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DESCRIPCION
Hibridos de mondmero-dimero quiméricos de inmunoglobulina
Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere generalmente a proteinas quiméricas terapéuticas que comprenden dos cadenas
de polipéptidos, en las que la primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa terapéutica y la
segunda cadena no comprende la molécula bioldgicamente activa terapéutica de la primera cadena. Mas
especificamente, la presente descripcion se refiere a proteinas quiméricas que comprenden dos cadenas de
polipéptidos, en las que ambas cadenas comprenden al menos una parte de una regidon constante de
inmunoglobulina en la que la primera cadena se modifica para comprender ademas una molécula biolégicamente
activa, y la segunda cadena no se modifica asi. Asi, la presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que
es un hibrido de monédmero-dimero, es decir, una proteina quimérica que tiene un aspecto dimérico y un aspecto
monomeérico, refiriéndose el aspecto dimérico al hecho de que comprende dos cadenas de polipéptidos que
comprende cada una una parte de una region constante de inmunoglobulina, y refiriéndose el aspecto monomérico
al hecho de que solo una de las dos cadenas comprende una molécula biolégicamente activa terapéutica. La Figura
1 ilustra un ejemplo de un hibrido de mondmero-dimero en el que la molécula biolégicamente activa es
eritropoyetina (EPO) y la parte de una region constante de inmunoglobulina es una region Fc de IgG.

Antecedentes de la invencion

Las inmunoglobulinas comprenden cuatro cadenas de polipéptidos, dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras,
que se asocian mediante enlaces disulfuro para formar tetrameros. Cada cadena comprende ademas una region
variable y una region constante. Las regiones variables median en el reconocimiento de antigeno y la union,
mientras que las regiones constantes, particularmente las regiones constantes de la cadena pesada, median en una
variedad de funciones efectoras, por ejemplo, unién a complemento y unién a receptor de Fc (véanse, por ejemplo,
las patentes de EE. UU.: 6.086.875; 5.624.821; 5.116.964).

La region constante comprende adicionalmente dominios denominados dominios CH (pesados constantes) (CH1,
CH2, etc.). Dependiendo del isotipo (es decir, IgG, IgM, IgA, IgD, IgE), la region constante puede estar comprendida
de tres o cuatro dominios CH. Algunas regiones constantes de isotipos (por ejemplo, IgG) también contienen una
region bisagra, Janeway y col. 2001, Immunobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y.

Se ha descrito la creacion de proteinas quiméricas que comprenden regiones constantes de inmunoglobulina ligadas
a una proteina de interés, o fragmento de la misma (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.480.981 y
5.808.029; Gascoigne y col. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2936; Capon y col. 1989, Nature 337:525;
Traunecker y col. 1989, Mature 339:68; Zettmeissi y col. 1990, DNA Cell Biol. USA 9:347; Bym y col. 1990, Nature
344:667; Watson y col. 1990, J. Cell. Biol. 110:2221; Watson y col. 1991, Nature 349:164; Aruffo y col. 1990, Cell
61:1303; Linsley y col. 1991, J. Exp. Med. 173:721; Linsley y col. 1991, J. Exp. Med. 174:561; Stamenkovic y col.,
1991, Cell 66:1133; Ashkenazi y col. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535; Lesslauer y col. 1991, Eur. J.
Immunol. 27:2883; Peppel y col. 1991, J. Exp. Med. 174:1483; Bennett y col. 1991, J. Biol. Chem. 266:23060;
Kurschner y col. 1992, J. Biol. Chem. 267:9354; Chalupny y col. 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10360;
Ridgway y Gorman, 1991, J. Cell. Biol. 115, Resumen n°® 1448; Zheng y col. 1995, J. Immun. 154:5590). Estas
moléculas normalmente poseen tanto la actividad biolégica asociada a la molécula ligada de interés, como ademas
la funcion efectora, o alguna oftra caracteristica deseada asociada a la regiéon constante de inmunoglobulina (por
ejemplo, estabilidad biolégica, secrecion celular).

La parte Fc de una region constante de inmunoglobulina, dependiendo del isotipo de la inmunoglobulina, puede
incluir los dominios CH2, CH3 y CH4, ademas de la regién bisagra. Proteinas quiméricas que comprenden una parte
Fc de una inmunoglobulina confieren varias propiedades deseables a una proteina quimérica que incluyen elevada
estabilidad, elevada semivida en suero (véase Capon y col. 1989, Nature 337:525), ademas de unién a receptores
de Fc tales como el receptor de Fc neonatal (FcRn) (patentes de EE.UU. 6.086.875, 6.485.726, 6.030.613;
documentos WO 03/077834; US2003-0235536A1).

El FcRn es activo en tejido epitelial adulto y se expresa en la luz de los intestinos, vias respiratorias pulmonares,
superficies nasales, superficies vaginales, superficies del colon y rectales (patente de EE.UU. 6.485.726). Las
proteinas quiméricas que comprenden componentes de union a FcRn (por ejemplo, 1gG, fragmentos Fc) pueden
transportarse eficazmente a través de barreras epiteliales por FcRn, proporcionando asi un medio no invasivo para
administrar sistémicamente una molécula terapéutica deseada. Adicionalmente, las proteinas quiméricas que
comprenden un componente de unién a FcRn son endocitadas por células que expresan el FcRn. Pero en lugar de
marcarse para la degradacion, estas proteinas quiméricas se recirculan de nuevo a la circulacion, aumentando asi la
semivida in vivo de estas proteinas.

Las partes de regiones constantes de inmunoglobulina, por ejemplo, componentes de unién a FcRn, normalmente se
asocian entre si mediante enlaces disulfuro y otras interacciones no especificas para formar dimeros y multimeros
de mayor orden. La presente descripcion, que incluye la presente invencion, se basa en parte en el sorprendente
descubrimiento de que la transcitosis de proteinas quiméricas que comprenden componentes de unién a FcRn
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parece estar limitada por el peso molecular de la proteina quimérica, siendo especies de mayor peso molecular
transportadas al menos eficientemente.

Las proteinas quiméricas que comprenden moléculas biolégicamente activas, una vez administradas, normalmente
interaccionaran con una molécula diana o célula. La presente descripcion, que incluye la presente invencion, se
basa adicionalmente en parte en el sorprendente descubrimiento de que los hibridos de monémero-dimero, con una
molécula biolégicamente activa, pero dos partes de una regién constante de inmunoglobulina, por ejemplo, dos
componentes de union a FcRn, funcionan y puede transportarse mas eficazmente que los homodimeros, también
denominados en la presente memoria simplemente “dimeros” o multimeros de mayor orden con dos o mas copias
de la molécula biolégicamente activa. Esto es debido en parte al hecho de que puede impedirse estéricamente que
las proteinas quiméricas, que comprenden dos o mas moléculas biolégicamente activas, que existen como dimeros
y multimeros de mayor orden, interaccionen con su molécula diana o célula, debido a la presencia de las dos o mas
moléculas biolégicamente activas en estrecha proximidad entre si y que la molécula bioldgicamente activa puede
tener una alta afinidad por si misma.

Por consiguiente, un aspecto de la presente descripcion proporciona proteinas quiméricas que comprenden una
molécula biolégicamente activa que es transportada a través de la barrera del epitelio. Un aspecto adicional de la
presente descripcion proporciona proteinas quiméricas que comprenden al menos una molécula biolégicamente
activa que puede interaccionar con su molécula diana o célula con poco o ningun impedimento estérico o
autoagregacion.

Los aspectos de la presente descripcion proporcionan proteinas quiméricas que comprenden una primera y segunda
cadena de polipéptidos, comprendiendo la primera cadena al menos una parte de la region constante de
inmunoglobulina, en la que la parte de una region constante de inmunoglobulina se ha modificado para incluir una
molécula biolégicamente activa, y comprendiendo la segunda cadena al menos una parte de regidon constante de
inmunoglobulina, en la que la parte de una regién constante de inmunoglobulina no se ha modificado asi para incluir
la molécula biolégicamente activa de la primera cadena.

Compendio de la presente descripcion

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una molécula biolégicamente activa y
dos moléculas de al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina. La proteina quimérica puede
interaccionar con una molécula diana o célula con menos impedimento estérico en comparacién con una proteina
quimérica que comprende al menos dos moléculas biolégicamente activas y al menos una parte de dos regiones
constantes de inmunoglobulina. La presente descripcion también se refiere a una proteina quimérica que comprende
al menos una molécula biolégicamente activa y dos moléculas de al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina que es transportada a través de una barrera de epitelio mas eficientemente que un homodimero
correspondiente, es decir, en la que ambas cadenas estan ligadas a la misma molécula biolégicamente activa. Asi,
la presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y una segunda cadena de
polipéptidos ligadas juntas, en la que dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena comprende al menos una
parte de una region constante de inmunoglobulina, pero no la regién variable de inmunoglobulina y sin ninguna
molécula biolégicamente activa unida.

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y una segunda cadena de
polipéptidos ligadas juntas, en la que dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena comprende al menos una
parte de una regién constante de inmunoglobulina sin una regién variable de inmunoglobulina o cualquier molécula
bioldgicamente activa y en la que dicha segunda cadena no esta covalentemente unida a ninguna molécula que
tenga un peso molecular superior a 1 kD, 2 kD, 5 kD, 10 kD o 20 kD. En un caso, la segunda cadena no esta
covalentemente unida a ninguna molécula que tenga un peso molecular superior a 0-2 kD. En un caso, la segunda
cadena no esta covalentemente unida a ninguna molécula que tenga un peso molecular superior a 5-10 kD. En un
caso, la segunda cadena no esta covalentemente unida a ninguna molécula que tenga un peso molecular superior a
15-20 kD.

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y una segunda cadena de
polipéptidos ligadas juntas, en la que dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena comprende al menos una
parte de una regiéon constante de inmunoglobulina no covalentemente ligada a ninguna otra molécula, excepto la
parte de una inmunoglobulina de dicha primera cadena de polipéptidos.

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y una segunda cadena de
polipéptidos ligadas juntas, en la que dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena consiste en al menos una
parte de una region constante de inmunoglobulina y opcionalmente una marca de afinidad.

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y una segunda cadena de
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polipéptidos ligadas juntas, en la que dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al
menos una parte de una regiéon constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena consiste esencialmente en
al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y opcionalmente una marca de afinidad.

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y una segunda cadena de
polipéptidos ligadas juntas, en la que dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena comprende al menos una
parte de una regién constante de inmunoglobulina sin una regién variable de inmunoglobulina o cualquier molécula
bioldgicamente activa y opcionalmente una molécula con un peso molecular inferior a 10 kD, 5 kD, 2 kD o 1 kD. En
un caso, la segunda cadena comprende una molécula inferior a 15-20 kD. En un caso, la segunda cadena
comprende una molécula inferior a 5-10 kD. En un caso, la segunda cadena comprende una molécula inferior a 1-2
kD.

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de
polipéptidos, en la que dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa, al menos una parte de
una regién constante de inmunoglobulina y al menos un primer dominio, teniendo dicho primer dominio al menos un
componente de union especifico, y en la que dicha segunda cadena comprende al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina, y al menos un segundo dominio, en la que dicho segundo dominio es un componente
de union especifico de dicho primer dominio, sin ninguna regién variable de inmunoglobulina o una molécula
biolégicamente activa.

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de preparacion de una proteina quimérica que comprende una
primera y segunda cadena de polipéptidos, en la que la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de
polipéptidos no son las mismas, comprendiendo dicho procedimiento transfectar una célula con una primera
construccion de ADN que comprende una molécula de ADN que codifica una primera cadena de polipéptidos que
comprende una molécula biolégicamente activa y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y
opcionalmente un ligante, y una segunda construccién de ADN que comprende una molécula de ADN que codifica
una segunda cadena de polipéptidos que comprende al menos una parte de una regidon constante de
inmunoglobulina sin ninguna molécula biolégicamente activa, o una regién variable de inmunoglobulina, y
opcionalmente un ligante, cultivar las células en condiciones tales que se exprese la cadena de polipéptidos
codificada por la primera construccion de ADN y se exprese la cadena de polipéptidos codificada por la segunda
construccion de ADN, y aislar hibridos de monémero-dimero que comprenden la cadena de polipéptidos codificada
por la primera construccion de ADN y la cadena de polipéptidos codificada por la segunda construccion de ADN.

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de preparacion de una proteina quimérica que comprende una
primera y segunda cadena de polipéptidos, en la que la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de
polipéptidos no son las mismas, y en la que dicha primera cadena de polipéptidos comprende una molécula
bioldgicamente activa, al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina y al menos un primer
dominio, teniendo dicho primer dominio al menos un componente de unién especifico, y en la que dicha segunda
cadena de polipéptidos comprende al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina y un segundo
dominio, en la que dicho segundo dominio es un componente de union especifico de dicho primer dominio, sin
ninguna molécula biolégicamente activa o una region variable de inmunoglobulina, comprendiendo dicho
procedimiento transfectar una célula con una primera construccion de ADN que comprende una molécula de ADN
que codifica dicha primera cadena de polipéptidos y una segunda construcciéon de ADN que comprende una
molécula de ADN que codifica dicha segunda cadena de polipéptidos, cultivar las células en condiciones tales que
se exprese la cadena de polipéptidos codificada por la primera construccion de ADN y se expresa la cadena de
polipéptidos codificada por la segunda construccion de ADN Yy aislar hibridos de monémero-dimero que comprenden
la cadena de polipéptidos codificada por la primera construccion de ADN y cadena de polipéptidos codificada por la
segunda construccion de ADN.

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de preparacién de una proteina quimérica de la presente
descripcién, comprendiendo dicho procedimiento transfectar una célula con una primera construccion de ADN que
comprende una molécula de ADN que codifica una primera cadena de polipéptidos que comprende una molécula
biol6gicamente activa y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y opcionalmente un ligante,
cultivar la célula en condiciones tales que se exprese la cadena de polipéptidos codificada por la primera
construccion de ADN, aislar la cadena de polipéptidos codificada por la primera construccion de ADN y transfectar
una célula con una segunda construccion de ADN que comprende una molécula de ADN que codifica una segunda
cadena de polipéptidos que comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina sin ninguna
molécula biolégicamente activa o region variable de inmunoglobulina, cultivar la célula en condiciones tales que se
exprese la cadena de polipéptidos codificada por la segunda construccion de ADN, aislar la cadena de polipéptidos
codificada por la segunda construccion de ADN, combinar la cadena de polipéptidos codificada por la primera
construccion de ADN y la cadena de polipéptidos codificada por la segunda construccion de ADN en condiciones
tales que se formen hibridos de monémero-dimero que comprenden la cadena de polipéptidos codificada por la
primera construccion de ADN vy la cadena de polipéptidos codificada por la segunda construccion de ADN, y aislar
dichos hibridos de monémero-dimero.

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de preparacion de una proteina quimérica que comprende una
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primera y segunda cadena de polipéptidos, en la que la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de
polipéptidos no son las mismas, comprendiendo dicho procedimiento transfectar una célula con una construccién de
ADN que comprende una molécula de ADN que codifica una cadena de polipéptidos que comprende al menos una
parte de una region constante de inmunoglobulina, cultivar las células en condiciones tales que la cadena de
polipéptidos codificada por la construccién de ADN se exprese con una cisteina del extremo N de manera que se
formen dimeros de la cadena de polipéptidos y aislar dimeros que comprenden dos copias de la cadena de
polipéptidos codificada por la construccion de ADN y hacer reaccionar quimicamente los dimeros aislados con una
molécula biolégicamente activa, en la que dicha molécula biolégicamente activa tiene un tioéster en el extremo C, en
condiciones tales que la molécula biolégicamente activa reaccione predominantemente con solo una cadena de
polipéptidos del dimero formando asi un hibrido de monémero-dimero.

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de preparacion de una proteina quimérica que comprende una
primera y segunda cadena de polipéptidos, en la que la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de
polipéptidos no son las mismas, comprendiendo dicho procedimiento transfectar una célula con una construcciéon de
ADN que comprende una molécula de ADN que codifica una cadena de polipéptidos que comprende al menos una
parte de una region constante de inmunoglobulina, cultivar las células en condiciones tales que la cadena de
polipéptidos codificada por la construccién de ADN se expresa con una cisteina del extremo N de manera que se
formen dimeros de las cadenas de polipéptidos, y aislar dimeros que comprenden dos copias de la cadena de
polipéptidos codificada por la construccion de ADN, y hacer reaccionar quimicamente los dimeros aislados con una
molécula biolégicamente activa, en la que dicha molécula biolégicamente activa tiene un tioéster en el extremo C, de
forma que la molécula bioldgicamente activa esté ligada a cada cadena del dimero, desnaturalizar el dimero que
comprende la parte de la inmunoglobulina ligada a la molécula biolégicamente activa de manera que se formen
cadenas monoméricas, combinar las cadenas monoméricas con una cadena de polipéptidos que comprende al
menos una parte de una regiéon constante de inmunoglobulina sin una molécula biolégicamente activa ligada a la
misma, de manera que se formen hibridos de monémero-dimero, y aislar los hibridos de monémero-dimero.

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de preparacion de una proteina quimérica que comprende una
primera y segunda cadena de polipéptidos, en la que la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de
polipéptidos no son las mismas, comprendiendo dicho procedimiento transfectar una célula con una construcciéon de
ADN que comprende una molécula de ADN que codifica una cadena de polipéptidos que comprende al menos una
parte de una region constante de inmunoglobulina, cultivar las células en condiciones tales que la cadena de
polipéptidos codificada por la construccion de ADN se exprese como una mezcla de dos cadenas de polipéptidos, en
la que la mezcla comprende un polipéptido con una cisteina en el extremo N, y un polipéptido con una cisteina en
estrecha proximidad al extremo N, aislar dimeros que comprenden la mezcla de cadenas de polipéptidos codificados
por la construccion de ADN y hacer reaccionar quimicamente los dimeros aislados con una molécula biolégicamente
activa, en la que dicha molécula biolégicamente activa tiene un tioéster activo, de manera que se forme al menos
algun hibrido de monémero-dimero y aislar el hibrido de monémero-dimero de dicha mezcla.

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de una enfermedad o afeccién que comprende
administrar una proteina quimérica de la presente descripcién tratando asi la enfermedad o afeccion.

Objetivos y ventajas adicionales de la presente descripcion se expondran en parte en la descripcion que sigue, y en
parte seran obvios de la descripcion, o pueden aprenderse por la practica de la presente descripcion. Los objetivos y
ventajas de la invencion se realizaran y obtendran por medio de los elementos y combinaciones particularmente
explicados en las reivindicaciones adjuntas.

Compendio de la invencion
Asi, basandose en la descripcién contenida en la presente memoria, la presente invencién proporciona

una proteina quimérica para uso en un método de tratamiento, con una molécula biolégicamente activa y dos
regiones constantes de inmunoglobulina o partes de las mismas, en donde la proteina quimérica comprende una
primera cadena de polipéptidos y una segunda cadena de polipéptidos,

en la que la primera cadena de polipéptidos comprende una molécula biolégicamente activa y una region constante
de inmunoglobulina o una parte de la misma que es un componente de unién a receptor neonatal Fc (FcRn),

y en donde la molécula biolégicamente activa es una proteina seleccionada del grupo que consiste en una citocina,
una hormona y un factor de coagulacion; y

en la que la segunda cadena de polipéptidos consiste en una regiéon constante de inmunoglobulina o una parte de la
misma que es un componente de unidon a FcRn y opcionalmente una molécula con un peso molecular no mayor que
2kD.

La presente invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende dicha proteina quimérica
y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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La presente invencidon agun proporcona un primer polipéptido que codifica la primera cadena de polipéptidos de
dicha proteina quimérica y un segundo polinucledtico que codifica la segunda cadena de polipéptidos de dicha
proteina quimérica.

Otros aspectos y realizaciones de la presente invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Debe entenderse que tanto la anterior descripcion general como la siguiente descripcion detallada son solo a modo
de ejemplo y explicativas y no son restrictivas de la invenciéon, como se reivindica.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico que compara la estructura de un homodimero de EPO-Fc, o dimero, y la
estructura de un hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc.

La Figura 2a es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica factor VII-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefal (subrayado), que es escindido por la célula, y el propéptido (negrita), que es reconocido por la y-
carboxilasa dependiente de vitamina K que modifica el factor VIl para lograr actividad completa. La secuencia se
escinde posteriormente por PACE dando el factor VII-Fc.

La Figura 2b es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica factor IX-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefial (subrayado), que es escindido por la célula, y el propéptido (negrita) que es reconocido por la vy-
carboxilasa dependiente de vitamina K que modifica el factor IX para lograr actividad completa. La secuencia se
escinde posteriormente por PACE dando el factor IX-Fc.

La Figura 2c es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica IFNa-Fc. En la secuencia se incluye el péptido
sefial (subrayado), que es escindido por la célula produciendo IFNa-Fc madura.

La Figura 2d es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica ligante A IFNa-Fc. En la secuencia se incluye
el péptido sefial (subrayado) que es escindido por la célula produciendo ligante A de IFNa-Fc madura.

La Figura 2e es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica Flag-Fc. En la secuencia se incluye el péptido
sefial (subrayado), que es escindido por la célula produciendo Flag-Fc madura.

La Figura 2f es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica Epo-CCA-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefal (subrayado), que es escindido por la célula produciendo Epo-CCA-Fc madura. También se muestra en
negrita el dominio de superenrollamiento acido.

La Figura 2g es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica CCB-Fc. En la secuencia se incluye el péptido
sefial (subrayado), que es escindido por la célula produciendo CCB-Fc madura. También se muestra en negrita el
dominio de superenrollamiento basico.

La Figura 2h es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica Cys-Fc. En la secuencia se incluye el péptido
sefial (subrayado), que es escindido por la célula produciendo Cys-Fc madura. Cuando esta secuencia se produce
en células CHO, un porcentaje de las moléculas se escinde incorrectamente por la peptidasa sefal de forma que
dos aminoacidos adicionales quedan sobre el extremo N, previniendo asi el enlace de una molécula biolégicamente
activa con un tioéster en el extremo C (por ejemplo, mediante ligacion nativa). Si estas especies inadecuadamente
escindidas se dimerizan con la Cys-Fc apropiadamente escindida y se hacen reaccionar posteriormente con
moléculas bioldgicamente activas con tioésteres del extremo C, se forman hibridos de monémero-dimero.

La Figura 2i es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica IFNa-GS15-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefial (subrayado) que es escindido por la célula produciendo IFNa-GS15-Fc madura.

La Figura 2j es la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica Epo-Fc. En la secuencia se incluye el péptido
sefial (subrayado), que es escindido por la célula produciendo Epo-Fc madura. También se muestra en negrita el
ligante de 8 aminoacidos.

La Figura 3a es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica factor VII-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefial (subrayado) y el propéptido (negrita) que es reconocido por la y-carboxilasa dependiente de vitamina K
que modifica el factor VII para lograr actividad completa. La secuencia traducida se escinde posteriormente por
PACE dando factor VII-Fc madura.

La Figura 3b es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica factor IX Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefal (subrayado) y el propéptido (negrita) que es reconocido por la y-carboxilasa dependiente de vitamina K
que maodifica el factor IX para lograr actividad completa. La secuencia traducida se escinde posteriormente por
PACE dando factor IX-Fc madura.

La Figura 3c es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica IFNo-Fs. En la secuencia se incluye el
péptido sefial (subrayado), que es escindido por la célula después de la traduccion produciendo IFNa-Fc madura.
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La Figura 3d es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica ligante A de IFNa-Fc. En la secuencia se
incluye el péptido sefial (subrayado) que es escindido por la célula después de la traduccion produciendo ligante A
de IFNa-Fc maduro.

