg

acgcagaaga

tcttectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcce
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggetc
ggaacgtctt

gecetetoeoct

Met-(fragmento de region bisagra de IgG1) fusionado a (regién Fc de IgG1)

Met-Pro-Cys-Pro-IgG1 Fc

<220>

<221> SITIO
<222> (2)..(4)
<223>

<220>

<221> SITIO
<222> (5)..(221)

fragmento de region bisagra de IgG1 = SEQ ID NO:55

51

cccccecaaaa
ggtggacgty
ggtgcataat
cagcgtecte
ctceaacaaa
ccgagagceea
cagcctgace
caatgggcag
cttcttccte
ctcatgetee

gtctecegggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663



<223>

<400>

IgGl

37

Met Pro Cys

1

Phe

Val

Phe

Pro.

65

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

145

Pro

Ser

Pro

Thr

Asn

50

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

130

Phe

Glu

Phe

Pro

Cys

35

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

115

Glu

Tyr

Asn

Phe

Fc

Pro

Lys

20

Val

Tyr

Glu

His

Lys

100

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu
180

Ala

Pro

Val

Val

Gln

Gln

85

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

1465

Tyr

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

70

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

150

Lys

Ser

ES 2456 672 T3

Glu

Asp

Asp

Gly

55

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

135

Ile

Thi

Lys

Leuw

Thr

Val

40

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

120

Gln

Ala

Thr

Leu

Leu

Leu

25

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

105

Gln

Val

val

Pro

Thr
185

52

Gly

10

Met

His

Val

Tyr

Gly

90

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

170

Val

Gly

Ile

Glu

His

Arg

75

Lys

Glu

Tyr

Leun

Trp

155

Val

Bsp

Pro

Ser

Asp

Asn

60

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

140

Glu

Leu

Lys

Ser

Arg

Ero

45

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

125

Cys

Ser

Asp

Ser

Val

Thr

30

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

1140

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
190

Phe

15

Pro

Val

™hr

Val

Cys

95

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

175

Trp

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

80

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
160

Gly

Gln



ES 2456 672 T3

Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
195 200 205

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

210

<210> 38

<211> 663

<212> ADN
5 <213>

<220>

<221>

<222>

<223>

10

Homo sapiens

misc_feature

(1)..(663)

Met-Pro-Pro-Cys-1gG2 Fc

<400> 38
atgccacegt

cccaaggaca
-ageccacgaag
gccaagacaa
accgtcgtge
ggecteccag
caggtgtaca
tgcetggtcea
ccégagaaca
tacagcaagce
gtgatgcatg
aaa
<210>

<211>
<212>

39
221
PRT

<213>
<220>

15 <221>

geccageace
cccteatgat
accctgaggt
agccegcggga
accaggactg
cococecatcga
CCCthCCCC
aaggcttcta
actacaagac
tcacegtyga

aggctctgea

Homo sapiens

mat_peptide

215

tccggtggcey
ctcceggace
ccagttcaac
ggagcagttt
gctgaatgge
gaaaaccatce
atcccgggaa
tcccagegac
cacgecteec
caagagcagg

caaccactac

proteina recombinante que codifica nuclettidos

ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaaacca
gagatgacca
atcgecegtag
atgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

53

220

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (regién Fc de 1gG2)

tcttcctett
catgcgtggt
acggcgtgga
ttegtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagce
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
ggaacgtctt

gecteteect

cceccccaaaa
ggtggacygtg
ggtgcataat
cagegtecte
ctccaacaaa
ccgagagcca
cagcctgace
caatgggcagq
cttecttecte
ctcatgctce

gteteegggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663



10

15

<222>

<223>

1)..(221)

proteina recombinante

ES 2456 672 T3

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (regién Fc de 19G2)

Met-Pro-Pro-Cys-1gG2 Fc

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

<400>

Met

1

Phe

Val

Phe

Pro

65

Thr

Val

SITIO

.-
fragmento de region bisagra de IgG2 = SEQ ID NO: 56

SITIO

(5)..(221)