La Figura 3e es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica Flag-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefial (subrayado), que es escindido por la célula después de la traduccion produciendo Flag-Fc madura.

La Figura 3f es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica Epo-CCA-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefial (subrayado), que es escindido por la célula después de la traduccion produciendo Epo-CCA-Fc
madura. También se muestra en negrita el dominio de superenrollamiento acido.

La Figura 3g es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica CCB-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefal (subrayado), que es escindido por la célula después de la traduccién produciendo CCB-Fc madura.
También se muestra en negrita el dominio de superenrollamiento basico.

La Figura 3h es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica Cys-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefial (subrayado), que es escindido por la célula después de la traduccion produciendo Cys-Fc madura.

La Figura 3i es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica IFNa-GS15-Fc. En la secuencia se incluye
el péptido sefial (subrayado) que es escindido por la célula después de la traducciéon produciendo IFNoa-GS15-Fc
madura.

La Figura 3j es la secuencia de acidos nucleicos de la proteina quimérica Epo-Fc. En la secuencia se incluye el
péptido sefal (subrayado), que es escindido por la célula después de la traduccion produciendo Epo-Fc madura.
También se muestra en negrita una secuencia de acidos nucleicos que codifica el ligante de 8 aminoacidos.

La Figura 4 demuestra rutas para formar hibridos de monémero-dimero mediante ligacién nativa.
La Figura 5a muestra la secuencia de aminoacidos de Fc-MESNA (SEQ ID N°: 4).
La Figura 5b muestra la secuencia de ADN de Fc-MESNA (SEQ IDSEQ ID N°: 5).

La Figura 6 compara actividad antiviral de homo-dimero de IFNa. (es decir, que comprende 2 moléculas de IFNa)
con un hibrido de monémero-dimero de IFNa (es decir, que comprende 1 molécula de IFNa).

La Figura 7 es una comparacion de actividad de coagulacién de un hibrido quimérico de monémero-dimero factor
Vlla-Fc (molécula de un factor VII) y un homodimero quimérico factor Vlla-Fc (moléculas de dos factores VII).

La Figura 8 compara la dosificacion oral en ratas neonatas de un hibrido quimérico de monémero-dimero factor Vlla-
Fc (molécula de un factor VII) y un homodimero quimérico factor Vlla-Fc (moléculas de dos factores VII).

La Figura 9 compara la dosificacion oral en ratas neonatas de un hibrido quimérico de monémero-dimero factor IX-
Fc (molécula de un factor IX) con un homodimero quimérico.

La Figura 10 es un estudio de transcurso del tiempo que compara un hibrido quimérico de monémero-dimero factor
IX-Fc (molécula de un factor 1X) administrado por via oral a ratas neonatas con un homodimero quimérico
administrado por via oral.

La Figura 11 demuestra la farmacocinética del dimero Epo-Fc en comparacién con el hibrido de monémero-dimero
de Epo-Fc en monos cinomolgos después de una Unica dosis pulmonar.

La Figura 12 compara la concentracion en suero en monos de hibrido de mondémero-dimero de Epo-Fc
subcutaneamente administrado con Aranesp® subcutaneamente administrado (darbepoyetina alfa).

La Figura 13 compara la concentracion en suero en monos de hibrido de mondémero-dimero de Epo-Fc
intravenosamente administrado con Aranesp® intravenosamente administrado (darbepoyetina alfa) y Epogen®
(epoyetina alfa).

La Figura 14 muestra una traza de una columna Mimetic Red 2™ (ProMetic LifeSciences, Inc., Wayne, NJ) y una
SDS-PAGE de fracciones de la columna que contienen hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc, dimero de Epo-Fc y
Fc. El hibrido de mondmero-dimero de Epo-Fc se encuentra en las fracciones 11, 12, 13 y 14. El dimero de Epo-Fc
se encuentra en la fraccién 18. Fc se encuentra en las fracciones 1/2.

La Figura 15 muestra la farmacocinética de IFNB-Fc con un ligante de 8 aminoacido en monos cinomolgos después
de una Unica dosis pulmonar.

La Figura 16 muestra la estimulacion de neopterina en respuesta al homodimero de IFNB-Fc y el hibrido de
monoémero-dimero de IFNB-Fc N297A en monos cinomolgos.
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La Figura 17a muestra la secuencia de nucleétidos de interferon B-Fc; la Figura 17b muestra la secuencia de
aminoacidos de interferén B-Fc.

La Figura 18 muestra la secuencia de aminoacidos de T20(a); T21 (b) y T1249(c).
Descripcion de las realizaciones
A. Definiciones

Marca de afinidad, como se usa en la presente memoria, significa una molécula unida a una segunda molécula de
interés, que puede interaccionar con un componente de unién especifico con el fin de aislar o identificar dicha
segunda molécula de interés.

Analogos de proteinas quiméricas de la presente descripcion, por ejemplo, de proteinas quiméricas de la presente
invencioén, o proteinas o péptidos sustancialmente idénticos a las proteinas quiméricas de la presente descripcion,
por ejemplo, a las proteinas quiméricas de la presente invencion, como se usa en la presente memoria, significa que
una secuencia de aminoacidos relevante de una proteina o un péptido es al menos el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% o el 100% idéntica a una secuencia dada. A modo de ejemplo, tales secuencias pueden ser
variantes derivadas de diversas especies, o pueden derivarse de la secuencia dada por truncacién, delecion,
sustitucion o adicién de aminoacidos. La identidad en porcentaje entre dos secuencias de aminoacidos se determina
por algoritmos de alineamiento convencionales tales como, por ejemplo, Basic Local Alignment Tool (BLAST)
descrito en Altschul y col. 1990, J. Mol. Biol., 215:403-410, el algoritmo de Needleman y col. 1970, J. Mol. Biol.,
48:444-453; el algoritmo de Meyers y col. 1988, Comput. Appl. Biosci., 4:11-17; o Tatusova y col. 1999, FEMS
Microbiol. Lett., 174:247-250, etc. Tales algoritmos se incorporan en los programas BLASTN, BLASTP y “BLAST 2
Sequences” (véase www.ncbl.nlm.nih.gov/BLAST). Si se utilizan tales programas, pueden usarse parametros por
defecto. Por ejemplo, para secuencias de nucleétidos pueden usarse los siguientes parametros para “BLAST 2
Sequences”: programa BLASTN, recompensa por apareamiento 2, penalizaciéon por desapareamiento -2,
penalizaciones por hueco abierto y extension de hueco 5 y 2 respectivamente, gap x_dropoff 50, esperado 10,
tamafio de palabra 11, filtro ON. Para secuencias de aminodacidos pueden usarse los siguientes parametros para
“BLAST 2 Sequences”: programa BLASTP, matriz BLOSUM®62, penalizaciones por hueco abierto y extension de
hueco 11y 1, respectivamente, gap x_dropoff 50, esperado 10, tamafio de palabra 3, filiro ON.

La biodisponibilidad, como se usa en la presente memoria, significa el grado y tasa a la que una sustancia se
absorbe en un sistema vivo o se provee en el sitio de actividad fisiologica.

Molécula biolégicamente activa, como se usa en la presente memoria, significa una molécula de no
inmunoglobulina o fragmento de la misma que puede tratar una enfermedad o afeccion o localizar o elegir como
diana una molécula para un sitio de una enfermedad o afeccién en el cuerpo realizando una funcién o una accién, o
estimulando o respondiendo a una funcion, una accion o una reaccién, en un contexto bioldgico (por ejemplo, en un
organismo, una célula o un modelo in vitro de la misma). Las moléculas bioldgicamente activas pueden comprender
al menos uno de polipéptidos, acidos nucleicos, moléculas pequefias tales como moléculas organicas o inorganicas
pequefias.

Una proteina quimérica, como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier proteina que comprende una
primera secuencia de aminoacidos derivada de una primera fuente, unida, covalentemente o no covalentemente, a
una segunda secuencia de aminoacidos derivada de una segunda fuente, en la que la primera y segunda fuente no
son las mismas. Una primera fuente y una segunda fuente que no son las mismas pueden incluir dos entidades
bioldgicas diferentes, o dos proteinas diferentes de la misma entidad biolégica, o una entidad biolégica y una entidad
no biolégica. Una proteina quimérica puede incluir, por ejemplo, una proteina derivada de al menos 2 fuentes
bioldgicas diferentes. Una fuente bioldgica puede incluir cualquier secuencia de acidos nucleicos o de aminoacidos
no sintéticamente producida (por ejemplo, una secuencia genémica o ADNc, un plasmido o vector viral, un viridn
nativo o un mutante o analogo, como se describe adicionalmente en la presente memoria, de cualquiera de los
anteriores). Una fuente sintética puede incluir una secuencia de proteinas o de acidos nucleicos producida
quimicamente y no por un sistema bioldgico (por ejemplo, sintesis en fase sélida de secuencias de aminoacidos).
Una proteina quimérica también puede incluir una proteina derivada de al menos 2 fuentes sintéticas diferentes o
una proteina derivada de al menos una fuente bioldgica y al menos una fuente sintética. Una proteina quimérica
también puede comprender una primera secuencia de aminoacidos derivada de una primera fuente, ligada
covalentemente o no covalentemente a un acido nucleico, derivada de cualquier fuente o una molécula organica o
inorganica pequefia derivada de cualquier fuente. La proteina quimérica puede comprender una molécula de ligante
entre la primera y segunda secuencia de aminoacidos o entre la primera secuencia de aminoacidos y el acido
nucleico, o entre la primera secuencia de aminoacidos y la molécula organica o inorganica pequefia.

Factor de coagulacion, como se usa en la presente memoria, significa cualquier molécula, o analogo de la misma,
que se produce naturalmente o se produce recombinantemente que previene o disminuye la duracién de un episodio
hemorragico en un sujeto con un trastorno hemostatico. En otras palabras, significa cualquier molécula que tiene
actividad de coagulacion.

Actividad de coagulacion, como se usa en la presente memoria, significa la capacidad para participar en una
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cascada de reacciones bioquimicas que culmina en la formacion de un coagulo de fibrina y/o reduce la gravedad,
duracion o frecuencia de hemorragia o episodio hemorragico.

Dimero, como se usa en la presente memoria, se refiere a una proteina quimérica que comprende una primera y
segunda cadena de polipéptidos, en la que la primera y segunda cadenas comprenden ambas una molécula
biolégicamente activa, y al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina. Un homodimero se refiere
a un dimero en el que ambas moléculas biolégicamente activas son las mismas.

Hibrido de monémero-dimero diméricamente ligado se refiere a una proteina quimérica que comprende al menos
una parte de una region constante de inmunoglobulina, por ejemplo, un fragmento Fc de una inmunoglobulina, una
molécula biolégicamente activa y un ligante que liga las dos juntas de forma que una molécula biolégicamente activa
esté unida a 2 cadenas de polipéptidos, comprendiendo cada una una parte de una region constante de
inmunoglobulina. La Figura 4 muestra un ejemplo de un hibrido de monémero-dimero diméricamente ligado.

Construccion de ADN, como se usa en la presente memoria, significa una molécula de ADN, o un clon de una
molécula tal, tanto mono como bicatenaria, que ha sido modificada mediante intervencién humana para contener
segmentos de ADN combinados de un modo que, en conjunto, no existiria de otro modo en la naturaleza. Las
construcciones de ADN contienen la informacion necesaria para dirigir la expresion de polipéptidos de interés. Las
construcciones de ADN pueden incluir promotores, potenciadores y terminadores de la transcripcion. Las
construcciones de ADN que contienen la informacion necesaria para dirigir la secrecién de un polipéptido también
contendran al menos una secuencia sefal secretora.

Dominio, como se usa en la presente memoria, significa una region de un polipéptido (incluyendo proteinas como
se define ese término) que tienen alguna caracteristica o funcion fisica distintiva que incluye, por ejemplo, una
estructura independientemente plegada que comprende una seccidon de una cadena de polipéptidos. Un dominio
puede contener la secuencia de la caracteristica fisica distintiva del polipéptido o puede contener un fragmento de la
caracteristica fisica que retiene sus caracteristicas de unién (es decir, puede unirse a un segundo dominio). Un
dominio puede asociarse a otro dominio. En otras palabras, un primer dominio puede unirse naturalmente a un
segundo dominio.

Un fragmento, como se usa en la presente memoria, se refiere a un péptido o polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos de al menos 2 residuos de aminoacidos contiguos, de al menos 5 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 10 residuos de aminoacidos contiguos, de al menos 15 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 20 residuos de aminodacidos contiguos, de al menos 25 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 40 residuos de aminodacidos contiguos, de al menos 50 residuos de
aminoacidos contiguos, de al menos 100 residuos de aminoacidos contiguos, o de al menos 200 residuos de
aminoacidos contiguos o cualquier delecion o truncacion de una proteina, péptido o polipéptido.

La hemostasia, como se usa en la presente memoria, significa la interrupcion del sangrado o hemorragia; o la
interrupcion de la circulacién sanguinea a través de un vaso sanguineo o parte del cuerpo.

Trastorno hemostatico, como se usa en la presente memoria, significa una afeccion genéticamente heredada o
adquirida caracterizada por una tendencia a hemorragia, tanto espontaneamente o como resultado de traumatismo,
debido a un capacidad alterada o incapacidad para formar un coagulo de fibrina.

Ligada, como se usa en la presente memoria, se refiere a una primera secuencia de acidos nucleicos
covalentemente unida a una segunda secuencia de acidos nucleicos. La primera secuencia de acidos nucleicos
puede estar directamente unida o yuxtapuesta a la segunda secuencia de acidos nucleicos o alternativamente una
secuencia interviniente puede unir covalentemente la primera secuencia con la segunda secuencia. Ligada como se
usa en la presente memoria también puede referirse a una primera secuencia de aminoacidos covalentemente, o no
covalentemente, unida a una segunda secuencia de aminoacidos. La primera secuencia de aminoacidos puede
unirse directamente o yuxtaponerse a la segunda secuencia de aminoacidos o alternativamente una secuencia
interviniente puede unir covalentemente la primera secuencia de aminoacidos con la segunda secuencia de
aminoacidos.

Operativamente ligada, como se usa en la presente memoria, significa una primera secuencia de acidos nucleicos
ligada a una segunda secuencia de acidos nucleicos de forma que ambas secuencias puedan expresarse como una
proteina o péptido bioldgicamente activo.

Polipéptido, como se usa en la presente memoria, se refiere a un polimero de aminoacidos y no se refiere a una
longitud especifica del producto; asi, péptidos, oligopéptidos y proteinas estan incluidos dentro de la definicion de
polipéptido. Este término no excluye modificaciones post-expresion del polipéptido, por ejemplo, glucosilacion,
acetilacion, fosforilacion, PEGilacion, adicion de un resto de lipido, o la adicién de cualquier molécula organica o
inorganica. Incluidos dentro de la definicion estan, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de
un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales) y polipéptidos con enlaces sustituidos, ademas
de otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto que se producen naturalmente como que no se producen
naturalmente.
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Alta rigurosidad, como se usa en la presente memoria, incluye condiciones facilmente determinadas por el experto
basadas en, por ejemplo, la longitud del ADN. Generalmente, tales condiciones se definen en Sambrook y col.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. vol. 1, pag. 1.101-104, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989),
e incluyen uso de una disolucién de prelavado para los filtros de nitrocelulosa 5X SSC, 0,5% de SDS, EDTA 1,0 mM
(pH 8,0), condiciones de hibridacion de 50% de formamida, 6X SSC a 42 °C (u otra disolucion de hibridacion similar,
tal como disolucién de Stark, en 50% de formamida a 42 °C, y con lavado a aproximadamente 68 °C, 0,2X SSC,
0,1% de SDS). El experto reconocera que la temperatura y la concentracion de sales de la disolucion de lavado
pueden ajustarse segun sea necesario segun factores tales como la longitud de la sonda.

Rigurosidad moderada, como se usa en la presente memoria, incluye condiciones que pueden determinarse
facilmente por aquellos expertos habituales en la materia basandose en, por ejemplo, la longitud del ADN. Las
condiciones basicas se exponen por Sambrook y col. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. vol. 1, pag.
1.101-104, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), e incluyen uso de una disolucién de prelavado para los
filtros de nitrocelulosa 5X SSC, 0,5% de SDS, EDTA 1,0 mM (pH 8,0), condiciones de hibridacion de 50% de
formamida, 6X SSC a 42 °C (u otra disolucién de hibridacion similar, tal como disolucion de Stark, en 50% de
formamida a 42 °C), y condiciones de lavado de 60 °C, 0,5X SSC, 0,1% de SDS.

Una molécula inorganica pequefia, como se usa en la presente memoria, significa una molécula que no contiene
atomos de carbono y que no tiene mas de 50 kD.

Una molécula organica pequeiia, como se usa en la presente memoria, significa una molécula que contiene al
menos un atomo de carbono y que no tiene mas de 50 kD.

Tratar, tratamiento, tratando, como se usa en la presente memoria, significa cualquiera de lo siguiente: la
reduccion en la gravedad de una enfermedad o afeccion; la reduccion en la duracion de un transcurso de
enfermedad; la mejora de uno o mas sintomas asociados a una enfermedad o afeccion; la provision de efectos
beneficiosos a un sujeto con una enfermedad o afeccién, sin curar necesariamente la enfermedad o afeccion, la
profilaxis de uno o mas sintomas asociados a una enfermedad o afeccion.

B. Mejoras ofrecidas por ciertas realizaciones de la invencion

La presente descripcion proporciona proteinas quiméricas (hibridos de monédmero-dimero) que comprenden una
primera y una segunda cadena de polipéptidos, en las que dicha primera cadena comprende una molécula
bioldgicamente activa y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena
comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina sin ninguna molécula biolégicamente
activa o region variable de una inmunoglobulina. La Figura 1 compara dimeros de proteina de fusion tradicionales
con un ejemplo del hibrido de monémero-dimero de la presente descripciéon (cuyo ejemlo es, ademas, una
realziacion de la presente invencion). En este ejemplo, la molécula biolégicamente activa es EPO vy la parte de una
inmunoglobulina es la region Fc de IgG.

Al igual que ofras proteinas quiméricas que comprenden al menos una parte de una regidon constante de
inmunoglobulina, la presente descripcion, que incluye la presente invencion, proporciona proteinas quiméricas que
proporcionan estabilidad potenciada y elevada biodisponibilidad de la proteina quimérica en comparacién con la
molécula bioldgicamente activa sola. Adicionalmente, sin embargo, debido a que solo una de las dos cadenas
comprende la molécula biolégicamente activa, la proteina quimérica tiene un menor peso molecular que una
proteina quimérica en la que todas las cadenas comprenden una molécula biolégicamente activa y, aunque no se
desee quedar ligado a teoria particular, esto puede hacer que la proteina quimérica sea mas facilmente transcitada a
través de la barrera del epitelio, por ejemplo, uniéndose al receptor FcRn, aumentando asi la semivida de la proteina
quimérica. En un caso, la presente descripcion proporciona asi un procedimiento no invasivo mejorado (por ejemplo,
mediante cualquier superficie de la mucosa tal como por via oral, bucalmente, sublingualmente, nasalmente,
rectalmente, vaginalmente, o mediante via pulmonar u ocular) de administrar una proteina quimérica terapéutica de
la presente descripcion, por ejemplo, una proteina quimérica de la presente invencion. Asi, la presente descripcion
proporciona procedimientos de obtencidon de niveles terapéuticos de las proteinas quiméricas de la presente
descripcion, por ejemplo, de las proteinas quiméricas de la presente invencion, usando dosis menos frecuentes y
menores en comparacion con proteinas quiméricas previamente descritas (por ejemplo, proteinas quiméricas que
comprenden al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y una molécula biolégicamente activa,
en la que todas las cadenas de la proteina quimérica comprenden una molécula biolégicamente activa).

En otro caso, la presente descripcion proporciona un procedimiento invasivo, por ejemplo, subcutdneamente,
intravenosamente, de administracion de una proteina quimérica terapéutica de la presente descripcion, por ejemplo,
una proteina quimérica terapéutica de la presente invencién. La administraciéon invasiva de la proteina quimérica
terapéutica de la presente descripcion, por ejemplo, de la proteina quimérica terapéutica de la presente invencion.
proporciona una elevada semivida de la proteina quimérica terapéutica que se produce usando dosis menos
frecuentes y menores en comparacion con proteinas quiméricas previamente descritas (por ejemplo, proteinas
quiméricas que comprenden al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y una molécula
bioldgicamente activa, en la que todas las cadenas de la proteina quimérica comprenden una molécula
bioldgicamente activa).
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Todavia otra ventaja de una proteina quimérica en la que solo una de las cadenas comprende una molécula
biolégicamente activa es la accesibilidad potenciada de la molécula biolégicamente activa para su célula diana o
molécula resultante de impedimento estérico disminuido, interacciones hidréfobas disminuidas, interacciones iénicas
disminuidas o peso molecular disminuido en comparacién con una proteina quimérica en la que todas las cadenas
comprenden una molécula biolégicamente activa.

C. Proteinas quiméricas

La presente descripcion se refiere a proteinas quiméricas que comprenden una molécula biolégicamente activa, al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y opcionalmente al menos un ligante. La parte de una
inmunoglobulina tendra tanto un extremo N, o amino, como un extremo C, o carboxi. La proteina quimérica puede
tener la molécula biolégicamente activa ligada al extremo N de la parte de una inmunoglobulina. Alternativamente, la
molécula biolégicamente activa puede ligarse al extremo C de la parte de una inmunoglobulina. En un caso, el
enlace es un enlace covalente. En otra realizacion, el enlace es un enlace no covalente.

La proteina quimérica puede comprender opcionalmente al menos un ligante; asi, la molécula biologicamente activa
no tiene que estar directamente ligada a la parte de una regidon constante de inmunoglobulina. El ligante puede
intervenir entre la molécula biolégicamente activa y la parte de una regién constante de inmunoglobulina. El ligante
puede ligarse al extremo N de la parte de una regidon constante de inmunoglobulina, o al extremo C de la parte de
una region constante de inmunoglobulina. Si la molécula bioldgicamente activa comprende al menos un aminoacido,
la molécula biolégicamente activa tendra un extremo N y un extremo C y el ligante puede ligarse al extremo N de la
molécula biolégicamente activa, o al extremo C de la molécula biolégicamente activa.

La presente descripcion se refiere a una proteina quimérica de férmula X-L.-F:F o F:F-Ls-X en las que X es una
molécula biolégicamente activa, L es un ligante opcional, F es al menos una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina y a es cualquier nimero entero o cero. La presente descripcion también se refiere a una proteina
quimérica de formula To-X-La-F:F o Ta-F:F-Lo-X en las que X es una molécula biolégicamente activa, L es un ligante
opcional, F es al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, a es cualquier nUmero entero o cero,
T es un segundo ligante o alternativamente una marca que puede usarse para facilitar la purificacion de la proteina
quimérica, por ejemplo, una marca FLAG, una marca de histidina, una marca GST, una marca de proteina de unién
a maltosa y (:) representa una asociacion quimica, por ejemplo, al menos un enlace no peptidico. En ciertos casos,
la asociacién quimica, es decir, (:) es un enlace covalente. En otras casos, la asociacion quimica, es decir, (:) es una
interaccion no covalente, por ejemplo, una interaccion iénica, una interaccion hidréfoba, una interaccion hidrdfila, una
interaccion de Van der Waals, un enlace de hidrégeno. Se entendera por el experto que cuando a es igual a cero X
se ligara directamente a F. Asi, por ejemplo, a puede ser 0, 1, 2, 3, 4, 5, o superior a 5.