Fc de 1gG2

39

Pro

Pro

Thr

Asn

50

Arg

Val

Ser

Pro

Pro

Cys

35

Trp

Glu

Val

Asn

Cys

Lys

20

Val

Tyr

Glu

His

Lys
100

Pro

Pro

Val

Val

Gln

Gln

85

Gly

Ala

Lys

val

Asp

Phe

70

Asp

Leu

Pro

Asp

Asp

Gly

55

Asn

Trp

Pro

Pro

Thr

val

40

Val

Ser

Leu

Ala

Val

Leu

25

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
105

54

Ala

10

Met

His

Val

Phe

Gly

Ile

Gly

Ile

Gla

His

Arg

75

Lys

Glu

Pro

Ser

Asp

Asn

60

Val

Glu

Lys

Ser

Arg

Pro

43

Ala

Val

Tyr

Thr

Val

Thr

30

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
110

Phe Leu
15

Pr¢o Gilu

Val Gln

Thr Lys

Val Leu
80

Cys Lys
95

Ser Lys



10

Thr

Arg

Gly
145

Pro

Ser

Gln

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

Lys

Glu

130

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
210

Gly
115

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

195

Thr

40

660

ADN

Homo sapiens

Gln

Met

Pro

Asn

L.eun

180

Val

Gln

misc_feature

(1)..(660)

proteina recombinante que codifica nucleotidos

Pro

Thr

Ser

Tyr

165

Tyr

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

150

Lys

Ser

Ser

Ser

ES 2456 672 T3

Glu

Asn

135

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
215

Pro
120
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser
200

Ser

Gln

Val

Val

Pro

Thr

185

Val

Leu

Val

Ser

Glu

Pro

170

Val

Met

Serx

Tyr

Leu

Trp

155

Metl

aAsp

His

Pro

Thr

Thr

140

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
220

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (region Fc de 1gG2)

Met-Pro-Cys-Pro-1gG2 Fc

<400>

daaggacacacc

cacgaagace

aagacaaage

40
atgeccgtgee

cagcacctce
tcatgatcte
ctgaggtcca

¢gcgggagga

55

Len
125

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

205

Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

190

Leu

Pro

Val

Gly

Asp

175

Trp

His

Ser

Lys

Gln
160

Gly

Gln

Asn

ggtggegygga cegteagtet tectettcec cccaaaacce
ccggacecct gaggtcacat gogtggtggt ggacgtgage
gttcaactgqg tacgtggacq goegtggaggt gcataatgec

gcagtttaac agcacgtttce gtgtggtcag cgtcctecacce

€0

120

180

240



10

15

20

gtegtgecace
ctcecagecce
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagetca

atgcatgagg

aggactggct
ccatcgagaa
tgcceecate
gettctatce
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgeacaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

41
220
PRT

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(220)

ES 2456 672 T3

gaatggcaag
aaccatctce
ccgggaagag
cagcgacatce
gcctcccatg
gagecaggtgyg

ccactacacyg

proteina recombinante

gagtacaagt
aaaaccaaag
atgaccaaga
gececgtggagt
ctggactceg

cagcagggga

cagaagagcce

gcaaggtcte
ggcageccey
accaggtcag
gggagagcaa
acggecteett
acgtottete

tctecetgte

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (regién Fc de 1gG2)

Met-Pro-Cys-Pro-1gG2 Fc

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

<400>

Met Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe

1

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe

SITIO
2)-4)

fragmento de regién bisagra de IgG2 = SEQ ID NO: 57

SITIO
(5)..(220)
Fc de 19G2
41

5

20

35

40

10

25

56

45

caacaaaggc
agagccacag
cctgacctge
tgggcagceg
cttcctctac
atgctccgtyg

tecgggtaaa

15

30

300
360
420
480
540
600

660



Asn

Arg
65

Val

Ser

Lys

Glu

FPhe
145

Glu

FPhe

Gly

Tyr

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<221>

<222>

ES 2456 672 T3

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
50 55

Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe
70

Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

"Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile

100 103

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
115 120

Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
130 135

Tvr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
150

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
165

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215

42
657
ADN

Homo sapiens

misc_feature

(1)..(657)

57

His

Arg

Lys

g0

Glu

Tyr

Leu

Trp

Met

170

Asp

His

Pro

Asn

Val

75

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

155

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

60

Val

TyE

Thr

Leu

Cys

1490

Ser

asp

Ser

Ala

Lys
220

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
205

Thr

Val

Cys

Ser

110

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

150

His

Lys

Leu

Lys

95

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

175

Gln

Asn

Pro

Thr

80

Val

Thr

Arg

Gly

Pro

160

Ser

Gln

His



10

15

20

<223>

ES 2456 672 T3

proteina recombinante que codifica nucleétidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (regién Fc de 19G2)