En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura
2a (SEQ IDSEQ ID N°: 6). En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende la secuencia de
aminoacidos de la Figura 2b (SEQ IDSEQ ID N° 8). En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion
comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura 2c (SEQ IDSEQ ID N°: 10). En un caso, la proteina quimérica
de la presente descripcion comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura 2d (SEQ IDSEQ ID N°: 12). En un
caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura 2e
(SEQ IDSEQ ID N°: 14). En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende la secuencia de
aminoacidos de la Figura 2f (SEQ IDSEQ ID N° 16). En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion
comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura 2g (SEQ IDSEQ ID N°: 18). En un caso, la proteina quimérica
de la presente descripcion comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura 2h (SEQ IDSEQ ID N°: 20). En un
caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura 2i (SEQ
IDSEQ ID N°: 22). En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende la secuencia de
aminodacidos de la Figura 2j (SEQ IDSEQ ID N°: 24). En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion
comprende la secuencia de aminoacidos de la Figura 17b (SEQ IDSEQ ID N°: 27).

Basado en la descripcion que se ha proporcionado anteriormente, y en la descipcion contenida en cualquier otro sitio
de la presente memoria, la presente invencién proporciona proteinas quiméricas ddentro del alcance de la
reivindicacion 1 del apéndice.

1. Variantes de proteinas quiméricas

Derivados de las proteinas quiméricas de la presente descripcion, que incluyen las proteinas quiméricas de la
presente invencion, anticuerpos contra tales proteinas quiméricas y anticuerpos contra componentes de union de
tales proteinas quiméricas, son todos contemplados, y pueden prepararse alterando sus secuencias de aminoacidos
por sustituciones, adiciones y/o deleciones/truncaciones o introduciendo modificacion quimica que produce
moléculas funcionalmente equivalentes. Se entendera por un experto habitual en la materia que ciertos aminoacidos
en una secuencia de cualquier proteina pueden estar sustituidos por otros aminoacidos sin afectar adversamente la
actividad de la proteina.

Pueden hacerse diversos cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas quiméricas de la presente
descripcion, por ejemplo, de las proteinas quiméricas de la presente invencién, o en secuencias de ADN que las
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codifican sin pérdida apreciable de su actividad, funcion o utilidad biolégica. Derivados, analogos o mutantes
resultantes de tales cambios y el uso de tales derivados estan dentro del alcance de la presente descripcion. En un
caso especifico, el derivado es funcionalmente activo, es decir, puede presentar una o mas actividades asociadas a
las proteinas quiméricas de la presente descripcion, por ejemplo, de las proteinas quiméricas de la invencioén, por
ejemplo, unién a FcRn, inhibicion viral, hemostasia, produccion de glébulos rojos. Muchos ensayos que pueden
probar la actividad de una proteina quimérica que comprende una molécula biolégicamente activa se conocen en la
técnica. Si la molécula biolégicamente activa es un inhibidor del VIH, la actividad puede probarse midiendo la
actividad de transcriptasa inversa usando procedimientos conocidos (véase, por ejemplo, Barre-Sinoussi y col. 1983,
Science 220:868; Gallo y col. 1984, Science 224:500). Alternativamente, la actividad puede medirse midiendo la
actividad fusogénica (véase, por ejemplo, Nussbaum y col. 1994, J. Virol. 68(9):5411). Si la actividad bioldgica es
hemostasia, puede realizarse un ensayo de FVlla-rTF StaCLot para evaluar la actividad de derivados del factor Vlla
(Johannessen y col. 2000, Blood Coagulation and Fibrinolysis 11:S159).

Sustitutos de un aminoacido dentro de la secuencia pueden seleccionarse de otros miembros de la clase a la que el
aminoacido pertenece (véase la Tabla 1). Ademas, diversos aminoacidos estan cominmente sustituidos con
aminoacidos neutros, por ejemplo, alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y metionina
(véase, por ejemplo, MacLennan y col. 1998, Acta Physiol. Scand. Suppl. 643:55-67; Sasaki y col. 1998, Adv.
Biophys. 35:1-24).

TABLA1

Residuos originales | Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones tipicas
Ala (A) Val, Leu, lle Val
Arg (R) Lys, GIn, Asn Lys
Asn (N) Gin GIn
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
Gin (Q) Asn Asn
Gly (G) Pro, Ala Ala
His (H) Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys (K) Arg, acido 1,4-diamino-butirico, Gin, Asn | Arg
Met (M) Leu, Phe, lle Leu
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro (P) Ala Gly
Ser (S) Thr, Ala, Cys Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

2. Moléculas biolégicamente activas

En las realizaciones de la presente invencion, la molécula biolégicamente activa es una proteina seleccionada del
grupo que consiste en una citosina, una hormona y un factor de coagulacion (ejemplos de lis cuales se proporcionan
en la siguiente descripcion). Sin embargo, la presente descripcion contempla mas generalmente el uso de cualquier
molécula biolégicamente activa como la molécula terapéutica de la presente descripcion. La molécula
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bioldgicamente activa puede ser un polipéptido. La molécula biolégicamente activa puede ser un Unico aminoacido.
La molécula biolégicamente activa puede incluir un polipéptido modificado.

La molécula biolégicamente activa puede incluir una molécula de lipido (por ejemplo, un esteroide o colesterol, un
acido graso, un triacilglicerol, glicerofosfolipido, o esfingolipido). La molécula biolégicamente activa puede incluir una
molécula de azucar (por ejemplo, glucosa, sacarosa, manosa). La molécula biolégicamente activa puede incluir una
molécula de acido nucleico (por ejemplo, ADN, ARN). La molécula biolégicamente activa puede incluir una molécula
organica pequefia o una molécula inorganica pequena.

a. Citocinas y factores de crecimiento

En un caso, la molécula biolégicamente activa es un factor de crecimiento, hormona o citocina, o analogo o
fragmento de los mismos. La molécula biolégicamente activa puede ser cualquier agente que pueda inducir
crecimiento y proliferacion celular. En un caso especifico, la molécula biolégicamente activa es cualquier agente que
pueda inducir eritrocitos para proliferar. Asi, un ejemplo de una molécula biolégicamente activa contemplada por la
presente descripcion es EPO. La molécula biolégicamente activa también puede incluir, pero no se limita a,
RANTES, MIP1a, MIP1B, IL-2, IL-3, GM-CSF, hormona de crecimiento, factor de necrosis tumoral (por ejemplo,
TNFa o B).

La molécula biolégicamente activa puede incluir interferon a, tanto si se produce sintéticamente como
recombinantemente, que incluye, pero no se limita a, uno cualquiera de los aproximadamente veinticinco subtipos
estructuralmente relacionados como, por ejemplo, interferon-a2a, ahora comercialmente disponible para uso clinico
(ROFERON®, Roche) e interferén-a2b, también aprobado para uso clinico (INTRON®, Schering), ademas de
versiones genéticamente manipuladas de diversos subtipos, que incluyen, pero no se limitan a, interferon o
consenso comercialmente disponible (INFERGEN®, Intermune, desarrollado por Amgen) e interferon de leucocitos
humanos consenso, véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 4.695.623; 4.897.471, interferon B, factor de
crecimiento epidérmico, hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), leuprolida, hormona estimulante del foliculo,
progesterona, estrogeno o testosterona.

Previamente se ha descrito una lista de citocinas y factores de crecimiento que pueden usarse en la proteina
quimérica de la presente descripcion (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.086.875, 6.485.726, 6.030.613;
WO 03/077834; US2003-0235536A1).

b. Agentes antivirales

En un caso, la molécula biolégicamente activa es un agente antivirico, que incluye fragmentos y analogos del
mismo. Un agente antivirico puede incluir cualquier molécula que inhiba o prevenga la replicacién viral, o inhiba o
prevenga la entrada viral en una célula, o inhiba o prevenga la salida viral de una célula. En un caso, el agente
antiviral es un inhibidor de la fusién. En un caso, el agente antiviral es una citocina que inhibe la replicacion viral. En
otro caso, el agente antiviral es interferén a.

El inhibidor de la fusion viral para su uso en la proteina quimérica puede ser cualquier molécula que disminuya o
prevenga la penetracion viral de una membrana celular de una célula diana. El inhibidor de la fusion viral puede ser
cualquier molécula que disminuya o prevenga la formacién de sincitios entre al menos dos células susceptibles. El
inhibidor de la fusién viral puede ser cualquier molécula que disminuya o prevenga la uniéon de una membrana
bicapa lipidica de una célula eucariota y una bicapa lipidica de un virus envuelto. Ejemplos de virus envueltos
incluyen, pero no se limitan a, VIH-1, VIH-2, SIV, gripe, paragripe, virus de Epstein-Barr, CMV, herpes simple 1,
herpes simple 2 y virus respiratorio sincitial.

El inhibidor de la fusién viral puede ser cualquier molécula que disminuya o prevenga la fusion viral que incluye, pero
no se limita a, un polipéptido, una molécula organica pequefia o una molécula inorganica pequefia. En un caso, el
inhibidor de la fusién es un polipéptido. En un caso, el inhibidor de la fusién viral es un polipéptido de 3-36
aminoacidos. En otro caso, el inhibidor de la fusion viral es un polipéptido de 3-50 aminoacidos, 10-65 aminoacidos,
10-75 aminoacidos. El polipéptido puede comprender una secuencia de aminoacidos que se produce naturalmente
(por ejemplo, un fragmento de gp41) que incluye analogos y mutantes de la misma o el polipéptido puede
comprender una secuencia de aminoacidos no encontrada en la naturaleza, mientras que el polipéptido presente la
actividad inhibidora de la fusion viral.

En un caso, el inhibidor de la fusién viral es un polipéptido, identificado como un inhibidor de la fusién viral usando al
menos un algoritmo informatico, por ejemplo, ALLMOTI5, 107x178x4 y PLZIP (véanse, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. 6.013.263; 6.015.881; 6.017.536; 6.020.459; 6.060.065; 6.068.973; 6.093.799; y 6.228.983).

En un caso, el inhibidor de la fusion viral es un inhibidor de la fusién del VIH. En un caso, el VIH es VIH-1. En otro
caso, el VIH es VIH-2. En un caso, el inhibidor de la fusion del VIH es un polipéptido que comprende un fragmento
de la proteina de la envuelta gap41 de VIH-1. El inhibidor de la fusion del VIH puede comprender, por ejemplo, T20
(SEQ IDSEQ ID N° 1) o un analogo del mismo, T21 (SEQ IDSEQ ID N°: 2) o un analogo del mismo, T1249 (SEQ
IDSEQ ID N°: 3) o un analogo del mismo, Nccegp41 (Louis y col. 2001, J. Biol. Chem. 276:(31)29485) o un analogo
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del mismo, o hélice 5 (Root y col. 2001, Science 291:884) o un analogo del mismo.

Pueden usarse ensayos conocidos en la técnica para probar la actividad inhibidora de la fusion viral de un
polipéptido, una molécula organica pequefia o una molécula inorganica pequefa. Estos ensayos incluyen un ensayo
con transcriptasa inversa, un ensayo con p24, o ensayo de formacion de sincitios (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. 5.464.933).

Previamente se ha descrito una lista de agentes antivirales que pueden usarse en la proteina quimérica de la
presente descripcion (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.086.875, 6.485.726, 6.030.613; documentos
WO 03/077834; US2003-0235536A1).

c. Agentes hemostaticos

En un caso, la molécula biolégicamente activa es un factor de coagulacién u otro agente que promueve la
hemostasia, que incluye fragmentos y analogos del mismo. El factor de coagulacién puede incluir cualquier molécula
que tenga actividad de coagulacién o active una molécula con actividad de coagulacion. El factor de coagulacion
puede comprender un polipéptido. El factor de coagulacion puede ser, como un ejemplo, pero no se limita a, factor
VIII, factor IX, factor XI, factor XlI, fibrindgeno, protrombina, factor V, factor VI, factor X, factor XllI o factor de von
Willebrand. En un caso, el factor de coagulacion es factor VIl o factor Vlla. El factor de coagulacion puede ser un
factor que participe en la ruta extrinseca. El factor de coagulacion puede ser un factor que participe en la ruta
intrinseca. Alternativamente, el factor de coagulacion puede ser un factor que participe en tanto la ruta extrinseca
como intrinseca.

El factor de coagulacién puede ser un factor de coagulaciéon humano o un factor de coagulacion no humano, por
ejemplo, derivado de un primate no humano, un cerdo o cualquier mamifero. El factor de coagulacion puede ser
factor de coagulacién quimérico, por ejemplo, el factor de coagulacion puede comprender una parte de un factor de
coagulacién humano y una parte de un factor de coagulacion porcino, o una parte de un primer factor de coagulacion
no humano y una parte de un segundo factor de coagulacién no humano.

El factor de coagulacion puede ser un factor de coagulacion activado. Alternativamente, el factor de coagulacion
puede ser una forma inactiva de un factor de coagulacion, por ejemplo, un zimégeno. El factor de coagulacion
inactivo puede experimentar activacion posterior a ser ligado a al menos una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina. El factor de coagulacién inactivo puede activarse posterior a la administracion a un sujeto.
Alternativamente, el factor de coagulacion inactivo puede activarse antes de la administracion.

En ciertos casos, una endopeptidasa, por ejemplo, enzima escisora de aminoacidos basicos apareados (PACE), o
cualquier miembro de la familia PACE, tal como PCSK1-9, que incluye versiones truncadas de la misma, o su
equivalente de levadura Kex2 de S. cerevisiae y versiones truncadas de Kex2 (Kex2 1-675) (véanse, por ejemplo,
las patentes de EE.UU. 5.077.204; 5.162.220; 5.234.830; 5.885.821; 6.329.176) pueden usarse para escindir un
propéptido para formar la proteina quimérica madura de la presente descripcion (por ejemplo factor VII, factor IX).

d. Otras moléculas biolégicamente activas proteinaceas

En un caso de la presente descripcion, la molécula biolégicamente activa es un receptor o un fragmento o analogo
del mismo. El receptor puede expresarse sobre una superficie celular, o alternativamente el receptor puede
expresarse sobre el interior de la célula. El receptor puede ser un receptor viral, por ejemplo, CD4, CCR5, CXCR4,
CD21, CD46. La molécula biolégicamente activa puede ser un receptor bacteriano. La molécula biolégicamente
activa puede ser una proteina de la matriz extracelular o fragmento o analogo de la misma, importante en la
colonizacién e infeccion bacteriana (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.648.240; 5.189.015; 5.175.096)
o una proteina de la superficie bacteriana importante en adhesion e infeccion (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. 5.648.240). La molécula biolégicamente activa puede ser un factor de crecimiento, hormona o receptor de
citocina, o un fragmento o analogo del mismo, por ejemplo, receptor de TNFa, el receptor de eritropoyetina, CD25,
CD 122 0 CD132.

Previamente se ha descrito una lista de otras moléculas proteinaceas que pueden usarse en la proteina quimérica
de la presente descripcion (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.086.875; 6.485.726; 6.030.613;
documentos WO 03/077834; US2003-0235536A1).

e. Acidos nucleicos

En un caso, la molécula biolégicamente activa es un acido nucleico, por ejemplo, ADN, ARN. En un caso especifico,
la molécula biolégicamente activa es un acido nucleico que puede usarse en ARN interferente (ARNi). La molécula
de acido nucleico puede ser como ejemplo, pero no como limitacién, una molécula antisentido o una ribozima o un
aptamero.

Las moléculas de ARN y ADN antisentido actuan directamente bloqueando la traduccién de ARNm hibridandose con
ARNm elegido como diana y previniendo la traduccién de proteinas. Enfoques antisentido implican el disefio de
oligonucledtidos que son complementarios a una ARNm de gen diana. Los oligonucleotidos antisentido se uniran a
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los transcritos de ARNm del gen diana complementario y prevendran la traduccién. No se requiere
complementariedad absoluta.

Una secuencia “complementaria” a una parte de un ARN, como se denomina en la presente memoria, significa una
secuencia que tiene suficiente complementariedad para poder hibridarse con el ARN, formando un duplex estable;
en el caso de acidos nucleicos antisentido bicatenarios, una hebra sencilla del ADN duplex puede asi probarse, o
puede ensayarse la formacion de triplex. La capacidad para hibridarse dependera de tanto el grado de
complementaridad como de la longitud del acido nucleico antisentido. Generalmente, cuanto mas largo sea el acido
nucleico de hibridacion, mas desapareamientos de bases con un ARN puede contener y todavia formar un duplex
estable (o triplex, segun lo requiera el caso). Un experto en la materia puede determinar un grado tolerable de
desapareamiento usando procedimientos convencionales para determinar el punto de fusién del complejo hibridado.

Los acidos nucleicos antisentido deben tener al menos seis nucledtidos de longitud, y son preferentemente
oligonucledtidos que oscilan de 6 a aproximadamente 50 nucledtidos de longitud. En aspectos especificos, el
oligonucledtido tiene al menos 10 nucledtidos, al menos 17 nucledtidos, al menos 25 nucleétidos o al menos 50
nucledtidos.

Los oligonucledtidos pueden ser ADN o ARN, o mezclas quiméricas o derivados o versiones modificadas de los
mismos, monocatenarios o bicatenarios. El oligonucleétido puede modificarse en el resto de base, el resto de azicar
o esqueleto de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, hibridacién, etc. El oligonucleotido
puede incluir otros grupos adjuntos tales como polipéptidos (por ejemplo, para elegir como diana receptores de
células huésped que eligen diana in vivo), o agentes que facilitan el transporte a través de la membrana celular
(véase, por ejemplo, Letsinger y col. 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6553; Lemaitre y col. 1987, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84:648; documento WO 88/09810) o la barrera hematoencefalica (véase, por ejemplo, el documento
WO 89/10134), agentes de escision provocada por la hibridacion (véase, por ejemplo, Krol y col. 1988,
BioTechniques 6:958) o agentes intercalantes (véase, por ejemplo, Zon 1988, Pharm. Res. 5:539). Para este fin, el
oligonucledtido puede conjugarse con otra molécula, por ejemplo, un polipéptido, agente de reticulacion provocada
por la hibridacién, agente de transporte, o agentes de escision provocada por la hibridacion.

También pueden usarse moléculas de ribozima disefiadas para escindir cataliticamente transcritos de ARNm de gen
diana para prevenir la traduccion de mARN de gen diana y, por tanto, la expresion de producto génico diana (véase,
por ejemplo, el documento WO 90/11364; Sarver y col. 1990, Science 247, 1222-1225).

Las ribozimas son moléculas de ARN enzimaticas que pueden catalizar la escision especifica de ARN (véase Rossi
1994, Current Biology 4:469). El mecanismo de accion de las ribozimas implica hibridacion especifica de secuencias
de la molécula de ribozima con ARN diana complementario, seguido de un evento de escision endonucleolitica. La
composicion de moléculas de ribozima debe incluir una o mas secuencias complementarias al ARNm de gen diana,
y debe incluir la muy conocida secuencia catalitica responsable de la escision de ARNm. Para esta secuencia,
véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. 5.093.246.

En un caso, las ribozimas que escinden ARNm en secuencias de reconocimiento especificas para sitio pueden
usarse para destruir ARNm de gen diana. En otro caso se contempla el uso de ribozimas en cabeza de martillo. La
ribozima en cabeza de martillo escinde ARNm en localizaciones dictadas por regiones flanqueantes que forman
pares de bases complementarias con el ARNm diana. El Unico requisito es que el ARNm tenga la siguiente
secuencia de dos bases: 5-UG-3'. La construccion y produccion de ribozimas en cabeza de martillo es muy conocida
en la técnica y se describe mas completamente en Myers 1995, Molecular Biology and Biotechnology: A
Comprehensive Desk Reference, VGH Publishers, Nueva York, y en Haseloff y Gerlach 1988, Nature, 334:585.

f. Moléculas pequenas

La presente descripcién también contempla el uso de cualquier molécula pequefia terapéutica o farmaco como
molécula biolégicamente activa en la proteina quimérica de la presente descripcion. Previamente se ha descrito una
lista de moléculas pequefias y farmacos que pueden usarse en la proteina quimérica de la presente descripcion
(véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.086.875; 6.485.726; 6.030.613; documentos WO 03/077834;
US2003-0235536A1).

2. Inmunoglobulinas

Las proteinas quiméricas de la presente descripcion comprenden al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas comprenden cuatro cadenas de proteinas que se asocian covalentemente -
dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Cada cadena comprende adicionalmente una region variable y una
region constante. Dependiendo del isotipo de inmunoglobulina, la regiéon constante de la cadena pesada comprende
3 6 4 dominios de la region constante (por ejemplo, CH1, CH2, CH3, CH4). Algunos isotipos comprenden
adicionalmente una region bisagra.

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede obtenerse de cualquier mamifero. La parte de una
region constante de inmunoglobulina puede incluir una parte de una region constante de inmunoglobulina humana,
una region constante de inmunoglobulina de primate no humano, una region constante de inmunoglobulina bovina,
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una region constante de inmunoglobulina porcina, una region constante de inmunoglobulina murina, una region
constante de inmunoglobulina ovina o una region constante de inmunoglobulina de rata.

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede producirse recombinantemente o sintéticamente. La
inmunoglobulina puede aislarse de una biblioteca de ADNc. La parte de una regidon constante de inmunoglobulina
puede aislarse de una biblioteca de fagos (véase, por ejemplo, McCafferty y col. 1990, Nature 348:552, Kang y col.
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4363; documento EP 0 589 877 B1). La parte de una regién constante de
inmunoglobulina puede obtenerse por barajado de genes de secuencias conocidas (Mark y col. 1992, Bio/Technol.
10:779). La parte de una region constante de inmunoglobulina puede aislarse por recombinacion in vivo
(Waterhouse y col. 1993, Nucl. Acid Res. 21:2265). La inmunoglobulina puede ser una inmunoglobulina humanizada
(patente de EE.UU. 5.585.089, Jones y col. 1986, Nature 332:323).

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede incluir una parte de una IgG, una IgA, una IgM, una IgD
o una IgE. En un caso, la inmunoglobulina es una IgG. En otro caso, la inmunoglobulina es IgG1. En otro caso, la
inmunoglobulina es 1gG2.

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede incluir la regién constante de la cadena pesada entera,
o un fragmento o analogo de la misma. En un caso, una region constante de la cadena pesada puede comprender
un dominio CH1, un dominio CH2, un dominio CH3 y/o una regioén bisagra. En otro caso, una region constante de la
cadena pesada puede comprender un dominio CH1, un dominio CH2, un dominio CH3 y/o un dominio CH4.

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede incluir un fragmento Fc. Un fragmento Fc puede
comprender los dominios CH2 y CH3 de una inmunoglobulina y la regiéon bisagra de la inmunoglobulina. El
fragmento Fc puede ser el fragmento Fc de una IgG1, una IgG2, una IgG3 o una IgG4. En un caso especifico, la
parte de una region constante de inmunoglobulina es un fragmento Fc de una IgG1. En oftro caso, la parte de una
region constante de inmunoglobulina es un fragmento Fc de una IgG2.