Met-Cys-Pro-IgG2 Fc

<400> 42
atgtgeecag

gacaccctcea
gaagaccctyg
acaaagccgce
gtgeaccagg
ccagccceca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

<210> 43
<211> 219
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

cacctecggt
tgatcteceg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccateceeg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(219)

ggcgggaccqg
gaccecctgag
caactggtac
gtttaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaagagatg
cgacatcgee
tcceatgetyg
caggtggcag

ctacacgcag

proteina recombinante

tcagtcttce
gteacatgeg
gtggacggcy
acgtttcegtg
tacaagtgca
accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactcecgacg

caggggaacg

aagagcctet

tettocecee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctecaa
agececocgaga
aggtcagcect
agagcaatygg
gctecttett
tctrctcaty

cecctgtctcc

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (regién Fc de 1gG2)

Met-Cys-Pro-IgG2 Fc

<220>

<221> SITIO
<222> 2)..(3)
<223>

<220>

<221> SITIO
<222> (4)..(219)
<223> Fc de 19gG2

fragmento de region bisagra de 1gG2 = SEQ ID NO: 58

58

aaaacccaag
cgtgagceac
taatgccaag
cctcaccgtce
caaaggcete
gccacaqgtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctectacage
ctccgtgatg

gggtaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

657



<400>

Met

Pro

Cys

Trp

Glu

65

Val

Asn

. Gly

Glu

Tyr

145

Asn

43

Cys Pro

Lys Pro

Val val

35

Tyr Val

50

Glu Gln

His Gln

Lys

Gly

Gln Pro

115

Met Thr
‘130

Pro Ser

Asn Tyr

Phe Leu Tyr

Asn Val Phe

Thr

<210>

135

Ala

Lys

20

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

100

Arg

Lys

asp

Lys

ES 2456 672 T3

Pro Pro Val

Asp Thr Leu

'Asp Val Ser

Gly val Glu
55

Asn Ser Thr
70

Tep Leu Asn
85

Pro Ala Pro

Glu Pro Gln

Asn Gln Vval
135

Ile Ala Val
150

Thr Thr Pro
165

Ala

Met

His

40

Val

Phe

Gly

Ile

Val

120

Ser

Glu

Pro

Gly

Ile

25

Glu

His

Arg

Lys

Glu

105

Tyr

Leu

Trp

Met

Pro Ser
10

Ser Arg

Asp Pro

Asn Ala

Val Val
75

Glu Tyr
%0

Lys Thr

Thr Leu

Thr Cys

Glu Ser

155

Leu Asp
170

Val

Thr

Glu

Lys

60

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Phe
Pro
val
495

Thr
Val
Cys
Ser
Pro
125
Val

Gly

Asp

Leu

Glu

30

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

110

Ser

Lys

Gln

Gly

Phe

15

val

Phe

Pro

Thr

val

95

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser
17%

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

160

Phe

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

180

185

190

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Lew His Asn His Tyr

Gln Lys Ser

210

44

200

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

215

59

205
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15

20

<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

678
ADN

Homo sapiens

rnisc_feature

(1)..(678)

ES 2456 672 T3

proteina recombinante que codifica nucle6tidos

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (region Fc de IgG2)

Met-Cys-Cys-Val-Glu-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-lgG2 Fc

<400> 44

atgtgttgtg tcgagtgccce accgtgecca

ctcttccccé
gtggtggtgyg
gtggaggtgc
gtggtcageg
aaggtctcca
cagcccecgag
caggtcagec
gagagcaatyg
ggctecttet
gtcttcteoat

tccetgtcote

caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tectcacegt
acaaaggcect
agccacaggt
tgacctgcect
ggcagccgga
tcectetacag
gctcocgtgat

cgggtaaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

45
226
PRT

Homo sapiens

mat_peptide

(1)..(226)

ggacaccete
cgaagaccct
gacaaagccd
cgtgcaccag
accageccec
gtacacccty
ggtcaaagqgc
gaacaactac
caagctcacce

geatgagget

proteina recombinante

gcaccteocgg
atgatctcee
gaggtccagt
cgggaggaqc
gactggctga
atcgagaaaa
cceccatceee
ttctatccca
aagaccacgce
gtggacaaga

ctgcacaacce

tggcgggace
ggacccctga
tcaactggta
agtttaacaq
atggcaagga
ccatctecaa
gggaagagat
gcgacategc
ctcccatget
geaggtggea

actacacgca

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (region Fc de IgG2)