Como se ha discutido en cualquier parte en la presente memoria, las proteinas quiméricas de la presente invencién
comprenden al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina que es un componente de union a
receptor neonatal de Fc (FcRn). Esto refleja otro caso de la presente descripcion, en el que la parte de una region
constante de inmunoglobulina es un componente de unién a FcRn. Un componente de unién a FcRn es cualquier
molécula que pueda unirse especificamente por el receptor FcRn con posterior transporte activo por el receptor
FcRn del componente de union a FcRn. Especificamente unido se refiere a dos moléculas que forman un complejo
que es relativamente estable bajo condiciones fisiolégicas. La unién especifica se caracteriza por una alta afinidad y
una capacidad de baja a moderada como se distingue de la unién no especifica que normalmente tiene una baja
afinidad con una capacidad de moderada a alta. Normalmente, la unién se considera especifica si la constante de
afinidad Ka es superior a 10° M, o0 mas preferentemente superior a 108 M. Si fuera necesario, la unién no
especifica puede reducirse sin afectar sustancialmente la unién especifica variando las condiciones de uniéon. Las
condiciones de unién apropiadas tales como concentracion de las moléculas, fuerza idénica de la disolucién,
temperatura, tiempo permitido para la unién, concentracién de un agente de bloqueo (por ejemplo, albumina de
suero, caseina de la leche), etc., pueden optimizarse por un experto usando técnicas rutinarias.

El receptor FcRn ha sido aislado de varias especies de mamifero que incluyen seres humanos. Se conocen
secuencias de FcRn humano, FcRn de mono, FcRn de rata y FcRn de raton (Story y col. 1994, J. Exp. Med.
180:2377). El receptor FcRn se une a IgG (pero no a ofras clases de inmunoglobulina tales como IgA, IgM, IgD y
IgE) a pH relativamente bajo, transporta activamente la IgG transcelularmente en una direccién de luminal a serosal
y luego libera la IgG a pH relativamente mayor encontrado en los fluidos intersticiales. Se expresa en tejido epitelial
adulto (patentes de EE.UU. 6.485.726, 6.030.613, 6.086.875; documentos WO 03/077834; US2003-0235536A1) que
incluye epitelio de pulmén e intestinal (Israel y col. 1997, Immunology 92:69), epitelio tubular proximal renal
(Kobayashi y col. 2002, Am. J. Physiol. Renal Physiol. 282:F358), ademas de epitelio nasal, superficies vaginales y
superficies de las vias biliares.

Los componentes de unién a FcRn para su uso segun la presente descripcion, que incluyen la presente invencion,
engloban cualquier molécula que pueda unirse especificamente por el receptor FcRn que incluye IgG completa, el
fragmento Fc de IgG, y otros fragmentos que incluyen la region de union completa del receptor FcRn. La region de la
parte Fc de IgG que se une al receptor FcRn se ha descrito basandose en cristalografia de rayos X (Burmeister y
col. 1994, Nature 372:379). La mayor area de contacto de Fc con el FcRn esta cerca de la interseccion de los
dominios CH2 y CH3. Los contactos Fc-FcRn estan todos dentro de una Unica cadena pesada de Ig. Los
componentes de unién a FcRn incluyen IgG completas, el fragmento Fc de IgG y otros fragmentos de IgG que
incluyen la regién de unién completa de FcRn. Los principales sitios de contacto incluyen los residuos de
aminoacidos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y residuos de aminoacidos 385-
387, 428 y 433-436 del dominio CH3. Referencias hechas a la numeracién de aminoacidos de inmunoglobulinas o
fragmentos de inmunoglobulinas, o regiones, se basan todos en Kabat y col. 1991, Sequences of Proteins of
Immunoloical Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, MD.

La region Fc de IgG puede modificarse segun procedimientos bien reconocidos tales como mutagénesis dirigida a
sitio y similares dando los fragmentos de IgG o Fc modificados o partes de los mismos que se uniran por FcRn.
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Tales modificaciones incluyen modificaciones remotas de los sitios de contacto de FcRn, ademas de modificaciones
dentro de los sitios de contacto que preservan o incluso potencian la unién al FcRn. Por ejemplo, los siguientes
residuos de aminoacidos individuales en Fc de IgG1 humana (Fcy1) pueden estar sustituidos sin pérdida significativa
de afinidad de union de Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, E258A, T260A,
D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, E283A, H285A, N286A,
T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301 A, V303A, V305A, T307A,
L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A, A330Q, P331A,
E333A, K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A, E356A, M368A, T359A,
K360A, N361A, Q302A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A, N384A, Q386A, E388A, N389A,
N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q498A, Q419A, N421A, V422A, S424A,
E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A y K447A, en los que, por ejemplo, P238A representa prolina
no mutante sustituida con alanina en la posicion nimero 238. Como un ejemplo, un caso especifico de la presente
descripcion, por ejemplo, una realizacion especifica de la presente invencion, incorpora la mutacion N297A, que
elimina un sitio de N-glucosilacion altamente conservado. Ademas de alanina, otros aminoacidos pueden estar
sustituidos con los aminoacidos no mutantes en las posiciones especificadas anteriormente. Las mutaciones pueden
introducirse individualmente en Fc dando lugar a mas de cien componentes de unién a FcRn distintos de Fc nativo.
Adicionalmente, las combinaciones de dos, tres 0 mas de estas mutaciones individuales pueden introducirse juntas,
dando lugar a cientos de componentes de unién a FcRn. Ademas, uno de los componentes de unién a FcRn del
hibrido de monémero-dimero puede mutarse y el otro componente de union a FcRn no mutarse en absoluto, o
ambos pueden mutarse, pero con diferentes mutaciones. Cualquiera de las mutaciones descritas en la presente
memoria, que incluyen N297A, puede usarse para modificar Fc, independientemente de la molécula biolégicamente
activa (por ejemplo, EPO, IFN, factor IX, T20).

Ciertas de las mutaciones anteriores pueden conferir nueva funcionalidad tras la unién de FcRn al componente. Por
ejemplo, una realizacién incorpora N297A, eliminando un sitio de N-glucosilacion altamente conservado. El efecto de
esta mutacion es para reducir inmunogenicidad, potenciando asi la semivida en circulacién del componente de unién
a FcRn y para hacer que el componente de unién a FcRn sea incapaz de unirse a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB y
FcyRIIA, sin comprometer la afinidad por FcRn (Routledge y col. 1995, Trasplantation 60:847; Friend y col. 1999,
Trasplantation 68:1632; Shields y col. 1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Como otro ejemplo de la nueva funcionalidad
que se produce a partir de las mutaciones descritas anteriormente, la afinidad por FcRn puede aumentarse mas alla
de la del no mutante en algunos casos. Esta elevada afinidad puede reflejar una constante de asociacion elevada,
una constante de disociacion reducida, o ambos, una constante de asociacion elevada y una constante de
disociacion reducida. Se cree que las mutaciones que confieren una elevada afinidad por FcRn incluyen T256A,
T307A, E380A y N434A (Shields y col. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591).

Adicionalmente, al menos tres receptores gamma de Fc humanos parecen reconocer un sitio de unién sobre IgG
dentro de la region bisagra inferior, generalmente los aminoacidos 234-237. Por tanto, otro ejemplo de nueva
funcionalidad y posible inmunogenicidad reducida puede producirse a partir de mutaciones de esta region, como por
ejemplo reemplazando los aminoacidos 233-236 de la IgG1 humana “ELLG” con la secuencia correspondiente de
IgG2 “PVA” (con una delecion de aminoacido). Se ha mostrado que FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl, que median en diversas
funciones efectoras, no se uniran a IgG1 cuando tales mutaciones se hayan introducido. Ward y Ghefie 1995,
Therapeutic Immunology 2:77 y Armour y col., 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613.

En un caso, por ejemplo, en una realizacion, el componente de unién a FcRn es un polipéptido que incluye la
secuencia PKNSSMISNTP (SEQ ID N° 26) y opcionalmente adicionalmente que incluye una secuencia
seleccionada de HQSLGTQ (SEQ ID N° 27), HQNLSDGK (SEQ ID N° 28), HQNISDGK (SEQ ID N° 29) o
VISSHLGQ (SEQ ID N°: 30) (patente de EE.UU. 5.739.277).

Dos receptores FcRn pueden unirse a una unica molécula de Fc. Datos cristalograficos sugieren que cada molécula
de FcRn se une a un polipéptido unico del homodimero de Fc. En un caso de la presente descripcion, por ejemplo,
en una realizacion de la presente invencion, la uniéon del componente de unién a FcRn, por ejemplo, un fragmento Fc
de una IgG, a una molécula biolégicamente activa (que en el caso de la invencién es una citocina, una hormona o un
factor de coagulacion) proporciona un medio de administracion de la molécula biolégicamente activa por via oral,
bucalmente, sublingualmente, rectalmente, vaginalmente, como un aerosol administrado nasalmente o mediante una
via pulmonar, o mediante una via ocular. En otro caso, por ejemplo, en otra realizacion, la proteina quimérica puede
administrarse invasivamente, por ejemplo, subcutaneamente, intravenosamente.

El experto entendera que las partes de una region constante de inmunoglobulina para su uso en la proteina
quimérica de la invenciéon pueden incluir mutantes o analogos de los mismos, o pueden incluir regiones constantes
de inmunoglobulina quimicamente modificadas (por ejemplo, PEGiladas), o fragmentos de las mismas (véase, por
ejemplo, Aslam y Dent 1998, Bioconjugation: Protein Coupling Techniques For the Biomedical Sciences Macmilan
Reference, Londres). En un caso, un mutante puede proporcionar union potenciada de un componente de unién a
FcRn para FcRn. También contemplados para su uso en la proteina quimérica de la presente descripcion son
peptidomiméticos de al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, por ejemplo, un
peptidomimeético de un fragmento Fc o un peptidomimético de un componente de unién a FcRn. En un caso, el
peptidomimético se identifica usando expresion en fagos o mediante cribado de bibliotecas quimicas (véase, por
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ejemplo, McCafferty y col. 1990, Nature 348:552, Kang y col. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4363; documento
EP 0589 877 B1).

3. Ligantes opcionales

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion,
puede comprender opcionalmente al menos una molécula de ligante. El ligante puede comprender cualquier
molécula organica. En un caso de la presente descripcion, por ejemplo, en una realizacion de la presente invencion,
el ligante es polietilenglicol (PEG). En otro caso, por ejemplo, en otra realizacion, el ligante comprende aminoacidos.
El ligante puede comprender 1-5 aminoacidos, 1-10 aminoacidos, 1-20 aminoacidos, 10-50 aminoacidos, 50-100
aminoacidos, 100-200 aminoacidos. En un caso, por ejemplo, en una realizacion, el ligante es el ligante de ocho
aminoacidos EFAGAAAV (SEQ ID N° 31). Cualquiera de los ligantes descritos en la presente memoria puede
usarse en la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, en las proteinas quiméricas de la presente
invencion, por ejemplo, un hibrido de mondmero-dimero, que incluye EFAGAAAV, independientemente de la
molécula biolégicamente activa (por ejemplo, EPO, IFN, factor IX).

El ligante puede comprender la secuencia Gn. El ligante puede comprender la secuencia (GA), (SEQ ID N°: 32). El
ligante puede comprender la secuencia (GGS), (SEQ ID N° 33). El ligante puede comprender la secuencia
(GGS)(GGGGS)n (SEQ ID N°: 34). En estos casos, n puede ser un numero entero de 1-10, es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10. Ejemplos de ligantes incluyen, pero no se limitan a, GGG (SEQ ID N°: 35), SGGSGGS (SEQ ID N°: 36),
GGSGGSGGSGGSGGG (SEQ  ID N 37), GGSGGSGGGGSGGGGS (SEQ  ID No: 38),
GGSGGSGGSGGSGGSGGS (SEQ ID N°: 39). El ligante no elimina o disminuye la actividad biolégica de la proteina
quimérica. Opcionalmente, el ligante potencia la actividad bioldégica de la proteina quimérica, por ejemplo,
disminuyendo mas los efectos de impedimento estérico y haciendo la molécula biolégicamente activa mas accesible
a su sitio de unién diana.

En un caso especifico de la presente descripcion, por ejemplo en una realizacién especifica de la presente
invencion, el ligante para interferon o tiene 15-25 aminoacidos de longitud. En otro caso especifico / en ofra
realizacion especifica, el ligante para interferon o tiene 15-20 aminoacidos de longitud. En otro caso especifico / en
otra realizacion especifica, el ligante para interferon o tiene 10-25 aminoacidos de longitud. En otro caso especifico /
en ofra realizacion especifica, el ligante para interferén o tiene 15 aminoacidos de longitud. En un caso / en una
realizacion, el ligante para interferén o es (GGGGS), (SEQ ID N°: 40) en la que G representa glicina, S representa
serina y n es un niumero entero de 1-10. En un caso especifico / en una realizacién especifica, n es 3.

El ligante también puede incorporar un resto que puede escindirse tanto quimicamente (por ejemplo, hidrdlisis de un
éster enlace), enzimaticamente (es decir, incorporaciéon de una secuencia de escision de proteasa) como
fotoliticamente (por ejemplo, un cromoéforo tal como acido 3-amino-3-(2-nitrofenil)propidnico (ANP)) con el fin de
liberar la molécula biolégicamente activa de la proteina Fc.

4. Dimerizacion de proteinas quiméricas usando componentes de union especificos

En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende una primera cadena de polipéptidos que
comprende al menos un primer dominio, teniendo dicho primer dominio al menos un componente de unién
especifico, y una segunda cadena de polipéptidos que comprende al menos un segundo dominio, en la que dicho
segundo dominio es un componente de union especifico de dicho primer dominio. Asi, la proteina quimérica
comprende un polipéptido que puede dimerizarse con otro polipéptido debido a la interaccién del primer dominio y el
segundo dominio. Los procedimientos de dimerizacion de anticuerpos usando dominios heterélogos se conocen en
la técnica (patentes de EE.UU.: 6.807.706 y 5.910.573; Kostelny y col. 1992, J. Immunol. 148(5):1547).

La dimerizacion puede producirse por formacién de un enlace covalente, o alternativamente un enlace no covalente,
por ejemplo, interaccion hidréfoba, fuerzas de van der Waals, interdigitacion de péptidos anfifilos tales como, pero no
se limitan a, hélices alfa, interacciones carga-carga de aminoacidos que llevan cargas opuestas tales como, pero no
se limitan a, lisina y acido aspartico, arginina y acido glutamico. En un caso, el dominio es un haz de hélices que
comprende una hélice, un giro y otra hélice. En otro caso, el dominio es una cremallera de leucina que comprende
un péptido que tiene varios aminoacidos de repeticiéon en los que cada séptimo aminoacido es un residuo de leucina.
En un caso, los componentes de unién especificos son fos/jun (véase Branden y col. 1991, Introduction To Protein
Structure, Garland Publishing, Nueva York).

En otro caso, la union estd mediada por un enlace quimico (véase, por ejemplo, Brennan y col. 1985, Science
229:81). En este caso, inmunoglobulinas intactas, o proteinas quiméricas que comprenden al menos una parte de
una region constante de inmunoglobulina, se escinden para generar fragmentos de la cadena pesada. Estos
fragmentos se reducen en presencia del agente complejante de ditiol arsenito de sodio para estabilizar ditioles
vecinos y prevenir la formacion de disulfuro intermolecular. Los fragmentos generados se convierten entonces en
derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de TNB se reconvierte entonces en el fragmento de la
cadena pesada tiol mediante reduccion con mercaptoetilamina y entonces se mezcla con una cantidad equimolar del
otro derivado de TNB para formar un dimero quimérico.
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D. Acidos nucleicos

La presente descripcion se refiere a una primera construccion de acidos nucleicos y una segunda construccion de
acidos nucleicos comprendiendo cada una una secuencia de acidos nucleicos que codifica al menos una parte de la
proteina quimérica de la presente descripcion. En un caso, la primera construccion de acidos nucleicos comprende
una secuencia de acidos nucleicos que codifica una parte de una regién constante de inmunoglobulina
operativamente ligada a una segunda secuencia de ADN que codifica una molécula biolégicamente activa, y dicha
segunda construccion de ADN comprende una secuencia de ADN que codifica una regién constante de
inmunoglobulina sin la segunda secuencia de ADN que codifica una molécula biolégicamente activa.

La molécula biolégicamente activa puede incluir, por ejemplo, pero no como limitacién, un inhibidor de la fusion viral,
un factor de coagulacién, un factor de crecimiento u hormona, o un receptor, o analogo, o fragmento de cualquiera
de los precedentes. Las secuencias de acidos nucleicos también pueden incluir secuencias adicionales o elementos
conocidos en la técnica (por ejemplo, promotores, potenciadores, secuencias de poli A, marcas de afinidad). En un
caso, la secuencia de acidos nucleicos de la primera construccién puede incluir opcionalmente una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un ligante situado entre la secuencia de acidos nucleicos que codifica la molécula
bioldgicamente activa y la parte de la regiéon constante de inmunoglobulina. La secuencia de acidos nucleicos de la
primera construccion de ADN puede incluir opcionalmente una secuencia de ligante dispuesta antes o después de la
secuencia de acidos nucleicos que codifica la molécula biolégicamente activa y/o la parte de la region constante de
inmunoglobulina.

En un caso, la construccién de acidos nucleicos comprende ADN. En otro caso, la construcciéon de acidos nucleicos
comprende ARN. La construcciéon de acidos nucleicos puede ser un vector, por ejemplo, un vector viral o un
plasmido. Ejemplos de vectores virales incluyen, pero no se limitan a, vector de adenovirus, un vector de virus
adenoasociado o un vector de virus de la leucemia murina. Ejemplos de plasmidos incluyen, pero no se limitan a,
pUC, pGEM y pGEX.

En un caso, la construccion de acidos nucleicos comprende la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 3a (SEQ
ID N°: 7). En un caso, la construccion de acidos nucleicos comprende la secuencia de acidos nucleicos de la Figura
3b (SEQ ID N°: 9). En un caso, la construccion de acidos nucleicos comprende la secuencia de acidos nucleicos de
la Figura 3c (SEQ ID N° 11). En un caso, la construccion de acidos nucleicos comprende la secuencia de acidos
nucleicos de la Figura 3d (SEQ ID N°: 13). En un caso, la construccion de acidos nucleicos comprende la secuencia
de acidos nucleicos de la Figura 3e (SEQ ID N°: 15). En un caso, la construccion de acidos nucleicos comprende la
secuencia de acidos nucleicos de la Figura 3f (SEQ ID N° 17). En un caso, la construccion de acidos nucleicos
comprende la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 3g (SEQ ID N°: 19). En un caso, la construccion de acidos
nucleicos comprende la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 3h (SEQ ID N°: 21). En un caso, la construccion
de acidos nucleicos comprende la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 3i (SEQ ID N° 23). En un caso, la
construccién de acidos nucleicos comprende la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 3j (SEQ ID N°: 25). En un
caso, la construccion de acidos nucleicos comprende la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 17a (SEQ ID N°:
27).

Debido a la degeneracion conocida del cédigo genético, en la que mas de un codon puede codificar el mismo
aminoacido, una secuencia de ADN puede variar de la mostrada en SEQ ID N°: 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,25 6
27 y todavia codificar un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos correspondiente de SEQ ID N°: 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 6 26 respectivamente. Tales secuencias de ADN de variante pueden resultar de
mutaciones silenciosas (por ejemplo, que se producen durante amplificacion por PCR), o pueden ser el producto de
mutagénesis deliberada de una secuencia nativa. Asi, la presente descripcion proporciona secuencias de ADN
aisladas que codifican polipéptidos de la presente descripcion, elegidas de: (a) ADN que comprende la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID N°: 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 6 27; (b) ADN que codifica los polipéptidos de SEQ ID
N°: 6, 8, 10, 12,14, 16, 18, 20, 22, 24 6 26; (c) ADN que puede hibridarse con un ADN de (a) o (b) en condiciones de
rigurosidad moderada y que codifica polipéptidos de la presente descripcion; (d) ADN que puede hibridarse con un
ADN de (a) o (b) en condiciones de alta rigurosidad y que codifica polipéptidos de la presente descripcion, y (e) ADN
que se degenera como resultado del cddigo genético a un ADN definido en (a), (b), (c), o (d) y que codifica
polipéptidos de la presente descripcion. Por supuesto, los polipéptidos codificados por tales secuencias de ADN
estan englobados por la presente descripcion.

En otro caso, las moléculas de acidos nucleicos que comprenden una secuencia que codifica la proteina quimérica
de la presente descripcion también pueden comprender secuencias de nucledtidos que son al menos el 80%
idénticas a una secuencia nativa. También se contemplan casos en los que moléculas de acidos nucleicos que
comprenden una secuencia que codifica la proteina quimérica de la presente descripcidén comprende una secuencia
que es al menos el 90% idéntica, al menos el 95% idéntica, al menos el 98% idéntica, al menos el 99% idéntica, o al
menos el 99,9% idéntica a una secuencia nativa. Una secuencia nativa puede incluir cualquier secuencia de ADN no
alterada por la mano humana. La identidad en porcentaje puede determinarse por inspeccion visual y calculo
matematico. Alternativamente, la identidad en porcentaje de dos secuencias de acidos nucleicos puede
determinarse comparando informacion de secuencias usando el programa informatico GAP, version 6.0, descrito por
Devereux y col. 1984, Nucl. Acids Res. 12:387, y disponible de la Universidad de Wisconsin, Genetics Computer
Group (UWGCG). Los parametros por defecto preferidos para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de
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comparacion unaria (que contiene un valor de 1 para identidades y 0 para no identidades) para nucledtidos y la
matriz de comparacion ponderada de Gribskov y Burgess 1986, Nucl. Acids Res. 14:6745, como se describe por
Schwartz y Dayhoff, eds. 1979, Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation,
pag. 353-358; (2) una penalizacion de 3,0 para cada hueco y un penalizacién de 0,10 adicional para cada simbolo
en cada hueco; y (3) sin penalizacion para huecos terminales. También pueden usarse otros programas usados por
un experto en la materia de comparacion de secuencias. En base a la descripcion anterior, y a la descripcion
contenida en cualquier lugar de la presente memoria, la presente invencidon proporciona primer y segundo
polinucleétidos como se ha establecido en las reivindicaciones anejas.

E. Sintesis de proteinas quiméricas

Las proteinas quimeéricas que comprenden al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y una
molécula biolégicamente activa pueden sintetizarse usando técnicas muy conocidas en la técnica. Por ejemplo, las
proteinas quiméricas de la presente descripcion, que incluyen las proteinas quiméricas de la presente invencion,
pueden sintetizarse recombinantemente en células (véase, por ejemplo, Sambrook y col. 1989, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. y Ausubel y col. 1989, Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.). Alternativamente, las proteinas quiméricas de
la presente descripcion, que incluyen las proteinas quiméricas de la presente invencion, pueden sintetizarse usando
procedimientos sintéticos conocidos tales como sintesis en fase soélida. Las técnicas sintéticas son muy conocidas
en la técnica (véase, por ejemplo, Merrifield, 1973, Chemical Polypeptides (Katsoyannis y Panayotis eds.) pag. 335-
61; Merrifield 1963, J. Am. Chem. Soc. 85:2149; Davis y col. 1985, Biochem Intl. 10:394; Finn y col. 1976, The
Proteins (32 ed.) 2:105; Erikson y col. 1976, The Proteins (3% ed.) 2:257; patente de EE.UU. 3.941.763).
Alternativamente, las proteinas quiméricas de la presente descripcion, que incluyen las proteinas quiméricas de la
presente invencion, pueden sintetizarse usando una combinacion de procedimientos recombinantes y sintéticos. En
ciertas aplicaciones puede ser beneficioso usar tanto un procedimiento recombinante como una combinacién de
procedimientos recombinantes y sintéticos.