Met-Cys-Cys-Val-Glu-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-1gG2 Fc

<220>
<221>

<222>

SITIO
(2)..(10)

60

grteagtette
ggtecacatge
cgtggacgge
cacgtttegt
gtacaagtgc
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac

gaagagccte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

678



ES 2456 672 T3

fragmento de region bisagra de IgG2 = SEQ ID NO: 59

<223>

<220>

<221> SITIO

<222> (11)..(226)

<223> Fc de 1I9G2
<400> 45

Met Cys Cys

1

Pro

Ser

Asp

Asn

63

Val

Ser

Arg

Pro

50

Ala

Val

Val

Thr

35

Glu

Lys

Ser

¥al Glu Cys

Phe

20

Pro

Val

Thr

val

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu
85

Phe

vVal

Phe

Pro

70

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

55

Arg

Val

Pro

Pro

Cys

40

Trp

Glu

val

Cys Pro
10

Lys Pro

25

Val Val

Tyr Val

Glu Gln

His Gln
90

61

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

75

Asp

Pro

Asp

Asp

Gly

60

Asn

Trp

Pro

Thr

Val

45

Val

Ser

Leu

Val

Leu

30

Ser

Glu

Thr

Asn

Ala

15

Met

His

Val

Phe

Gly
95

Gly

Ile

Glu

His

Arg

80

Lys



10

Glu

Lys

Thr

Thr
145

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

225
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

Tyr

Thr

Leu

130

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

210

Lys

Lys

Ile

115

Pro

Lan

Asn

Ser

Arg

195

Leu

46

675

ADN

Cys

100

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

180

Trp

Hisg

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

165

Gly

Gln

Asgsn

Homo sapiens

misc_feature

(1)..(675)

Val

Thr

Arg

Gly

150

Pro

Ser

Gln

His

ES 2456 672 T3

Ser

Lys

Glu

135

Phe

Glu

Fhe

Gly

Tyr
215

Asn

Gly

120

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

200

Thr

Lys

105

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

185

Val

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

170

Tyr

Phe

Lys

proteina recombinante que codifica nucleétidos

Leu

Arg

Lys

Asp

155

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

140

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
220

Met-(fragmento de region bisagra de IgG2 ) fusionado a (region Fc de 1gG2)

Met-Cys-Val-Glu-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-1gG2 Fc

<400> 46

62

Ala

Pro

125

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

205

Ser

Pro

110

Gln

Val

Val

Pro

Thr

190

Val

Leu

Ile

Val

Ser

GlLu

Pro

173

Val

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

160

Met

Asp

His

Pro



10

15

20

atgtgtgtcg
ttceecececaa
gtggtggacyg
gaggtgeata
gtcagegtee
gtctecaaca
ccecgagage
gtcagcctga
agecaatgggc
tecettettee
ttctcatgcet

ctgtcetcegg

agtgcecace
aacccaagga
tgagccacya
atgccaagac
tcaccgtcgt
aaggcctccece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgea

gtaaa

ES 2456 672 T3

gtgeccagea
cacccteatg
agacectgag
aaagccgeygg
gcaccaggac

agcecccate

caccctgcceo

caaaggette
caactacaag
getcacegty

tgaggctcty

ccteecggtgy
atctecegyga
gtccagttea
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccgygy
tatcccagceg
accacgeccte
gacaagagca

cacaaccact

cgggaccgte
cccectgaggt
actggtacgt
ttaacagcac
gcaaggagta
tctecaaaac
aagagatgac
acatcgccgt
ccatgetgga
ggtggcagcea

acacgcagaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

47
225
PRT

Homo sapiens

mat_peptide
(2)..(225)

proteina recombinante

Met-(fragmento de region bisagra de 1gG2 ) fusionado a (regién Fc de 1gG2)

Met-Cys-Val-Glu-Cys-Pro-Pro-Cys-Pro-1gG2 Fc

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

<400>

SITIO

2.9
fragmento de regioén bisagra de IgG2 = SEQ ID NO: 60

SITIO
(10)..(225)
Fc de 19G2

47

63

agtettecte
cacatgecgty
ggacggcogty
gtttcgtgtyg
caagtgcaag
caaagggceag
caagaaccag
dgagtgggag
ctececgacggce

ggggaacgte

gagcctetee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€60

675



Met

Ser

Arg

Pro

Ala

65

Val

Tyx

Thr

Lew

Cys

145

Ser

Asp

Ser

Cys

Val

Thr

Glu

50

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

130

Leu

Asn

Ser

Arg

Val

Phe

Pro

35

Val

Thr

val

Cys

Ser

115

Pro

Val

Gly

Asp

Trp
195

Glu

Leu

20

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

100

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

180

Gin

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

85

Val

Thr

Arg

Gly

Pro

165

Ser

Gln

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

70

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

150

Glu

Phe

Gly

ES 2456 672 T3

Pro

Pro

Cys

Trp

35

Glu

Val

Asn

Gly

Glu

135

Tyr

Asn

Phe

Asn

Cys

Lys

val

40

Tyr

Glu

Ris

Lys

Gln

120

Met

Pro

Asn

Leu

val
200

Pro
Pro

25

Val

Gln

Gln

Gly

105

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

185

Phe

64

Ala
10

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

90

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

170

Ser

Ser

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

75

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

155

Thr

Lys

Cys

Pro
Thr
Val
Val
60

Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
140
Ala
Thr

Leu

Ser

Val

Leu

Ser

45

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

125

Val

Val

Pro

Thr

Val
205

Ala

Met

30

His

Val

Phe

Gly

Ile

11¢

Val

Ser

Glu

Pro

Val

190

Met

Gly
15

Ile
Glu
His
Arg
Lys
a5

Glu
Tyr
Leu
Trp
Met
175

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

val

80

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

160

Leu

Lys

Glu



ES 2456 672 T3

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

20

25

2190 215 220
Lys
225
<210> 48
<211> 3
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDO
<222> 1) ..(3)
<223> fragmento de regién bisagra de 1gG1
<400> 48

Glu Pro Lys

1
<210> 49
<211> 3
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDO
<222> 1)..(3)
<223> fragmento de region bisagra de IgG1
<400> 49

Ser Cys Asp

1
<210> 50
<211> 3
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(3)
<223> fragmento de regién bisagra de 1gG1

65
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30

ES 2456 672 T3

<400> 50

Asp Lys Thr

1
<210> 51
<211> 2
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDO
<222> 1)..(2)
<223> fragmento de region bisagra de IgG1
<400> 51

Cys Pro

1
<210> 52
<211> 3
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDO
<222> 1)..(3)
<223> fragmento de region bisagra de IgG1
<400> 52

Pro Lys Ser

1
<210> 53
<211> 3
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(3)
<223> fragmento de regién bisagra de IgG1

66
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20

25

30

<400>

ES 2456 672 T3

53

Cys Pro Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

54
3
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
D--(3)
fragmento de regién bisagra de 1gG1

54

Pro Cys

55
3
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
D3
fragmento de region bisagra de 1gG1

55

Pro Cys Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

56
3
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
D-.(3)

fragmento de regién bisagra de 19G2

56

67
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ES 2456 672 T3

Pro Pro Cys

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

57
3
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(ERE))
fragmento de regién bisagra de 1gG2

57

Pro Cys Pro

1

<210>
<21L>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Cys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

58
2
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
@D.©@

fragmento de region bisagra de IgG2

58

Pro

59
9
PRT

Homo sapiens

PEPTIDO
(1)..(9)

fragmento de region bisagra de IgG2

59

68
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ES 2456 672 T3

Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro
1 35

<210> 60

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (2)..(8)

<223> fragmento de regién bisagra de 1gG2
<400> 60

Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro

1 5
<210> 61
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG1
<400> 61

ggaattccat atggagccca aatcttgtga caaaactcac

<210> 62

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG1
<400> 62

ggaattccat atgtcttgtg acaaaactca cacatgccc

<210> 63

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

69

40

39
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ES 2456 672 T3

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG1

<400> 63

ggaattccat atggacaaaa ctcacacatg cccaccgtge

<210> 64
<211> 38
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacién de Fc de IgG1
<400> 64

gggaattcca tatgtgccca geacctgaac tcctgggg

<210> 65
<211> 38
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacién de Fc de IgG1
<400> 65

gggaattcca tatgcccaaa tettgtgaca aaactcac

<210> 66
<211> 42
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacién de Fc de IgG1
<400> 66

gggaattcca tatgtgccca cecgtgeccag cacctgaact cc

<210> 67
<211> 40
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacién de Fc de IgG1
<400> 67

ggaattccat atgccaccgt gcccageacc tgaactectg

70

40

38

38

42

40
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<210> 68
<211> 40
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG1
<400> 68