Los acidos nucleicos que codifican una molécula biolégicamente activa pueden sintetizarse facilmente usando
técnicas recombinantes muy conocidas en la técnica. Alternativamente, los propios péptidos pueden sintetizarse
quimicamente. Los acidos nucleicos de la presente descripcion, que incluyen los acidos nucleicos de la presente
invencion, pueden sintetizarse mediante procedimientos convencionales conocidos en la técnica, por ejemplo, por el
uso de un sintetizador de ADN automatizado (tal como estan comercialmente disponibles de Biosearch, Applied
Biosystems, etc.). Como ejemplos, oligonucleétidos de fosforotioato pueden sintetizarse mediante el procedimiento
de Stein y col. 1988, Nucl. Acids Res. 16:3209, oligonucledtidos de metilfosfonato pueden prepararse por uso de
soportes de polimero de vidrio de poro controlado como se describen en Sarin y col. 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:7448. Se conocen procedimientos adicionales de sintesis de acidos nucleicos en la técnica (véanse, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.015.881; 6.281.331; 6.469.136).

Las secuencias de ADN que codifican regiones constantes de inmunoglobulina, o fragmentos de las mismas,
pueden clonarse a partir de una variedad de bibliotecas de ADN gendémico o ADNc conocidas en la técnica. Las
técnicas para aislar tales secuencias de ADN usando procedimientos basados en sondas son técnicas
convencionales y son muy conocidas para aquellos expertos en la materia. Las sondas para aislar tales secuencias
de ADN pueden basarse en secuencias de ADN publicadas (véase, por ejemplo, Hieter y col. 1980, Cell 22:197-
207). Puede usarse el procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) desvelado por Mullis y col.
(patente de EE.UU. 4.683.195) y Mullis (patente de EE.UU. 4.683.202). La eleccién de biblioteca y la seleccion de
sondas para el aislamiento de tales secuencias de ADN esta dentro del nivel del experto habitual en la materia.
Alternativamente, las secuencias de ADN que codifican inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas pueden
obtenerse de vectores conocidos en la técnica que contienen inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas.

Para la produccion recombinante, una primera secuencia de polinucleétidos que codifica una parte de la proteina
quimérica de la presente descripcion por ejemplo, de la proteina quimérica de la presente invencion, (por ejemplo
una parte de una region constante de inmunoglobulina) y una segunda secuencia de polinucleétidos que codifica
una parte de la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, de la proteina quimérica de la presente
invencion (por ejemplo, una parte de una regién constante de inmunoglobulina y una molécula biolégicamente
activa, que en el caso de la presente invencidon es una citocina, una hormona, o un factor de coagulacion) se
insertan en vehiculos de expresion apropiados, es decir, vectores que contienen los elementos necesarios para la
transcripcion y traducciéon de la secuencia codificante insertada, o en el caso de un vector viral de ARN, los
elementos necesarios para la replicacion y traduccion. Los acidos nucleicos que codifican la proteina quimérica se
insertan en el vector en la pauta de lectura apropiada.

Los vehiculos de expresion se transfectan o co-transfectan entonces en una célula diana adecuada, que expresara
los polipéptidos. Técnicas de transfeccion conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a, precipitacion con
fosfato de calcio (Wigler y col. 1978, Cell 14:725) y electroporacion (Neumann y col. 1982, EMBO, J. 1:841), y
reactivos basados en liposomas. Puede utilizarse una variedad de sistemas de vectores de expresion en huésped
para expresar las proteinas quiméricas descritas en la presente memoria que incluyen tanto células procariotas
como eucariotas. Estas incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli)
transformadas con vectores de expresion de ADN de bacteriéfago o ADN de plasmido recombinantes que contienen
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una secuencia codificante apropiada; levadura u hongos filamentosos transformados con vectores de expresion de
levadura u hongos recombinantes que contienen una secuencia codificante apropiada; sistemas de células de
insecto infectados por vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen una
secuencia codificante apropiada; sistemas de células de planta infectados por vectores de expresion en virus
recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor o virus del mosaico del tabaco) o transformados con
vector de expresion en plasmidos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contiene una secuencia codificante
apropiada; o sistemas de células de animal, que incluyen células de mamifero (por ejemplo, células CHO, Cos,
Hela).

Si la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, se
sintetiza recombinantemente en una célula procariota, puede desearse replegar la proteina quimérica. La proteina
quimérica producida por este procedimiento puede replegarse a una conformacion biolégicamente activa usando
condiciones conocidas en la técnica, por ejemplo, desnaturalizando bajo condiciones reductoras y luego dializando
lentamente en PBS.

Dependiendo del sistema de expresidon usado, la proteina quimérica expresada se aisla entonces mediante
procedimientos bien establecidos en la materia (por ejemplo, cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusion
por tamano, cromatografia de intercambio i6nico).

Los vectores de expresion pueden codificar marcas que permiten la facil purificacion de la proteina quimérica
recombinantemente producida. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, vector pUR278 (Ruther y col. 1983, EMBO J.
2:1791) en el que la proteina quimérica descrita en la presente memoria que codifica secuencias puede ligarse en el
vector en marco con la regién codificante de lac z de manera que se produzca una proteina hibrida; pueden usarse
vectores pGEX para expresar proteinas quiméricas de la presente descripcion, por ejemplo, proteinas quiméricas de
la presente invencion, con una marca de glutation S-transferasa (GST). Estas proteinas son normalmente solubles y
pueden purificarse facilmente a partir de células por adsorcién a perlas de glutation-agarosa, seguido de elucion en
presencia de glutation libre. Los vectores incluyen sitios de escision (trombina o la proteasa factor Xa o PreScission
Protease™ (Pharmacia, Peapack, N.J.)) para la facil eliminacion de la marca después de la purificacion.

Para aumentar la eficiencia de produccion, los polinucleétidos pueden disefiarse para codificar multiples unidades de
la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, de la proteina quimérica de la presente invencion,
separada por sitios de escision enzimatica. El polipéptido resultante puede escindirse (por ejemplo, mediante
tratamiento con la enzima apropiada) con el fin de recuperar las unidades de polipéptido. Esto puede aumentar el
rendimiento de polipéptidos accionados por un Unico promotor. Cuando se usa en sistemas de expresion virales
apropiados, la traduccion de cada polipéptido codificado por el ARNm se dirige internamente en el transcrito; por
ejemplo, por un sitio interno de entrada al ribosoma, IRES. Asi, la construccion policistronica dirige la transcripcion
de un unico ARNm policistrénico grande que, a su vez, dirige la traduccion de multiples polipéptidos individuales.
Este enfoque elimina la produccion y procesamiento enzimatico de poliproteinas y puede aumentar
significativamente el rendimiento de polipéptido accionado por un Unico promotor.

Los vectores usados en la transformacién contendran normalmente un marcador de seleccion usado para identificar
transformantes. En sistemas bacterianos, esto puede incluir un gen de resistencia a antibiéticos tales como
ampicilina o kanamicina. Los marcadores de selecciéon para su uso en células de mamifero cultivadas incluyen
genes que confieren resistencia a farmacos, tales como neomicina, higromicina y metrotrexato. EI marcador de
seleccion puede ser un marcador de seleccion amplificable. Un marcador de seleccion amplificable es el gen DHFR.
Otro marcador amplificable es el ADNc de DHFR (Simonsen y Levinson 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2495).
Los marcadores de seleccion se revisan por Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham,
MA) y la elecciéon de marcadores de seleccion esta perfectamente dentro del nivel del experto habitual en la materia.

Los marcadores de seleccion pueden introducirse en la célula sobre un plasmido separado al mismo tiempo que el
gen de interés, o pueden introducirse sobre el mismo plasmido. Si es sobre el mismo plasmido, el marcador de
seleccion y el gen de interés pueden estar bajo el control de diferentes promotores o el mismo promotor,
produciendo la ultima disposicién un mensaje dicistronico. Las construcciones de este tipo se conocen en la técnica
(por ejemplo, la patente de EE.UU. 4.713.339).

Los elementos de expresion de los sistemas de expresidon varian en su concentracion y especificidades.
Dependiendo del sistema huésped/vector utilizado, pueden usarse distintos elementos de transcripcion y traduccion
adecuados, que incluyen promotores constitutivos e inducibles, en el vector de expresion. Por ejemplo, cuando se
clona en sistemas bacterianos pueden usarse promotores inducibles tales como pL de bacteriéfago A, plac, ptrp,
ptac (promotor hibrido de ptrp-lac) y similares; cuando se clona en sistemas de células de insecto, pueden usarse
promotores tales como el promotor poliédrico del baculovirus; cuando se clona en sistemas de célula de planta,
pueden usarse promotores derivados del genoma de células vegetales (por ejemplo, promotores de choque térmico;
el promotor para la subunidad pequefia de RUBISCO; el promotor para la proteina de unién a clorofila a/b) o de virus
de plantas (por ejemplo, el promotor de 35S ARN de CaMV; el promotor de la proteina de la envuelta de TMV);
cuando se clona en sistemas de células de mamifero, pueden usarse promotores derivados del genoma de células
de mamifero (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o de virus de mamifero (por ejemplo, el promotor tardio del
adenovirus; el promotor de 7,5 K del virus de la variolovacuna); cuando se generan lineas celulares que contienen
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multiples copias de producto de expresion, pueden usarse vectores basados en SV40, BPV y EBV con un marcador
de seleccion apropiado.

En casos en los que se usen vectores de expresion en plantas, la expresién de secuencias que codifican formas
cicladas lineales o no cicladas de las proteinas quiméricas de la presente descripcion, que incluyen las proteinas
quiméricas de la presente invencion, puede accionarse por distintos promotores. Por ejemplo, pueden usarse
promotores virales tales como los promotores 35S ARN y 19S ARN de CaMV (Brisson y col. 1984, Nature 310:511-
514), o el promotor de la proteina de la envuelta de TMV (Takamatsu y col. 1987, EMBO J. 6:307-311);
alternativamente, pueden usarse promotores de planta tales como la subunidad pequefia de RUBISCO (Coruzzi y
col. 1984, EMBO J. 3:1671-1680; Broglie y col. 1984, Science 224:838-843) o promotores de choque térmico, por
ejemplo, hsp17.5-E o hsp17.3-B de soja (Gurley y col. 1986, Mol. Cell. Biol. 6:559-565). Estas construcciones
pueden introducirse en células vegetales usando plasmidos Ti, plasmidos RI, vectores de virus de planta,
transformacion de ADN directa, microinyeccion, electroporacion, etc., para revisiones de tales técnicas véase, por
ejemplo, Weissbach & Weissbach 1988, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccion VIIl,
pag. 421-463; y Grlerson & Corey 1988, Plant Molecular Biology, 22 ed., Blackie, Londres, Cap. 7-9.

En un sistema de expresion en insecto que puede usarse para producir las proteinas quiméricas de la presente
descripcion, que incluyen las proteinas quiméricas de la presente invencion, el virus de la poliedrosis nuclear de
Autographa californica (AcNPV) se usa como vector para expresar los genes extranos. El virus crece en células de
Spodoptera frugiperda. Una secuencia codificante puede clonarse en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen
poliédrico) del virus y ponerse bajo el control de un promotor de AcNPV (por ejemplo, el promotor poliédrico). La
insercion satisfactoria de una secuencia codificante producira la inactivacion del gen poliédrico y la produccion de
virus recombinante no ocluido (es decir, virus que carece de la cubierta proteinacea codificada por el gen poliédrico).
Estos virus recombinantes se usan entonces para infectar células de Spodoptera frugiperda en las que se expresa el
gen insertado (véase, por ejemplo, Smith y col. 1983, J. Virol. 46:584; patente de EE.UU. 4.215.051). Otros ejemplos
de este sistema de expresion puede encontrarse en Ausubel y col., eds. 1989, Current Protocols in Molecular
Biology, vol. 2, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience.

Otro sistema que puede usarse para expresar las proteinas quiméricas de la presente descripcion, que incluyen las
proteinas quiméricas de la presente invencion, es el sistema de expresion en gen glutamina sintetasa, también
denominado el “sistema de expresién en GS” (Lonza Biologics PLC, Berkshire, RU). Este sistema de expresion se
describe en detalle en la patente de EE.UU. 5.981.216.

En células huésped de mamifero pueden utilizarse varios sistemas de expresién basados en virus. En casos en los
que un adenovirus se use como vector de expresion, una secuencia codificante puede ligarse a un complejo de
control de la transcripcién/traduccién de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la secuencia conductora
tripartita. Este gen quimérico puede entonces insertarse en el genoma del adenovirus por recombinacion in vitro o in
vivo. La inserciéon en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, regién E1 o E3) producirda un virus
recombinante que es viable y que puede expresar el péptido en huéspedes infectados (véase, por ejemplo, Logan &
Shenk 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655). Alternativamente puede usarse el promotor de la variolovacuna
7.5 K (véase, por ejemplo, Mackett y col. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7415; Mackett y col. 1984; J. Virol,
49:857; Panicali y col. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:4927).

En casos en los que un adenovirus se use como vector de expresion, una secuencia codificante puede ligarse a un
complejo de control de la transcripcion/traduccién de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la secuencia
conductora tripartita. Este gen quimérico puede entonces insertarse en el genoma del adenovirus por recombinacion
in vitro o in vivo. La insercién en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, region E1 o E3) producira un
virus recombinante que es viable y que puede expresar el péptido en huéspedes infectados (véase, por ejemplo,
Logan & Shenk 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655). Alternativamente puede usarse el promotor de la
variolovacuna 7.5 K (véase, por ejemplo, Mackett y col. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7415; Mackett y col.
1984, J. Virol. 49:857; Panicali y col. 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:4927).

Las células huésped que contienen construcciones de ADN de la proteina quimérica se cultivan en un medio de
crecimiento apropiado. Como se usa en la presente memoria, el término “medio de crecimiento apropiado” significa
un medio que contiene nutrientes requeridos para el crecimiento de células. Los nutrientes requeridos para el
crecimiento celular pueden incluir una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos esenciales,
vitaminas, minerales y factores de crecimiento. Opcionalmente, los medios pueden contener suero bovino o suero
bovino fetal. En un caso, por ejemplo, en una realizacioén, los medios no contienen sustancialmente IgG. El medio de
crecimiento seleccionara generalmente células que contienen la construccién de ADN por, por ejemplo, seleccién de
farmaco o deficiencia en un nutriente esencial que es complementado por el marcador de seleccién sobre la
construccion de ADN o co-transfectado con la construccion de ADN. Células de mamifero cultivadas se cultivan
generalmente en medios que contienen suero o libres de suero comercialmente disponibles (por ejemplo, MEM,
DMEM). La seleccion de un medio apropiado para la linea celular particular usada esta dentro del nivel del experto
habitual en la materia.

La proteina quimérica recombinantemente producida de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica
recombinantemente producida de la presente invencién, puede aislarse de los medios de cultivo. El medio de cultivo
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de células huésped transformadas o transfectadas apropiadamente cultivadas se separa del material celular, y se
demuestra la presencia de proteinas quiméricas. Un procedimiento de deteccion de las proteinas quiméricas, por
ejemplo, es por la unién de las proteinas quiméricas o partes de las proteinas quiméricas a un anticuerpo especifico
que reconoce la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente
invencion. Un anticuerpo anti-proteina quimérica puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal producido contra
la proteina quimérica en cuestion. Por ejemplo, la proteina quimérica contiene al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina. Los anticuerpos que reconocen la region constante de muchas inmunoglobulinas se
conocen en la técnica y estan comercialmente disponibles. Un anticuerpo puede usarse para realizar un ELISA o
una transferencia Western para detectar la presencia de la proteina quimérica de la presente descripcién, por
ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion.

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, puede
sintetizarse en un animal transgénico, tal como un roedor, vaca, cerdo, oveja o cabra. El término “animales
transgénicos” se refiere a animales no humanos que han incorporado un gen extrafio en su genoma. Debido a que
este gen esta presente en tejidos de la linea germinal, se pasa de padres a hijos. Los genes exdgenos se introducen
en embriones unicelulares (Brinster y col. 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438). Los procedimientos de
produccion de animales transgénicos se conocen en la técnica, que incluyen transgénicos que producen moléculas
de inmunoglobulina (Wagner y col. 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:6376; McKnight y col. 1983, Cell 34:335;
Brinster y col. 1983, Nature 306:332; Ritchie y col. 1984, Nature 312:517; Baldassarre y col. 2003, Theriogenology
59:831; Robl y col. 2003, Theriogenology 59:107; Malassagne y col. 2003, Xenotrasplantation 10(3):267).

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion,
también puede producirse por una combinacién de técnicas de quimica sintética y recombinantes. Por ejemplo, la
parte de una region constante de inmunoglobulina puede expresarse recombinantemente como se ha descrito
anteriormente. La molécula biolégicamente activa, que en el caso de la presente invencidon es una citocina, una
hormona, o un factor de coagulacién, puede producirse usando técnicas de sintesis quimica conocidas (por ejemplo,
sintesis en fase sélida).

La parte de una region constante de inmunoglobulina puede ligarse a la molécula biolégicamente activa usando
quimica de ligacion apropiada y luego combinarse con una parte de una region constante de inmunoglobulina que no
se ha ligado a una molécula bioldgicamente activa para formar la proteina quimérica de la presente descripcion, por
ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion. En un caso de esta descripcion, la parte de una region
constante de inmunoglobulina es un fragmento Fc. El fragmento Fc puede producirse recombinantemente para
formar Cys-Fc y hacerse reaccionar con una molécula biolégicamente activa que expresa un tioéster para hacer un
hibrido de mondmero-dimero. En otro caso se prepara un Fc-tioéster y se hace reaccionar con una molécula
bioldgicamente activa que expresa una cisteina del extremo N (Figura 4).

En un caso, la parte de una region constante de inmunoglobulina ligada a la molécula biolégicamente activa formara
homodimeros. Los homodimeros pueden alterarse exponiendo los homodimeros a condiciones desnaturalizantes y
reductoras (por ejemplo, beta-mercaptoetanol y urea 8 M) y luego combinarse posteriormente con una parte de una
region constante de inmunoglobulina no ligada a una molécula biolégicamente activa para formar hibridos de
monomero-dimero. Los hibridos de mondmero-dimero se desnaturalizan entonces y se repliegan dializando en PBS
y se aislan, por ejemplo, por cromatografia de exclusién por tamafio o de afinidad.

En otro caso, la parte de una regiéon constante de inmunoglobulina formara homodimeros antes de ligarse a la
molécula biolégicamente activa. En este caso, condiciones de reaccion para ligar la molécula biolégicamente activa
al homodimero pueden ajustarse de forma que se favorezca el enlace de la molécula bioldgicamente activa a solo
una cadena del homodimero (por ejemplo, ajustando los equivalentes molares de cada reactante).

La molécula biolégicamente activa puede sintetizarse quimicamente con una cisteina del extremo N. La secuencia
que codifica una parte de una region constante de inmunoglobulina puede subclonarse en un vector que codifica
inteina ligada a un dominio de unién a quitina (New England Biolabs, Beverly, MA). La inteina puede ligarse al
extremo C de la parte de una region constante de inmunoglobulina. En un caso, la parte de la inmunoglobulina con
la inteina ligada a su extremo C puede expresarse en una célula procariota. En otro caso, la parte de la
inmunoglobulina con la inteina ligada a su extremo C puede expresarse en una célula eucariota. La parte de region
constante de inmunoglobulina ligada a inteina puede hacerse reaccionar con MESNA. En un caso, la parte de una
region constante de inmunoglobulina ligada a inteina esta unida a una columna, por ejemplo, una columna de quitina
y luego se eluye con MESNA. La molécula biolégicamente activa y la parte de una inmunoglobulina pueden hacerse
reaccionar juntas de forma que se produzca la transposicion nucledfila y la molécula biolégicamente activa se ligue
covalentemente a la parte de una inmunoglobulina mediante un enlace amida (Dawsen y col. 2000, Annu. Rev.
Biochem. 69:923). La proteina quimérica sintetizada de esta forma puede incluir opcionalmente un péptido ligante
entre la parte de una inmunoglobulina y la molécula biolégicamente activa. El ligante puede, por ejemplo, sintetizarse
sobre el extremo N de la molécula biolégicamente activa. Los ligantes pueden incluir péptidos y/o moléculas
organicas (por ejemplo, polietilenglicol y/o secuencias de aminoacidos cortas). Esta sintesis recombinante y quimica
combinada permite el rapido cribado de moléculas biolégicamente activas y ligantes para optimizar propiedades
deseadas de la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo de la proteina quimérica de la presente
invencion, por ejemplo, inhibicién viral, hemostasia, producciéon de glébulos rojos, semivida bioldgica, estabilidad,
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union a proteinas del suero o alguna otra propiedad de la proteina quimérica. El procedimiento también permite la
incorporacion de aminoacidos no naturales en la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, en la
proteina quimérica de la presente invencién, que puede ser Util para optimizar una propiedad deseada de la proteina
quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, de la proteina quimérica de la presente invencion. Si se desea, la
proteina quimérica producida por este procedimiento puede replegarse a una conformacién biolégicamente activa
usando condiciones conocidas en la técnica, por ejemplo, condiciones reductoras y luego dializarse lentamente en
PBS.

Alternativamente, la cisteina del extremo N puede estar sobre la parte de una regién constante de inmunoglobulina,
por ejemplo, un fragmento Fc. Un fragmento Fc puede generarse con una cisteina del extremo N aprovechando el
hecho de que una Fc nativa tiene una cisteina en la posicion 226 (véase Kabat y col. 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, MD).

Para exponer una cisteina terminal, un fragmento Fc puede expresarse recombinantemente. En un caso, el
fragmento Fc se expresa en una célula procariota, por ejemplo, E. coli. La secuencia que codifica la parte de Fc que
empieza con Cys 226 (numeracion EU) puede colocarse inmediatamente siguiendo a una secuencia que codifica un
péptido sefal, por ejemplo, OmpA, PhoA, STII. La célula procariota puede someterse a choque osmético para liberar
el fragmento Fc recombinante. En otro caso, el fragmento Fc se produce en una célula eucariota, por ejemplo, una
célula CHO, una célula BHK. La secuencia que codifica el fragmento de la parte Fc puede colocarse directamente
siguiendo una secuencia que codifica un péptido sefial, por ejemplo, cadena ligera de Igk de ratén o secuencia sefial
Kb de MHC de clase |, de forma que cuando la proteina quimérica recombinante se sintetice por una célula
eucariota, la secuencia sefial se escindira, dejando una cisteina del extremo N que entonces puede aislarse y
hacerse reaccionar quimicamente con una molécula que lleva un tioéster (por ejemplo, un tioéster en el extremo C si
la molécula comprende aminoacidos).

La cisteina del extremo N sobre un fragmento Fc también puede generarse usando una enzima que escinde su
sustrato en su extremo N, por ejemplo, factor X?, enterocinasa, y el producto se aisla y se hace reaccionar con una
molécula con un tioéster.

El fragmento Fc recombinantemente expresado puede usarse para preparar homodimeros o hibridos de monémero-
dimero.

En un caso especifico, un fragmento Fc se expresa con el péptido sefial de interferén o humano adyacente a la Cys
en la posicién 226. Si una construccién que codifica este polipéptido se expresa en células CHO, las células CHO
escinden el péptido sefial en dos posiciones distintas (en Cys 226 y en Val dentro de 2 aminoacidos del péptido
sefial en la direccion 5' en la direccion del extremo N). Esto genera una mezcla de dos especies de fragmentos Fc
(uno con una Val del extremo N y uno con una Cys del extremo N). Esto produce a su vez una mezcla de especies
dimeras (homodimeros con Val del extremo N, homodimeros con Cys terminal y heterodimeros en los que una
cadena tiene una Cys terminal y la cadena tiene una Val terminal). Los fragmentos Fc pueden hacerse reaccionar
con una molécula biolégicamente activa que tiene un tioéster en el extremo C y el hibrido de monémero-dimero
resultante puede aislarse de la mezcla (por ejemplo, por cromatografia de exclusion por tamafio). Se contempla que
cuando otras secuencias de péptidos sefial se usen para la expresion de fragmentos Fc en células CHO se generara
una mezcla de especies de fragmentos Fc con al menos dos extremos N diferentes.

En otro caso, una Cys-Fc recombinantemente producida puede formar un homodimero. EI homodimero puede
hacerse reaccionar con péptido que tiene un ligante ramificado sobre el extremo C, en el que el ligante ramificado
tiene dos tioésteres del extremo C que pueden hacerse reaccionar con el Cys-Fc. En otro caso, por ejemplo en otra
realizacion de la presente invencion, la molécula biolégicamente activa tiene un Unico tioéster no terminal que puede
hacerse reaccionar con Cys-Fc. Alternativamente, el ligante ramificado puede tener dos cisteinas del extremo C que
pueden hacerse reaccionar con un Fc-tioéster. En otro caso, el ligante ramificado tiene dos grupos funcionales que
pueden hacerse reaccionar con el Fc-tioéster, por ejemplo, 2-mercaptoamina. La molécula biolégicamente activa
puede comprender aminoacidos. La molécula biolégicamente activa puede incluir una molécula organica pequefia o
una molécula inorganica pequefia.

F. Procedimientos de uso de proteinas quiméricas

Las proteinas quiméricas de la presente descripcion tienen muchos usos como se reconocera por un experto en la
materia, que incluyen, pero no se limitan a, procedimientos para tratar un sujeto con una enfermedad o afeccion. La
enfermedad o afeccion puede incluir, pero no se limita a, una infeccion viral, un trastorno hemostatico, anemia,
cancer, leucemia, una afeccion inflamatoria o una enfermedad autoinmunitaria (por ejemplo, artritis, psoriasis, lupus
eritematoso, esclerosis multiple) o una infeccién bacteriana (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.086.875,
6.030.613, 6.485.726; documentos WO 03/077834; US2003-0235536A1).

1. Procedimientos de tratamiento de un sujeto con una deficiencia de glébulos rojos

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto que tiene una deficiencia de
glébulos rojos, por ejemplo, anemia, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos
una proteina quimérica, en la que la proteina quimérica comprende una primera y una segunda cadena de
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polipéptidos, en la que la primera cadena comprende al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina y al menos un agente que puede inducir la proliferacién de glébulos rojos, por ejemplo, EPO, y la
segunda cadena de polipéptidos comprende al menos una parte de una inmunoglobulina sin el agente que puede
inducir la proliferacion de glébulos rojos de la primera cadena.

2. Procedimientos de tratamiento de un sujeto con una infeccion viral

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto que tiene una infeccion viral o esta
expuesto a un virus que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una proteina
quimérica, en el que la proteina quimérica comprende una primera y una segunda cadena de polipéptidos, en la que
la primera cadena comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y al menos un agente
antiviral, por ejemplo, un inhibidor de la fusién o interferén o y la segunda cadena de polipéptidos comprende al
menos una parte de una inmunoglobulina sin el agente antiviral de la primera cadena. En un caso, el sujeto se
infecta con un virus que puede tratarse con IFNa, por ejemplo, virus de la hepatitis C. En un caso, el sujeto se
infecta con VIH, tal como VIH-1 o VIH-2.

En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion inhibe la replicacion viral. En un caso, la proteina
quimérica de la presente descripcion previene o inhibe la entrada viral en células diana, deteniendo, previniendo o
limitando asi la propagacion de una infeccion viral en un sujeto y disminuyendo la carga viral en un sujeto infectado.
Ligando una parte de una inmunoglobulina al inhibidor de la fusién viral la presente descripcidon proporciona una
proteina quimérica con la actividad inhibidora de la fusion viral con mayor estabilidad y mayor biodisponibilidad en
comparacion con los inhibidores de la fusién viral solos, por ejemplo, T20, T21, T1249. Asi, en un caso, el inhibidor
de la fusidn viral disminuye o previene la infeccion por VIH de una célula diana, por ejemplo, VIH-1.

a. Afecciones que pueden tratarse

La proteina quimérica de la presente descripcion puede usarse para inhibir o prevenir la infeccion de una célula
diana por un virus de la hepatitis, por ejemplo, virus de la hepatitis C. La proteina quimérica puede comprender un
agente antiviral que inhibe la replicacion viral.

En un caso, la proteina quimérica de la presente descripcion comprende un inhibidor de la fusiéon. La proteina
quimérica de la presente descripcidon puede usarse para inhibir o prevenir la infeccién de cualquier célula diana por
cualquier virus (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 6.086.875, 6.030.613, 6.485.726; documentos WO
03/077834; US2003-0235536A1). En un caso, el virus es un virus envuelto tal como, pero no se limita a, VIH, VIS,
sarampion, gripe, virus de Epstein-Barr, virus respiratorio sincitial o virus paragripal. En otro caso, el virus es un virus
no envuelto tal como rinovirus o virus de la poliomielitis.

La proteina quimérica de la presente descripcion puede usarse para tratar un sujeto ya infectado por un virus. El
sujeto puede infectarse agudamente con un virus. Alternativamente, el sujeto puede estar crénicamente infectado
por un virus. La proteina quimérica de la presente descripcion también puede usarse para tratar profilacticamente un
sujeto en riesgo de contraer una infeccion viral, por ejemplo, un sujeto que se sabe o que se cree que esta en
estrecho contacto con un virus o sujeto que se cree que esta infectado o que lleva un virus. La proteina quimérica de
la presente descripcion puede usarse para tratar un sujeto que puede haberse expuesto a un virus, pero que todavia
no se ha diagnosticado positivamente.

En un caso, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto infectado por el VHC
que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina quimérica, en el que la
proteina quimérica comprende un fragmento Fc de una IgG y una citocina, por ejemplo, IFNa.

En un caso, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto infectado por el VIH
que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina quimérica, en el que la
proteina quimérica comprende un fragmento Fc de una IgG y el inhibidor de la fusién viral comprende T20.

3. Procedimientos de tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno hemostatico

La presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno hemostatico
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una proteina quimérica, en el que la
proteina quimérica comprende una primera y una segunda cadena, en la que la primera cadena comprende al
menos un factor de coagulacién y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina, y la segunda
cadena comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina.

La proteina quimérica de la presente descripcion trata o previene un trastorno hemostatico, promoviendo la
formacion de un coagulo de fibrina. La proteina quimérica de la presente descripcion puede activar cualquier
miembro de una cascada de coagulacion. El factor de coagulacion puede ser un participante en la ruta extrinseca, la
ruta intrinseca o ambas. En un caso, el factor de coagulacion es Factor VIl o Factor Vlla. El Factor Vlla puede
activar el factor X que interacciona con el Factor Va para escindir protrombina en trombina, que a su vez escinde
fibrinbgeno en fibrina. En otro caso, el factor de coagulacion es Factor IX o Factor IXa. En otro caso mas, el factor de
coagulacion es Factor VIII o Factor Vllla. En otro caso mas, el factor de coagulacion es factor de von Willebrand,
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Factor XIl, Factor XIl, Factor V, Factor X o Factor XIIlI.
a. Afecciones que pueden tratarse

La proteina quimérica de la presente descripcién puede usarse para tratar cualquier trastorno hemostatico. Los
trastornos hemostaticos que pueden tratarse por administracion de la proteina quimérica de la presente incluyen,
pero no se limitan a, hemofilia A, hemofilia B, enfermedad de von Willebrand, deficiencia de factor Xl (deficiencia de
PTA), deficiencia de factor XlI, ademas de deficiencias o anomalias estructurales en fibrinégeno, protrombina, factor
V, factor VI, factor X o factor XIII.

En un caso, el trastorno hemostatico es un trastorno heredado. En un caso, el sujeto tiene hemofilia A y la proteina
quimérica comprende factor VIII o factor Vllla. En otro caso, el sujeto tiene hemofilia A y la proteina quimérica
comprende factor VIl o factor Vlla. En otro caso, el sujeto tiene hemofilia B y la proteina quimérica comprende factor
IX o factor IXa. En otro caso, el sujeto tiene hemofilia B y la proteina quimérica comprende factor VIl o factor Vlla. En
otro caso, el sujeto tiene anticuerpos inhibidores para factor VIIl o factor Vllla y la proteina quimérica comprende
factor VIl o factor Vlla. En otro caso mas, el sujeto tiene anticuerpos inhibidores contra factor IX o factor IXa y la
proteina quimérica comprende factor VIl o factor Vlla.

La proteina quimérica de la presente descripcion puede usarse para tratar profilacticamente un sujeto con un
trastorno hemostatico. La proteina quimérica de la presente descripcidon puede usarse para tratar un episodio
hemorragico agudo en un sujeto con un trastorno hemostatico.

En un caso, el trastorno hemostatico es el resultado de una deficiencia en un factor de coagulacion, por ejemplo,
factor IX, factor VIIl. En otro caso, el trastorno hemostatico puede ser el resultado de un factor de coagulacion
defectivo, por ejemplo, factor de von Willebrand.

En otro caso, el trastorno hemostatico puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar de una
enfermedad o afeccion secundaria subyacente. La afeccién sin relacionar puede ser, como un ejemplo, pero no
como una limitacién, cancer, una enfermedad autoinmunitaria o embarazo. El trastorno adquirido puede resultar de
vejez o de medicacion para tratar un trastorno secundario subyacente (por ejemplo, quimioterapia para el cancer).

4. Procedimientos de tratamiento de un sujeto en necesidad de un agente hemostatico general

La presente descripcion también se refiere a procedimientos de tratamiento de un sujeto que no tiene un trastorno
hemostatico o una enfermedad o afeccién secundaria que produzca adquisicion de un trastorno hemostatico. Asi, la
presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto en necesidad de un agente
hemostatico general que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una proteina
quimérica, en el que la proteina quimérica comprende una primera y una segunda cadena de polipéptidos en la que
la primera cadena de polipéptidos comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y al
menos un factor de coagulacion y la segunda cadena comprende al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina sin el factor de coagulacion de la primera cadena de polipéptidos.

a. Afecciones que pueden tratarse

En un caso, el sujeto en necesidad de un agente hemostatico general esta sometiéndose a, o va a someterse a,
cirugia. La proteina quimérica de la presente descripcion puede administrarse antes de o después de cirugia como
profilactico. La proteina quimérica de la presente descripcion puede administrarse durante o después de cirugia para
controlar un episodio hemorragico agudo. La cirugia puede incluir, pero no se limita a, trasplante de higado,
reseccion de higado o trasplante de citoblastos.

La proteina quimérica de la presente descripcion puede usarse para tratar un sujeto que tiene un episodio
hemorragico agudo que no tiene un trastorno hemostatico. El episodio hemorragico agudo puede resultar de
traumatismo grave, por ejemplo, cirugia, un accidente de automovil, herida, laceracion, disparo de pistola, o
cualquier otro evento traumatico que produzca sangrado incontrolado.

5. Modalidades de tratamiento

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, una proteina quimérica de la presente invencion,
puede administrarse intravenosamente, subcutaneamente, intramuscularmente, o mediante cualquier superficie
mucosa, por ejemplo, por via oral, sublingualmente, bucalmente, sublingualmente, nasalmente, rectalmente,
vaginalmente o mediante la via pulmonar. La proteina quimérica puede implantarse dentro de o ligarse a un soporte
sélido de biopolimero que permita la lenta liberacién de la proteina quimérica al sitio deseado.

La dosis de la proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, de la proteina quimérica de la presente
invencion, variara dependiendo del sujeto y de la via de administracion particular usada. Las dosificaciones pueden
oscilar de 0,1 a 100.000 pg/kg de peso corporal. En un caso, el intervalo de dosificacion es 0,1-1.000 pg/kg. La
proteina puede administrarse continuamente o en intervalos de tiempo especificos. Pueden emplearse ensayos in
vitro para determinar intervalos de dosis y/o programas 6ptimos para administracion. En la técnica se conocen

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 582947 T3

muchos ensayos in vitro que miden infectividad viral. Por ejemplo, un ensayo con transcriptasa inversa, o un ensayo
de rt-PCR o ensayo de ADN ramificado puede usarse para medir concentraciones de VIH. Puede usarse un ensayo
StaClot para medir actividad de coagulacion. Adicionalmente, dosis eficaces pueden extrapolarse de curvas de
dosis-respuesta obtenidas de modelos animales.

La presente descripcion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el inhibidor de la fusion
viral, al menos una parte de una inmunoglobulina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Ejemplos
de vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences por E.W. Martin.
Ejemplos de excipientes pueden incluir almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel
de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada en polvo, glicerol,
propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicién también puede contener reactivos de tamponamiento del
pH y agentes humectantes o emulsionantes.

Para administracién por via oral, la composicién farmacéutica puede tomar la forma de comprimidos o capsulas
preparadas mediante medios convencionales. La composicion también puede prepararse como un liquido, por
ejemplo, un jarabe o una suspension. El liquido puede incluir agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol,
derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o goma arabiga),
vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres aceitosos, alcohol etilico o aceites vegetales
fraccionados) y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sorbico). Las
preparaciones también pueden incluir aromatizantes, colorantes y edulcorantes. Alternativamente, la composicion
puede presentarse como un producto seco para constitucion con agua u otro vehiculo adecuado.

Para administracion bucal y sublingual, la composicién pueden tomar la forma de comprimidos, pastillas para chupar
o peliculas de rapida disolucion segun protocolos convencionales.

Para administracion por inhalacién, los compuestos para su uso segun la presente descripcion se administran
convenientemente en forma de un espray en aerosol de un envase presurizado o nebulizador (por ejemplo, en PBS),
con un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluorometano,
diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede
determinarse proveyendo una valvula para administrar una cantidad dosificada. Pueden formularse capsulas y
cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o insuflador que contiene una mezcla en polvo del
compuesto y un polvo base adecuado tal como lactosa o almidoén.

La composicion farmacéutica puede formularse para administracion parenteral (es decir, intravenosa o
intramuscular) mediante inyeccion en bolo. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en forma de
dosificaciéon unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis con un conservante afiadido. Las
composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o
acuosos, y contienen agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para constituciéon con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, agua libre de pirégenos.

La composicion farmacéutica también puede formularse para administracion rectal como un supositorio o enema de
retencion, por ejemplo, que contiene bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

6. Terapia de combinacion

La proteina quimérica de la presente descripcion, por ejemplo, la proteina quimérica de la presente invencion, puede
usarse para tratar un sujeto con una enfermedad o afecciéon en combinacién con al menos otro agente conocido para
tratar dicha enfermedad o afeccion.

En un caso, la presente descripcion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto infectado por el VIH
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una proteina quimérica que
comprende una primera y una segunda cadena, en la que la primera cadena comprende un inhibidor de la fusion del
VIH y al menos una parte de una regiéon constante de inmunoglobulina y la segunda cadena comprende al menos
una parte de una inmunoglobulina sin un inhibidor de la fusién del VIH de la primera cadena, en combinacién con al
menos otro agente anti-VIH. Dicho otro agente anti-VIH puede ser cualquier terapéutico con actividad anti-VIH
demostrada. Dicho otro agente anti-VIH puede incluir, como un ejemplo, pero no como una limitacion, un inhibidor de
proteasa (por ejemplo, Amprenavir®, Crixivan®, Ritonivir®), un analogo de nucledsido de transcriptasa inversa (por
ejemplo, AZT, DDI, D4T, 3TC, Ziagen®), un inhibidor de analogo de no nucledsido de transcriptasa inversa (por
ejemplo, Sustiva®), otro inhibidor de la fusién del VIH, un anticuerpo neutralizante especifico para el VIH, un
anticuerpo especifico para CD4, un mimético de CD4, por ejemplo, proteina de fusion CD4-IgG2 (solicitud de
patente de EE.UU. 09/912.824) o un anticuerpo especifico para CCR5, o CXCR4, o un componente de union
especifico de CCR5, o CXCR4.

En otro caso, la presente descripcién se refiere a un procedimiento de tratamiento de un sujeto con un trastorno

hemostatico que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos una proteina quimérica
que comprende una primera y una segunda cadena, en la que la primera cadena comprende al menos un factor de
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coagulacion y al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y la segunda cadena comprende al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina sin el factor de coagulacién de la primera cadena, en
combinacién con al menos otro factor de coagulacion o agente que promueve hemostasia. Dicho otro factor de
coagulacion o agente que promueve la hemostasia puede ser cualquier terapéutico con actividad de coagulacion
demostrada. Como un ejemplo, pero no como una limitacion, el factor de coagulacién o agente hemostatico puede
incluir factor V, factor VII, factor VIII, factor IX, factor X, factor XI, factor XII, factor XIll, protrombina o fibrinégeno, o
formas activadas de cualquiera de los precedentes. El factor de coagulacion de agente hemostatico también puede
incluir farmacos antifibrinoliticos, por ejemplo, acido epsilon-amino-caproico, acido tranexamico.

7. Procedimientos de inhibicion de la fusién viral con una célula diana

La presente descripcién también se refiere a un procedimiento in vitro para inhibir la fusién del VIH con una célula de
mamifero que comprende combinar la célula de mamifero con al menos una proteina quimérica, en la que la
proteina quimérica comprende una primera y una segunda cadena, en la que la primera cadena comprende al
menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y un inhibidor del VIH y la segunda cadena
comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina sin el inhibidor de VIH de la primera
cadena. La célula de mamifero puede incluir cualquier célula o linea celular susceptible a infeccién por el VIH que
incluye, pero no se limita a, linfocitos T CD4" humanos primarios o macrofagos, células MOLT-4, células CEM,
células AA5 o células HelLa que expresan CD4 sobre la superficie celular.

G. Procedimientos de aislamiento de proteinas quiméricas

Normalmente, cuando las proteinas quiméricas de la presente descripcion, que incluyen proteinas quiméricas de la
presente invencion, se producen, estan contenidas en una mezcla de otras moléculas tales como otras proteinas o
fragmentos de proteina. Asi, la presente descripcion proporciona procedimientos de aislamiento de cualquiera de las
proteinas quiméricas descritas anteriormente de una mezcla que contiene las proteinas quiméricas. Se ha
determinado que las proteinas quiméricas de la presente descripcion, que incluyen las proteinas quiméricas de la
presente invencion, se unen a ligandos colorantes bajo condiciones adecuadas y que la alteracion de aquellas
condiciones posteriores a la unidon pueden alterar el enlace entre el ligando colorante y la proteina quimérica,
proporcionandose asi un procedimiento de aislamiento de la proteina quimérica. En algunos casos, la mezcla puede
comprender un hibrido de monémero-dimero, un dimero y al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina, por ejemplo, un Fc. Asi, en un caso, la presente descripcidn proporciona un procedimiento de
aislamiento de un hibrido de monémero-dimero. En otro caso, la presente descripcidn proporciona un procedimiento
de aislamiento de dimero.

Por consiguiente, en un caso, la presente descripcion proporciona un procedimiento de aislamiento de un hibrido de
mondmero-dimero de una mezcla, en el que la mezcla comprende

a) el hibrido de mondémero-dimero que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en el
que la primera cadena comprende una molécula bioldgicamente activa y al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina y en el que la segunda cadena comprende al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina sin una molécula biolégicamente activa o regién variable de inmunoglobulina;

b) un dimero que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en el que la primera y
segunda cadenas comprenden ambas una molécula biolégicamente activa y al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina; y

c) una parte de una region constante de inmunoglobulina; comprendiendo dicho procedimiento

1) poner en contacto la mezcla con un ligando colorante ligado a un soporte sdlido bajo
condiciones adecuadas de forma que tanto el hibrido de monémero-dimero como el dimero se unan al
ligando colorante;

2) eliminar la parte sin unir de una region constante de inmunoglobulina;

3) alterar las condiciones adecuadas de 1) de forma que se altere la unién entre el hibrido de
monomero-dimero y el ligando colorante ligado al soporte sélido;

4) aislar el hibrido de monémero-dimero.

En algunos casos, antes de poner en contacto la mezcla con un ligando colorante, la mezcla puede ponerse en
contacto con una sustancia cromatografica tal como proteina A-Sepharose o similares. La mezcla se eluye de la
sustancia cromatografica usando un tampén de eluciéon apropiado (por ejemplo, un tampén de pH bajo) y el eluato
que contiene la mezcla se pone entonces en contacto con el ligando colorante.

Condiciones adecuadas para poner en contacto la mezcla con el ligando colorante pueden incluir un tampon para
mantener la mezcla a un pH apropiado. Un pH apropiado puede incluir un pH de 3-10, 4-9, 5-8. En un caso, el pH
apropiado es 8,0. Cualquier agente de tamponamiento conocido en la técnica puede usarse mientras que mantenga
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el pH en el intervalo apropiado, por ejemplo, tris, HEPES, PIPES, MOPS. Condiciones adecuadas también pueden
incluir un tampon de lavado para eluir especies sin unir del ligando colorante. El tampén de lavado puede ser
cualquier tampdn que no altere la unidon de una especie unida. Por ejemplo, el tampdn de lavado puede ser el mismo
que el tampoén usado en la etapa de puesta en contacto.

Una vez la proteina quimérica se une al ligando colorante, la proteina quimérica se aisla alterando las condiciones
adecuadas. Alterar las condiciones adecuadas puede incluir la adicidon de una sal al tampdn. Puede usarse cualquier
sal, por ejemplo, NaCl, KCI. La sal debe afiadirse a una concentraciéon que sea suficientemente alta para alterar la
unioén entre el ligando colorante y las especies deseadas, por ejemplo, un hibrido de monédmero-dimero.

En algunos casos en los que la mezcla comprende un Fc, un hibrido de monémero-dimero y un dimero, se ha
encontrado que Fc no se une al ligando colorante y asi se eluye con el flujo continuo. El dimero se une mas
estrechamente al ligando colorante que el hibrido de monémero-dimero. Asi, se requiere una mayor concentracion
de sal para alterar el enlace (por ejemplo, eluirlo) entre el dimero y el ligando colorante en comparaciéon con la
concentracion de sales requerida para alterar el enlace entre el ligando colorante y el hibrido de monémero-dimero.

En algunos casos puede usarse NaCl para aislar el hibrido de monémero-dimero de la mezcla. En algunos casos, la
concentracion de sal apropiada que interrumpe el enlace entre el ligando colorante y el hibrido de monémero-dimero
es de 200-700 mM, 300-600 mM, 400-500 mM. En un caso, la concentracion de NaCl requerida para alterar la unién
entre el ligando colorante y el hibrido de monémero-dimero es 400 mM.

El NaCl también puede usarse para aislar el dimero de la mezcla. Normalmente, el hibrido de monémero-dimero se
aisla de la mezcla antes del dimero. El dimero se aisla afiadiendo una concentracion apropiada de sal al tampodn,
interrumpiendo asi la unién entre el ligando colorante y el dimero. En algunos casos, la concentracion apropiada de
sal que interrumpe el enlace entre el ligando colorante y el dimero es de 800 mM a 2 M, 900 mM a 1,5 M, 950 mM a
1,2 M. En un caso especifico se usa NaCl 1 M para interrumpir la unién entre el ligando colorante y el dimero.