ggaattccat atgccgtgec cagcacctga actcctgggg

<210> 69
<211> 40
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 3' para amplificaciéon de Fc de IgG1
<400> 69

cgcggatcct catttacccg gagacaggga gaggctctte

<210> 70
<211> 43
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificaciéon de Fc de 1gG2
<400> 70

gggaattcca tatgccaccg tgcccageac cacctgtgge agg

<210> 71
<211> 42
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de 1gG2
<400> 71

gggaattcca tatgccgtge ccagcaccac ctgtggcagg ac

<210> 72
<211> 39
<212> ADN

71

40

40

43

42
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<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG2
<400> 72

gggaattcca tatgtgccca geaccacctg tggcaggac

<210> 73
<211> 43
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG2
<400> 73

gggaattcca tatgtgttgt gtcgagtgec caccgtgecce age

<210> 74
<211> 43
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 5' para amplificacion de Fc de IgG2
<400> 74

gggaattcca tatgtgtgtc gagtgcccac cgtgeccage acc

<210> 75
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador en 3' para amplificacion de Fc de IgG2
<400> 75

cgcggatcct catttacccg gagacaggga gaggctcttc

72

39

43

43

40
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10.

11.

12.

13.

ES 2456 672 T3

REIVINDICACIONES

Un procedimiento de produccién de una regién Fc de inmunoglobulina libre de un residuo de metionina codificada
por un codén de iniciacion en una escala en masa, que comprende:

preparar un vector de expresion recombinante que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica una region
Fc de inmunoglobulina recombinante compuesta de una regiéon Fc de inmunoglobulina unida a un extremo N
terminal de la misma a una region bisagra de la inmunoglobulina por medio de un enlace peptidico;

transformar un E. coli con el vector de expresién recombinante para crear un transformante;

cultivar el transformante para expresar la regiéon Fc de inmunoglobulina como un cuerpo de inclusion;
aislar y purificar la region Fc de inmunoglobulina del cuerpo de inclusion; y

solubilizar y replegar el fragmento Fc de inmunoglobulina,

en el que dicha region bisagra de inmunoglobulina tiene cisteina, serina o prolina como aminoécido inicial del
extremo N terminal.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la regién Fc de inmunoglobulina esta aislada en
una forman monomeérica o dimérica.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la region bisagra tiene dos o més secuencias de
aminoacidos consecutivas derivadas de la region bisagra de 1gG, IgA, IgM, IgE, o IgD.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la region bisagra tiene dos o mas secuencias de
aminoacidos consecutivas, incluyendo cada una al menos un residuo de cisteina.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la IgG esté seleccionada del grupo que consiste en
lgG1, 1gG2, IgG3 y IgG4.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la regién bisagra tiene una secuencia de
aminoécidos representada por SEQ ID NO. 18, 19, 20, 21, 49, 51, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 o 60.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la region Fc de inmunoglobulina esta seleccionada
del grupo que consiste en regiones Fc de IgG, IgA, IgM, IgE, IgD, y combinaciones e hibridos de las mismas.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la region Fc de inmunoglobulina es la region Fc de
la 1IgG seleccionada del grupo que consiste en IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, y combinaciones e hibridos de las mismas.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la region Fc de inmunoglobulina estd compuesta
de uno a cuatro dominios seleccionados del grupo que consiste en los dominios Cn2, Ch3y Cné.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la regidon Fc de inmunoglobulina tiene una
secuencia de aminodcidos representada por SEQ ID NO. 7, 9, 11, 13, 25, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,43, 45 0 47.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el vector de expresion recombinante comprende
una secuencia de &cidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO. 7,
9,11, 13, 25, 29, 31, 33,35, 37, 39, 41, 43, 45 0 47.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el transformante se transforma por un vector que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO. 7, 9, 11, 13, 25, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45 0 47.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el transformante esta seleccionado del grupo que
consiste en los numeros de acceso KCCM-10659P, KCCM-10660P, KCCM-10665P y KCCM-10666P.
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FIG. 1

c12 34 5678

.0,3-

Tompe. IgG suero
wstedums HVI11201
=35es HM11200
== Control sim.

o o
T =
x i

D.0.'a 450 nim'-570 oy
o i
™

S
. . t
; o
: g0 g .
R v .
g
. 1
‘. 1oz
Y i
v 1 Y

0’0 N

Conc. material prueba (ug/ml)

74

10.



ES 2456 672 T3

FIG. 3
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FIG. 5
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FIG. 7
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FIG. 10
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