El ligando colorante puede ser un bio-mimético. Un bio-mimético es una sustancia humanizada, dispositivo o sistema
que imita a la naturaleza. Asi, en algunos casos, el ligando colorante imita el ligando de una molécula que se
produce naturalmente. El ligando colorante puede elegirse de Mimetic Red 1™, Mimetic Red 2™, Mimetic Orange
1™, Mimetic Orange 2™, Mimetic Orange 3™, Mimetic Yellow 1™, Mimetic Yellow 2™, Mimetic Green 1™, Mimetic
Blue 1™ y Mimetic Blue 2™ (Prometic Biosciences (EE.UU.) Inc., Wayne, NJ). En un caso especifico, el ligando
colorante es Mimetic Red 2™ (Prometic Biosciences (EE.UU.) Inc., Wayne, NJ). En ciertos casos, el ligando
colorante esta ligado a un soporte sélido, por ejemplo, de Mimetic Red 1A6XL™, Mimetic Red 2 A6XL™, Mimetic
Orange 1 ABXL™, Mimetic Orange 2 A6XL™, Mimetic Orange 3 A6XL™, Mimetic Yellow 1 AGXL™, Mimetic Yellow
2 ABXL™, Mimetic Green 1 ABXL™, Mimetic Blue 1 AGXL™ y Mimetic Blue 2 A6XL™ (Prometic Biosciences
(EE.UU.) Inc., Wayne, NJ).

El ligando colorante puede ligarse a un soporte sélido. El soporte sélido puede ser cualquier soporte solido conocido
en la técnica (véase, por ejemplo, www.seperationsNOW.com). Ejemplos de soportes solidos pueden incluir una
perla, un gel, una membrana, una nanoparticula o una microesfera. El soporte sélido puede comprender cualquier
material que pueda ligarse a un ligando colorante (por ejemplo, agarosa, poliestireno, Sepharose, Sephadex). Los
soportes solidos pueden comprender cualquier polimero organico sintético tal como polimeros poliacrilicos, vinilicos,
acrilato, polimetacrilato y poliacrilamida. Los soportes sdlidos también pueden comprender un polimero de hidrato de
carbono, por ejemplo, agarosa, celulosa o dextrano. Los soportes sélidos pueden comprender 6xidos inorganicos
tales como silice, circonia, titania, ceria, alimina, magnesia (es decir, 6xido de magnesio) u 6xido de calcio. Los
soportes solidos también pueden comprender combinaciones de algunos de los soportes anteriormente
mencionadas que incluyen, pero no se limitan a, dextrano-acrilamida.

Ejemplos

Ejemplo 1: El peso molecular afecta la transcitosis mediada por FcRn

Se produjeron recombinantemente proteinas quiméricas que comprenden diversas proteinas de interés y Fc de IgG
(Sambrook y col. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1989)) o en
el caso de contactina-Fc, MAB-B-gal (un complejo de un anticuerpo monoclonal unido a B-gal) (Biodesign
International, Saco, ME) y MAB-GH (un complejo de anticuerpo monoclonal y hormona de crecimiento) (Research
Diagnostics, Inc. Flanders, NJ) se compraron comercialmente. Brevemente, los genes que codifican la proteina de
interés se clonaron por PCR y luego se subclonaron en un plasmido de expresién de fusion de Fc. Los plasmidos se
transfectaron en células DG44 CHO y se seleccionaron transfectantes estables y se amplificaron con metrotrexato.
Los homodimeros de proteina quimérica se purificaron sobre una columna de proteina A. Las proteinas probadas
incluyeron interferon o, hormona de crecimiento, eritropoyetina, hormona estimulante del foliculo, factor IX, beta-
galactosidasa, contactina y factor VIII. La unién de las proteinas a partes de inmunoglobulina, que incluye el
componente de union a receptor FcRn, o el uso de complejos de anticuerpo completo (incluyendo la region de unién
a FcRn)-antigeno comercialmente disponibles permitié la investigacion de transcitosis en funcion del peso molecular
(véase la patente de EE.UU. 6.030.613). Las proteinas quiméricas se administraron a ratas por via oral y los niveles
en suero se midieron 2-4 horas después de la administraciéon usando un ELISA para proteinas quiméricas
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recombinantemente producidas y tanto una transferencia Western como ELISA para complejos de anticuerpo
comercialmente obtenidos y proteinas quiméricas. Adicionalmente, todos las proteinas o complejos comercialmente
obtenidos, ademas de controles de factor VIlI-Fc, factor IX-Fc y Epo-Fc, se yodaron usando IODO (Pierce,
Pittsburgh, PA). Los resultados indicaron que los niveles de Fc en suero y las proteinas quiméricas de anticuerpos
monoclonales administradas por via oral a ratas se relacionan directamente con el tamafio de la proteina. El punto
de corte aparente para las proteinas quiméricas de Fc administradas por via oral es entre 200-285 kD (Tabla 2).

TABLA 2
Proteina Tamaiio (kD) Transcitosis
IFNa-Fc 92 ++++
GH-Fc 96 +++
Epo-Fc 120 +++
FSH-Fc 170 +++
MAB:GH 172-194 +++
FIX-Fc 200 +
MAB:BGal 285-420 -
Contactina-Fc 300 -
FVIlIA-Fc 380 -

Ejemplo 2: Clonacién de pcADN 3.1-Flag-Fc

La secuencia para el péptido FLAG (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys), una marca de afinidad comun usada para
identificar o purificar proteinas, se cloné en el plasmido pcDNA3.1-Fc, que contiene la secuencia sefial de Igk de
raton, seguido del fragmento Fc de IgG1 humana (aminoacidos 221-447, numeracion EU). La construccién se cred
por PCR de solapamiento usando los siguientes cebadores:

FlagFc-F1: 5- GCTGGCTAGCCACCATGGA -3'(SEQ ID NO:41)

FlagFc-R1: 5- CTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGTCA CCAGTGGAACCTGGAAC -3’ (SEQ ID NO:42)
FlagFc-F2: 5'- GACTACAAGG ACGACGATGA CAAGGACAAA ACTCACACAT GCCCACCGTG CCCAGCTCCG
GAACTCC -3' (SEQ ID NO:43)

FlagFc-R2: 5- TAGTGGATCCTCATTTACCCG -3’ (SEQ ID NO:44)

El molde de pcDNA3.1-Fc se afiadié entonces a dos reacciones de PCR separadas que contenian 50 pmoles cada
una de los pares de cebadores Flag-Fc-F1/R1 o Flag-Fc-F2/R2 en una reaccion de 50 pl usando Pfu Ultra ADN
polimerasa (Stratagene, CA) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ usando los
siguientes ciclos: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de (95 °C 30 segundos, 52 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos),
seguido de 72 °C durante 10 minutos. Los productos de estas dos reacciones se mezclaron entonces en otra
reaccion de PCR (2 pl cada una) con 50 pmoles de cebadores Flag-Fc-F1 y Flag-Fc-R2 en una reaccion de 50 pl
usando Pfu Ultra ADN polimerasa (Stratagene, CA) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador
térmico MJ usando los siguientes ciclos: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de (95 °C 30 segundos, 52 °C 30 segundos, 72
°C 45 segundos), seguido de 72 °C durante 10 minutos. El fragmento resultante se purificé en gel, se digirid y se
insertd en el plasmido de pcDNA3.1-Fc Nhel-Bam HI. El plasmido resultante contiene la secuencia sefial de Igk de
raton que produce la proteina Flag-Fc.

Ejemplo 3: Clonacioén de la construccion de factor VIiI-Fc

La secuencia codificante para factor VIl se obtuvo por RT-PCR a partir de ARN de higado fetal humano (Clontech,
Palo Alto, CA). La region clonada comprende la secuencia de ADNc de pb 36 a pb 1430 que termina justo antes del
codon de terminacion. Se introdujo un sitio Sbfl en el extremo N. Se introdujo un sitio BspEl en el extremo C. La
construccién se cloné por PCR usando los cebadores:
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y las siguientes condiciones: 95 °C durante 5 minutos seguido de 30 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 55 °C
durante 30 segundos, 72 °C durante 1 minuto y 45 segundos, y un ciclo de extension final de 72 °C durante 10
minutos.

El fragmento se digirié con Sbfl - BspE | y se insert6 en pED.dC-Fc, un plasmido que codifica el fragmento Fc de una
IgG1.

Ejemplo 4: Clonacién de la construccion de factor IX-Fc

La secuencia codificante de factor IX humano, que incluye la secuencia de prepropéptidos, se obtuvo por
amplificacion por RT-PCR de ARN de higado humano adulto usando los siguientes cebadores:

natFIX-F: 5-TTACTGCAGAAGGTTATGCAGCGCGTGAACATG- 3' (SEQ ID N°: 47)
FO9-R: 5-TTTTTCGAATTCAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTTAATCC- 3' (SEQ ID N°: 48)

20 ng de ARN de higado humano adulto (Clontech, Palo Alto, CA) y 25 pmoles de cada cebador se afiadieron a una
reaccion de RT-PCR usando la RT-PCR de una etapa SuperScriptw con el sistema PLATINUM® Taq (Invitrogen,
Carlsbad, CA) segun el protocolo del fabricante. La reaccién se llevé a cabo en un ciclador térmico MJ usando los
siguientes ciclos: 50 °C 30 minutos; 94 °C 2 minutos; 35 ciclos de (94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 1
minuto) y un final 72 °C 10 minutos. El fragmento se purificé en gel usando el kit de extraccion en gel Qiagen
(Qiagen, Valencia, CA) y se digirid con Pstl-EcoRl, se purificé en gel y se clon6 en el digesto correspondiente del
plasmido pED.dC.XFc.

Ejemplo 5: Clonacién de la construcciéon de PACE

La secuencia codificante para PACE humana (enzima escisora de aminoacidos basicos apareados), una
endoproteasa, se obtuvo por RT-PCR. Se usaron los siguientes cebadores:

PACE-F1: 5'- GGTAAGCTTGCCATGGAGCTGAGGCCCTGGTTGC -3' (SEQ ID N°: 49)
PACE-R1: 5- GTTTTCAATCTCTAGGACCCACTCGCC -3' (SEQ ID N°: 50)

PACE-F2: 5'- GCCAGGCCACATGACTACTCCGC -3' (SEQ ID N°: 51)

PACE-R2: 5'- GGTGAATTCTCACTCAGGCAGGTGTGAGGGCAGC -3' (SEQ ID N°: 52)

El cebador de PACE-F1 afade un sitio Hindlll al extremo 5' de la secuencia de PACE que empieza con 3 nucledtidos
antes del codoén de iniciacion, mientras que el cebador de PACE-R2 afiade un codén de terminacion después del
aminoacido 715, que se produce en el extremo del dominio extracelular de PACE, ademas de afiadir un sitio EcoRI
al extremo 3' del coddn de terminacion. Los cebadores de PACE-R1 y -F2 se hibridan en los lados 3' y 5' de un sitio
BamHI interno, respectivamente. Entonces se establecieron dos reacciones de RT-PCR usando 25 pmoles de cada
uno de los pares de cebadores de PACE-F1/R1 o PACE-F2/R2 con 20 ng de ARN de higado humano adulto
(Clontech; Palo Alto, CA) en una reaccion de RT-PCR de 50 pl usando la RT-PCR de una etapa SuperScript™ con
sistema PLATINUM® Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA) segun el protocolo del fabricante. La reaccion se llevé a cabo
en un ciclador térmico MJ usando los siguientes ciclos: 50 °C 30 minutos; 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94 °C 30
segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 2 minutos), seguido de 72 °C 10 minutos. Estos fragmentos se ligaron cada
uno en el vector pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI) y se secuenciaron completamente. El fragmento de F2-R2
se subclond entonces en pcDNA6 V5/His (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando los sitios BamHI/EcoRl, y entonces el
fragmento de F1-R1 se clond en esta construccion usando los sitios Hindlll/BamHI. El plasmido final, pcDNAG-
PACE, produce una forma soluble de PACE (aminoacidos 1-715), ya que se ha delecionado la region
transmembrana. La secuencia de PACE en pcDNA6-PACE es esencialmente como se describe en Harrison y col.
1998, Seminars in Hematology 35:4.

Ejemplo 6: Clonacién de la construccion del ligante de ocho aminoacidos de IFNa-Fc

La secuencia codificante de interferén o 2b humano (hIFNa), que incluye la secuencia sefial, se obtuvo por PCR a
partir de ADN genoémico humano usando los siguientes cebadores:

Se prepar6 ADN gendmico a partir de la linea celular de astrocitoma humano 373MG segun procedimientos
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convencionales (Sambrook y col. 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Brevemente, aproximadamente 2 x 10° células se sedimentaron por centrifugacion, se
resuspendieron en 100 pl de solucién salina tamponada con fosfato a pH 7,4, luego se mezclaron con un volumen
igual de tampdn de lisis (Tris 100 mM a pH 8,0/ NaCl 200 mM / 2% de SDS / EDTA 5 mM). Se afadi6 proteinasa K a
una concentracion final de 100 pg/ml y la muestra se digiri6 a 37 °C durante 4 horas con mezcla moderada
ocasional. La muestra se extrajo entonces dos veces con fenol:cloroformo, el ADN se precipité afiadiendo acetato
sédico a pH 7,0 a 100 mM y un volumen igual de isopropanol, y se sedimenté por centrifugacion durante 10 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se elimind y el sedimento se lavo una vez con 70% de etanol frio y se dejé
secar al aire antes de resuspenderlo en TE (Tris 10 mM a pH 8,0 / EDTA mM).

Entonces se usaron 100 ng de este ADN genémico en una reaccion de PCR de 25 pl con 25 pmoles de cada
cebador usando el sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo
convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94
°C 30 segundos, 50 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos) y finalmente 72 °C 10 minutos. La banda de tamafio
esperado (~550 pb) se purificd en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia, CA), se digirié6 con
Pstl/EcoRl, se purifico en gel de nuevo y se clond en el sitio Pstl/EcoRI de pED.dC.XFc, que contiene un ligante de 8
aminoacidos (EFAGAAAYV) seguido de la region Fc de IgG1 humana.

Ejemplo 7: Clonacién de la construccion del ligante A de IFNa-Fc

1 yg de ADN de pED.dC.IFNaFc humano nativo purificado del Ejemplo 6 se usd entonces como molde en una
reaccion de PCR de 25 pl con 25 pmoles de cada cebador IFNa-Sig-F y el siguiente cebador:

La reaccion de PCR se llevé a cabo usando el sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN)
segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico RapidCycler (Idaho Technology, Salt Lake City,
UT) desnaturalizando a 94 °C durante 2 minutos seguido de 18 ciclos de 95 °C durante 15 segundos, 55 °C durante
0 segundos, y 72 °C durante 1 minuto con una pendiente de 6, seguido de extension a 72 °C durante 10 minutos. Un
producto de PCR del tamafio correcto (~525 pb) se purificd en gel usando un kit de extraccion en gel (Qiagen;
Valencia, CA), se digirid con las enzimas de restriccion Pstl y BspEl, se purificd en gel y se subcloné en los sitios
correspondientes de un pED.dC.XFc modificado, en los que los aminoacidos 231-233 de la regién Fc se alteraron
usando la degeneracion del cédigo genético para incorporar un sitio BspEl a la vez que se mantenia la secuencia de
aminoacidos no mutante.

Ejemplo 8: Clonacién de la construccion del ligante GS15 de IFNa-Fc

Se cred un nuevo vector esqueleto usando el Fc encontrado en la construccion del ligante A (que contiene sitios
BspEl y Rsrll en el extremo 5' usando la degeneracion del cddigo genético para mantener la secuencia de
aminoacidos), usando este ADN como molde para una reaccion de PCR con los siguientes cebadores:

Se llevo a cabo una reaccion de PCR con 25 pmoles de cada cebador usando la enzima Pfu Turbo (Stratagene, La
Jolla, CA) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ usando el siguiente
procedimiento: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de (95 °C 30 segundos, 54 °C 30 segundos, 72 °C 2 minutos), 72 °C 10
minutos. La banda de tamafio esperado (~730 pb) se purificé en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen,
Valencia CA), se digiri6 con BamHI/Notl; se purificé en gel de nuevo y se clond en el vector digerido con BamHI/Notl
de pcDNAG ID, una version de pcDNAG con la secuencia IRES y el gen dhfr insertado en el sitio Notl/Xbal.

Entonces se usaron 500 ng de ADN de pED.dC.IFNaFc humano nativo purificado como molde en una reaccion de
PCR de 25 pl con los siguientes cebadores:

5' IFNa para GGGGS: 5' ccgctagectgcaggccaccatggecttgace 3' (SEQ ID N°: 58)
3' IFNa para GGGGS: 5' ccggatccgecgcecaccttccttactacgtaaac 3'-(SEQ ID N°: 59)

Se llevé a cabo una reaccion de PCR con 25 pmoles de cada cebador usando el sistema Expand High Fidelity
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ
usando los siguientes ciclos: 95 °C 2 minutos; 14 ciclos de (94 °C 30 segundos, 48 °C 30 segundos, 72 °C 1 minuto),
72 °C 10 minutos. La banda de tamafo esperado (~600 pb) se purifico en gel con un kit de extraccion en gel
(Qiagen, Valencia CA), se digiri6 con Nhel/BamHlI, se purificd en gel de nuevo y se clono en el sitio Nhel/BamHI del
vector pcDNAG6 ID/Fc, anteriormente, para crear una fusion IFNa-Fc con un ligante de Gly/Ser de 10 aminoacidos
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(2xGGGGS), pcDNAG ID/IFNa-GS10-Fc.

Entonces se realiz6 una reaccion de PCR usando 500 ng de este pcDNA6 ID/IFNa-GS10-Fc con los siguientes
cebadores

5' B3XGGGGS:5'(SEQ ID NO:60)
gtcaggatccggtggaggcgggtccggeggtggagggagegacaaaactcacacgtgece 3' (SEQ ID N°: 61)
fcclv-R: 5' atagaagcctttgaccagge 3' (SEQ ID N°: 62)

Se llevd a cabo una reaccion de PCR con 25 pmoles de cada cebador usando el sistema Expand High Fidelity
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ
usando los siguientes ciclos: 95 °C 2 minutos; 14 ciclos de (94 °C 30 segundos, 48 °C 30 segundos, 72 °C 1 minuto),
72 °C 10 minutos. La banda de tamaiio esperado (504 pb) se purificé en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen,
Valencia CA), se digiri6 con BamHI/BspEl, la banda de 68 pb se purific en gel y se cloné en el sitio BamHIBspEI del
vector pcDNAG6 ID/IFNa-GS10-Fc, anteriormente, para crear una fusion IFNa-Fc con un ligante de Gly/Ser de 15
aminoacidos (3xGGGGS), pcDNA6 ID/IFNa-GS15-Fc.

Ejemplo 9: Clonacién de una construccion de péptido basico

La region bisagra del fragmento Fc de IgG1 humana del aminoacido 221-229 (numeracion EU) se sustituyd con un
péptido basico (CCB).

Se usaron cuatro oligonucleotidos solapantes (IDT, Coralville, 1A):

1. Sentido 1 de CCB-Fc:

2. Sentido 2 de CCB-Fc:

3. Antisentido 1 de CCB-Fc:

4. Antisentido 2 de CCB-Fc:

Los oligonucledtidos se reconstituyeron a una concentracion de 50 pyM con dH2O. 5 ul de cada oligonucledtido se
hibridaron entre si combinando en un tubo de PCR de pared delgada con 2,2 pl de tampén de restriccion n° 2 (es
decir, concentracion final de Tris-HCI 10 mM a pH 7,9, MgCl, 10 mM, NaCl 50 mM, ditiotreitol 1 mM) (New England
Biolabs, Beverly, MA) y se calenté a 95 °C durante 30 segundos y luego se dejo hibridar enfriando lentamente
durante 2 horas a 25 °C. 5 pmoles de los nuevos oligonucleétidos hibridados se ligaron en un vector pPGEM T-Easy
como se indica en el manual del kit (Promega, Madison WI). La mezcla de ligacion se afiadié a 50 pl de células de E.
coli competentes DH5a (Invitrogen, Carlsbad, CA) sobre hielo durante 2 minutos, se incubé a 37 °C durante 5
minutos, se incubd sobre hielo durante 2 minutos y luego se sembré en placas de agar con LB+100 ug/l de
ampicilina y se puso a 37 °C durante 14 horas. Las colonias bacterianas individuales se recogieron y se colocaron en
5 ml de LB+100 pg/l de ampicilina y se dejaron crecer durante 14 horas. Los tubos se centrifugaron a 2000 x g, 4 °C
durante 15 minutos y el ADN de vector se aisl6 usando el kit Qiagen miniprep (Qiagen, Valencia, CA) como se indica
en el manual del kit. 2 yg de ADN se digirieron con NgoM IV-Rsr-ll. El fragmento se purifico en gel por el
procedimiento de QiAquick como se ha ensefiado en el manual del kit (Qiagen, Valencia, CA) y se ligé a pED.dcEpo-
Fc con NgoM IV/Rsr Il. La ligacién se transformd en células de E. coli competentes DH5a y el ADN se prepard como
se ha descrito para el vector pGEM T-Easy.
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Ejemplo 10: Clonacidn de la construccion de eritropoyetina-Fc de péptido acido

La region bisagra del fragmento Fc de IgG1 humana en EPO-Fc del aminoacido 221-229 (numeracién EU) se
sustituyo con un péptido acido (CCA). Se usaron cuatro oligonucleétidos solapantes (IDT, Coralville, IA):

1. Sentido 1 de Epo-CCA-Fc:

2. Sentido 2 de Epo-CCA-Fc:

3. Antisentido 1 de Epo-CCA-Fc:

4. Antisentido 2 de Epo-CCA-Fc:

Los oligonucledtidos se reconstituyeron a una concentracion de 50 yM con dH2O. 5 pyl de cada oligonucledtido se
hibridaron entre si combinando en un tubo de PCR de pared delgada con 2,2 ul de tampdn de restriccion n° 2 (New
England Biolabs, Beverly, MA) y se calentaron a 95 °C durante 30 segundos y luego se dejaron enfriar lentamente
durante 2 horas a 25 °C. 5 pmoles de los oligonucleétidos ahora hibridados se ligaron en un vector pGEM T-Easy
como se ha indicado en el manual del kit (Promega, Madison, WI). La mezcla de ligacion se afadié a 50 yl de
células de E. coli competentes DH5a (Invitrogen, Carlsbad, CA) sobre hielo durante 2 minutos, se incubaron a 37 °C
5 minutos, se incubaron sobre hielo durante 2 minutos y luego se sembraron en placas de agar de LB+100 ug/l de
ampicilina y se pusieron a 37 °C durante 14 horas. Las colonias bacterianas individuales se recogieron y se pusieron
en 5 ml de LB+100 pg/l de ampicilina y se dejaron crecer durante 14 horas. Los tubos se centrifugaron a 2000 x g, 4
°C durante 15 minutos y el vector ADN se prepar6 usando el kit Qiagen miniprep (Qiagen, Valencia, CA) como se
indica en el manual del kit. Se digirieron 2 yg de ADN con Age I-Rsr-Il. El fragmento se purifico en gel por el
procedimiento QIAquick como se ha ensefiado en el manual del kit (Qiagen, Valencia, CA) y se ligé en pED.Epo
Fc.1 Age I-Rsr Il. La ligacién se transformd en células de E. coli competentes DH5a y se prepar6 ADN como se ha
descrito anteriormente.

Ejemplo 11: Clonacién de la construcciéon de Cys-Fc

Usando PCR y técnicas de biologia molecular convencional (Sambrook y col. 1989, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press), una construccion de expresiéon de mamifero se gener6 de
forma que la secuencia codificante para el péptido sefial de IFNa humano se apoyara directamente contra la
secuencia codificante de Fc que empieza en el primer residuo de cisteina (Cys 226, numeracion EU). Tras la
escision y secrecion de peptidasa sefial de células de mamifero asi se generé una proteina Fc con un residuo de
cisteina del extremo N. Brevemente, los cebadores

IFNa-Sig-F (IFNa-Sig-F: 5-GCTACTGCAGCCACCATGGCCTTGACCTT TGCTTTAC-3')(SEQ ID NO:71) y Cys-Fc-R
(5'-CAGTTCCGGAGCTGGGCACGGCGGAGAGCCCACAGAGCAGCTTG-3") (SEQ ID N°; 72) se usaron en una
reaccion de PCR para crear un fragmento que enlazara la secuencia sefial de IFNa con el extremo N de Fc,
empezando con Cys 226. 500 ng del ligante A de pED.dC.hIFNa nativo se afiadieron a 25 pmoles de cada cebador
en una reaccion de PCR con el sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el
protocolo convencional del fabricante. La reaccion se llevé a cabo en un ciclador térmico MJ usando los siguientes
ciclos: 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94 °C 30 segundos, 50 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos) y finalmente 72 °C
10 minutos. La banda de tamafio esperado (~112 pb) se purificd en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen,
Valencia CA), se digirié con las enzimas de restriccion Pstl y BspEl, se purificé en gel y se subclono en los sitios
correspondientes del ligante A de pED.dC.hIFNa nativo para generar pED.dC.Cys-Fc (Figura 5).
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Ejemplo 12: Expresidn y preparacion de proteinas de Fc-MESNA

La secuencia codificante para Fc (la region constante de IgG1 humana) se obtuvo por amplificacion por PCR a partir
un plasmido que contiene Fc usando condiciones y reactivos convencionales, siguiendo el procedimiento
recomendado por el fabricante para subclonar la secuencia codificante de Fc Ndel/Sapl. Brevemente, los cebadores
5'- GTGGTCATA TGGGCATTGAAGGCAGAGGCGCCGCTGCGGTCG - 3' (SEQ ID N°: 73) y 5' - GGTGGTTGC
TCTTCCGCAAAAACCCGGAGACAGGGAGAGACTCTTCTGCG - 3' (SEQ ID N°: 74) se usaron para amplificar la
secuencia de Fc a partir de 500 ng del plasmido pED.dC.Epo-Fc usando el sistema Expand High Fidelity (Boehringer
Mannheim, Basilea, Suiza) en un ciclador térmico RapidCycler (ldaho Technology Salt Lake City, Utah),
desnaturalizando a 95 °C durante 2 minutos seguido de 18 ciclos de 95 °C durante 0 s, 55 °C durante 0 s y 72 °C
durante 1 minuto con una pendiente de 4, seguido de extension de 72 °C durante 10 minutos. El producto de PCR se
subclond en un vector de clonacion intermedio y se secuencié completamente, y luego se subclond usando los sitios
Ndel y Sapl en el vector pTWIN1 siguiendo procedimientos convencionales. Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T.
1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed.; Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Este plasmido se transformo entonces en células BL21(DE3) pLysS usando procedimientos convencionales.
Igual. 1 litro de cultivo de células se cultivé a una lectura de absorbancia de 0,8 UA a 37 °C, se indujo con isopropil-
beta-D-1-tiogalactopiranésido 1 mM y se cultivd durante la noche a 25 °C. Las células se sedimentaron por
centrifugacion, se lisaron en Tris 20 mM 8,8/1% de NP40/ fluoruro de fenilmetanosulfonilo 0,1 mM / 1 pg/ml de
Benzonase (Novagen Madison, WI) y se unieron a perlas de quitina (New England Biolabs; Beverly, MA) durante la
noche a 4 °C. Las perlas se lavaron entonces con varios volimenes de columna de Tris 20 mM a 8,5/ NaCl 500 mM /
EDTA 1 mM y luego se guardaron a -80 °C. Se generd Fc-MESNA purificada eluyendo la proteina de las perlas en
Tris 20 mM a 8,5/ NaCl 500 mM / EDTA 1 mM / acido 2-mercaptoetanosulféonico 500 mM (MESNA) y el eluato se usé
directamente en la reaccion de acoplamiento, mas adelante.

Ejemplo 13: Expresidn y purificacion de hibrido de monémero-dimero de factor Vli-Fc

Se establecieron células CHO DG-44 que expresan factor VII-Fc. Se cultivaron células CHO DG-44 a 37 °C, 5% de
COg2, en MEM Alfa mas nucledsido y ribonucledsidos y se complementé con 5% de suero bovino fetal inactivado con
calor hasta la transfeccion.

Se sembraron células DG44 en placas de Petri de cultivo de tejido de 100 mm y se cultivaron a una confluencia del
50%- 60%. Se uso6 un total de 10 ug de ADN para transfectar una placa de 100 mm: 7,5 ug de pED.dC.FVII-Fc + 1,5
pg de pcDNA3/Flag-Fc + 1 ug de pcDNAB-PACE. Las células se transfectaron como se describe en el manual del
reactivo de transfeccion Superfect (Qiagen, Valencia, CA). El medio se eliminé de la transfeccion después de 48
horas y se sustituyé con MEM Alfa sin nucledsidos mas 5% de suero bovino fetal dializado y 10 pg/ml de blasticidina
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y 0,2 mg/ml de geneticina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 10 dias, las células se
liberaron de la placa con 0,25% de tripsina y se transfirieron a matraces de cultivo de tejido T25, y la seleccién
continué durante 10-14 dias hasta que las células empezaron a cultivarse bien a medida que se establecieron las
lineas celulares estables. La expresion de proteinas se amplificé posteriormente mediante la adicién de metrotrexato
25 nM.

Se usaron agroximadamente 2 x 10" células para inocular 300 ml de medio de crecimiento en una botella rotatoria
de 1700 cm” (Coming, Coming, NY) complementada con 5 pg/ml de vitamina Ks (menadiona bisulfito de sodio)
(Sigma, St Louis, MO). Las botellas rotatorias se incubaron en 5% de CO; a 37 °C durante 72 horas. Entonces el
medio de crecimiento se intercambié con 300 ml de medio de produccion libre de suero (DMEM/F12 con 5 pug/ml de
insulina bovina y 10 ug/ml de gentamicina) complementado con 5 ug/l de vitamina Ks. El medio de produccion
(medio acondicionado) se recogi6é cada dia durante 10 dias y se guardé a 4 °C. Se afiadid medio de produccion
fresco a las botellas rotatorias después de cada recogida y las botellas se devolvieron a la estufa de incubacion. Los
medios reunidos se clarificaron primero usando un filtro de fibra de vidrio Sartoclean (3,0 ym + 0,2 um) (Sartorious
Corp. Gottingen, Alemania), seguido de un filtro Acropack 500 (0,8 um + 0,2 pm) (Pall Corp., East Hills, NY). El
medio clasificado se concentré entonces aproximadamente 20 veces usando casetes de filtracion de flujo tangencial
Pellicon Biomax (10 kDa de MWCO) (Millipore Corp., Billerica, MA).

Entonces, las quimeras de Fc se capturaron del medio concentrado por pase sobre una columna de proteina A-
Sepharose 4 Fast Flow (AP Biotech, Piscataway, NJ). Una columna de 5 x 5 cm (100 ml) se cargd con < 5 mg de
proteina Fc por ml de volumen de columna a una velocidad de flujo lineal de 100 cm/hora para lograr un tiempo de
residencia de = 3 minutos. La columna se lavé entonces con >5 voliumenes de columna de 1X DPBS para eliminar
proteinas no especificamente unidas. Las proteinas unidas se eluyeron con glicina 100 mM a pH 3,0. Las fracciones
de elucién que contenian el pico de proteina se neutralizaron entonces anadiendo 1 parte de Tris-HCI 1 M, pH 8, a
10 partes de fraccién eluida.

Para eliminar homodimeros FLAG-Fc (es decir, dimeros quiméricos de Fc con el péptido FLAG expresado como
fusiones con ambas moléculas de Fc) de la preparacion, el conjunto de proteina A-Sepharose 4 Fast Flow se pas6
sobre una columna de intercambio catiénico Unosphere S (BioRad Corp., Richmond, CA). Bajo las condiciones de
operacion para la columna, el hibrido de monémero-dimero FLAG-Fc esta sin carga (pl tedrico de FLAG-Fc=6,19) y
circula por la columna mientras que las construcciones de hFVII-Fc estan positivamente cargadas, y asi se unen a la
columna y se eluyen a mayor fuerza ionica. El conjunto de proteina A-Sepharose 4 Fast Flow se dializé primero en
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MES 20 mM, NaCl 20 mM, pH 6,1. El material dializado se cargd entonces sobre una columna de 1,1 x 11 cm (9,9
ml) a 150 cm/hora. Durante el lavado y la elucion, la velocidad de flujo aumenté a 500 cm/hora. La columna se lavo
secuencialmente con 8 volumenes de columna de MES 20 mM, NaCl 20 mM, pH 6,1 y 8 volimenes de columna de
MES 20 mM, NaCl 40 mM, pH 6,1. La proteina unida se eluyé con MES 20 mM, NaCl 750 mM, pH 6,1. Las
fracciones de elucidon que contienen el pico de proteina se reunieron y se esterilizaron por filtracion a través de un
disco de filtro de 0,2 ym antes del almacenamiento a -80 °C.

Se us6 una columna de afinidad de MAB anti-FLAG para separar dimeros quiméricos de Fc con HFVII fusionado a
ambas moléculas de Fc de aquellas con un péptido FLAG y una fusion de HFVII. El conjunto Unosphere S Eluate se
diluyd 1:1 con Tris 20 mM, NaCl 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 8, y se cargo sobre una columna de Sepharose de 1,6 x 5
cm M2 anti-FLAG (Sigma Corp., St. Louis, MO) a una velocidad de flujo lineal de 60 cm/hora. La carga se dirigi6 a <
2,5 mg de hibrido de mondmero-dimero /ml de volumen de columna. Después de cargar la columna se lavd con 5
volumenes de columna de Tris 20 mM, NaCl 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 8,0, los hibridos de monémero-dimero se
eluyeron entonces con glicina 100 mM, pH 3,0. Las fracciones de eluciéon que contenian el pico de proteina se
neutralizaron entonces afiadiendo 1 parte de Tris-HCI 1 M, pH 8, a 10 partes de fraccion eluida. Los conjuntos se
almacenaron a -80 °C.

Ejemplo 14: Expresion y purificacion de homodimero e hibrido de monémero-dimero de factor IX-Fc

Se establecieron células CHO DG-44 que expresan factor IX-Fc. Se sembraron células DG44 en placas de Petri de
cultivo de tejido de 100 mm y se cultivaron a una confluencia del 50%- 60%. Se us6 un total de 10 ug de ADN para
transfectar una placa de 100 mm: para la transfeccion del homodimero se usaron 8 ug de pED.dC.factor IX-Fc + 2
pg de pcDNAG-PACE; para la transfeccion del hibrido de mondmero-dimero se usaron 8 ug de pED.dC.factor IX-Fc
+ 1 ug de pcDNA3-Flag-Fc + 1 ug de pcDNAG-PACE. Las células se transfectaron como se describe en el manual
del reactivo de transfeccion Superfect (Qiagen, Valencia, CA). El medio se elimin6 de la transfeccién después de 48
horas y se sustituyé con MEM Alfa sin nucledsidos mas 5% de suero bovino fetal dializado y 10 pg/ml de blasticidina
(Invitrogen, Carlsbad, CA) para ambas transfecciones, mientras que la transfeccion del hibrido de monémero-dimero
también se complementd con 0,2 mg/ml de geneticina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 3 dias, las células se
liberaron de la placa con 0,25% de tripsina y se transfirieron a matraces de cultivo de tejido T25, y la seleccién
continué durante 10-14 dias hasta que las células empezaron a crecer bien a medida que se establecieron lineas
celulares estables. La expresion de proteina se amplificd posteriormente mediante la adicién de metrotrexato 10 nM
0 100 nM para el homodimero o hibrido de monémero-dimero, respectivamente.

Para ambas lineas celulares se usaron aproximadamente 2 x 10" células para inocular 300 ml de medio de
crecimiento en una botella rotatoria de 1700 cm? (Coming, Coming, NY) complementado con 5 ug/L de vitamina K
(menadiona bisulfito de sodio) (Sigma, St. Louis, MO). Las botellas rotatorias se incubaron en 5% de CO, a 37 °C
durante aproximadamente 72 horas. El medio de crecimiento se intercambié con 300 ml de medio de produccién
libre de suero (DMEM/F12 con 5 ug/ml de insulina bovina y 10 ug/ml de gentamicina) complementado con 5 pg/L de
vitamina Ks. El medio de produccion (medio acondicionado) se recogié cada dia durante 10 dias y se guardé a 4 °C.
Se afiadi6 medio de producciéon fresco a las botellas rotatorias después de cada recogida y las botellas se
devolvieron a la estufa de incubacion. Antes de la cromatografia, el medio se clarificé usando un filtro SuporCap-100
(0,8/0,2 ym) (Pall Gelman Sciences, Ann Arbor, MI). Todas las siguientes etapas se realizaron a 4 °C. El medio
clarificado se aplicé a proteina A-Sepharose, se lavd con 5 volumenes de columna de 1X PBS (fosfato 10 mM, pH
7,4, KCI 2,7 mM y NaCl 137 mM), se eluy6 con glicina 0,1 M, pH 2,7, y luego se neutralizé con 1/10 volumen de Tris-
HCI 1 M, pH 9,0. La proteina se dializé entonces en PBS.

La muestra de proteina de transfeccion del hibrido de monémero-dimero se sometié a mas purificaciéon, ya que
contuvo una mezcla de homodimero de FIX-Fc:FIX-Fc, hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc:Flag-Fc y
homodimero de Flag-Fc:Flag-Fc. El material se concentr6 y se aplicé a una columna de 2,6 cm x 60 cm (318 ml)
Superdex 200 Prep Grade a una velocidad de flujo de 4 ml/minuto (36 cm/hora) y luego se eluydé con 3 volumenes
de columna de 1X PBS. Las fracciones correspondientes a dos picos en el detector de UV se recogieron y se
analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones del primer pico contuvieron tanto homodimero de FIX-Fc:FIX-Fc como
hibrido de monémero-dimero de FIX-Fc:Flag-Fc, mientras que el segundo pico contuvo homodimero de Flag-
Fc:Flag-Fc. Todas las fracciones que contenian el hibrido de monémero-dimero, pero no el homodimero de Flag-Fc,
se reunieron y se aplicaron directamente a una columna de Sepharose de 1,6 x 5 cm M2 anti-FLAG (Sigma Corp.,
St. Louis, MO) a una velocidad de flujo lineal de 60 cm/hora. Después de la carga, la columna se lavé con 5
volumenes de columna de PBS. Los hibridos de mondmero-dimero se eluyeron entonces con glicina 100 mM, pH
3,0. Las fracciones de elucién que contenian la proteina pico se neutralizaron entonces afiadiendo 1/10 volumen de
Tris-HCI 1 M y se analizaron por SDS-PAGE reductora y no reductora. Las fracciones se dializaron en PBS, se
concentraron a 1-5 mg/ml y se guardaron a -80 °C.

Ejemplo 15: Expresidn y purificacion de homodimero e hibrido de monémero-dimero de IFNa

Se establecieron células CHO DG-44 que expresan hlFNa. Células DG44 se sembraron en placas de Petri de cultivo
de tejido de 100 mm y se cultivaron a una confluencia del 50%-60%. Se us6 un total de 10 pg de ADN para
transfectar una placa de 100 mm: para la transfeccién del homodimero 10 pg de las construcciones de hiIFNa-Fc;
para la transfeccion del hibrido de monémero-dimero 8 ug de las construcciones de hiIFNo-Fc + 2 ug de pcDNA3-

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 582947 T3

Flag-Fc. Las células se transfectaron como se describe en el manual del reactivo de transfeccion Superfect (Qiagen,
Valencia, CA). El medio se eliminé de la transfeccion después de 48 horas y se sustituyé con MEM Alfa sin
nucledsidos mas 5% de suero bovino fetal dializado, mientras que la transfeccion del hibrido de monémero-dimero
también se complemento con 0,2 mg/ml de geneticina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de 3 dias, las células se
liberaron de la placa con 0,25% de tripsina y se transfirieron a matraces de cultivo de tejido T25, y la seleccién
continué durante 10-14 dias hasta que las células empezaron a cultivarse bien y se establecieron lineas celulares
estables. La expresion de proteina se amplificd posteriormente mediante la adicion de metrotrexato: que oscila de 10
a 50 nM.

Para todas las lineas celulares se usaron aproximadamente 2 x 10" células para inocular 300 ml de medio de
crecimiento en una botella rotatoria de 1700 cm? (Coming, Coming, NY). Las botellas rotatorias se incubaron en 5%
de CO; a 37 °C durante aproximadamente 72 horas. Entonces, el medio de crecimiento se intercambié con 300 ml
de medio de produccion libre de suero (DMEM/F12 con 5 pug/ml de insulina bovina y 10 pg/ml de gentamicina). El
medio de producciéon (medio acondicionado) se recogi6é cada dia durante 10 dias y se guardd a 4 °C. Se afadio
medio de produccion fresco a las botellas rotatorias después de cada recogida y las botellas se devolvieron a la
estufa de incubacién. Antes de la cromatografia, el medio se clarificd usando un filtro SuporCap-100 (0,8/0,2 ym) de
Pall Gelman Sciences (Ann Arbor, MI). Todas las siguientes etapas se realizaron a 4 °C. El medio clarificado se
aplicé a proteina A-Sepharose, se lavo con 5 volimenes de columna de 1X PBS (fosfato 10 mM, pH 7,4, KCI 2,7 mM
y NaCl 137 mM), se eluy6 con glicina 0,1 M, pH 2,7, y luego se neutralizé con 1/10 volumen de Tris-HCI 1 M, pH 9,0.
La proteina se dializé entonces en PBS.

Las muestras de proteina de transfeccion del hibrido de monémero-dimero se sometieron entonces a purificacion
adicional, ya que contuvieron una mezcla de homodimero de IFNa-Fc:IFNa-Fc, hibrido de mondmero-dimero de
IFNoa-Fc:Flag-Fc y homodimero de Flag-Fc:Flag-Fc (o ligante A o ligante GS15). El material se concentré y se aplicé
a una columna de 2,6 cm x 60 cm (318 ml) Superdex 200 Prep Grade a una velocidad de flujo de 4 ml/min (36 cm/h)
y luego se eluydé con 3 volumenes de columna de 1X PBS. Las fracciones correspondientes a dos picos en el
detector de UV se recogieron y se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones del primer pico contuvieron tanto
homodimero de IFNa-Fc:IFNa-Fc como hibrido de mondmero-dimero de IFNa-Fc:Flag-Fc, mientras que el segundo
pico contuvo homodimero de Flag-Fc:Flag-Fc. Todas las fracciones que contenian el hibrido de monémero-dimero,
pero no el homodimero de Flag-Fc, se reunieron y se aplicaron directamente a una columna de Sepharose de 1,6 x
5 cm M2 anti-FLAG (Sigma Corp., St. Louis, MO) a una velocidad de flujo lineal de 60 cm/hora. Después de la carga
la columna se lavé con 5 volimenes de columna de PBS. Los hibridos de monémero-dimero se eluyeron entonces
con glicina 100 mM, pH 3,0. Las fracciones de elucidon que contenian el pico de proteina se neutralizaron entonces
afadiendo 1/10 volumen de Tris-HCI 1 M y se analizaron por SDS-PAGE reductora y no reductora. Las fracciones se
dializaron en PBS, se concentraron a 1-5 mg/ml y se guardaron a -80 °C.

Ejemplo 16: Expresion y purificacion de proteinas superenrolladas

Los plasmidos, pED.dC Epo-CCA-Fc y pED.dC CCB-Fc se transfectaran tanto solos como juntos a una relacion 1:1
en células CHO DG44. Las células se transfectaran como se describe en el manual del reactivo de transfeccion
Superfect (Qiagen, Valencia, CA). Los medios se eliminaran después de 48 horas y se sustituiran con MEM Alfa sin
nucledsidos mas 5% de suero bovino fetal dializado. La purificacion se hara por cromatografia de afinidad sobre una
columna de proteina A segun procedimientos conocidos en la técnica. Alternativamente, la purificacion puede
lograrse usando cromatografia de exclusion por tamafrio.

Ejemplo 17: Expresidn y purificacion de Cys-Fc

Se establecieron células CHO DG-44 que expresan Cys-Fc. El plasmido de expresion pED.dC.Cys-Fc, que contiene
el gen dihidrofolato reductasa (dhfr) de ratén, se transfectd en células CHO DG44 (deficientes en dhfr) usando el
reactivo Superfect (Qiagen; Valencia, CA) segun el protocolo del fabricante, seguido de seleccién para
transfectantes estables en medio de cultivo de tejido oMEM (sin nucledsidos) complementado con 5% de SBF
dializado y los antibidticos penicilina/estreptomicina (Invitrogen; Carlsbad, CA) durante 10 dias. El conjunto
resultante de células establemente transfectadas se amplificé entonces con metrotrexato 50 nM para aumentar la
expresion. Se usaron aproximadamente 2 x 10 células para inocular 300 ml de medio de crecimiento en una botella
rotatoria de 1700 cm? (Coming, Corning, NY). Las botellas rotatorias se incubaron en 5% de CO; a 37 °C durante
aproximadamente 72 horas. El medio de crecimiento se intercambié con 300 ml de medio de produccion libre de
suero (DMEM/F12 con 5 pg/ml de insulina bovina y 10 yg/ml de gentamicina). El medio de produccién (medio
acondicionado) se recogio cada dia durante 10 dias y se guardd a 4 °C. Se afiadié medio de produccion fresco a las
botellas rotatorias después de cada recogida y las botellas se devolvieron a la estufa de incubacién. Antes de la
cromatografia, el medio se clarificé usando un filiro SuporCap-100 (0,8/0,2 uym) de Pall Gelman Sciences (Ann Arbor,
MI). Todas las siguientes etapas se realizaron a 4 °C. El medio clarificado se aplicé a proteina A-Sepharose, se lavd
con 5 volumenes de columna de 1X PBS (fosfato 10 mM, pH 7,4, KCI 2,7 mM y NaCl 137 mM), se eluyd con glicina
0,1 M, pH 2,7, y luego se neutralizdé con 1/10 volumen de Tris-HCI 1 M, pH 9,0. La proteina se dializé en PBS y se
uso directamente en reacciones de conjugacion.
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Ejemplo 18: Acoplamiento de T20-tioésteres a Cys-Fc

Se incubaron Cys-Fc (4 mg, concentracion final de 3,2 mg/ml) y tanto T20-tioéster como T20-PEG-tioéster (2 mg,
aproximadamente 5 equivalentes molares) durante 16 horas a temperatura ambiente en Tris 0,1 M 8/MESNA 10
mM. El andlisis por SDS-PAGE (gel Tris-Gly) usando tampdn de muestra reductor indico la presencia de una nueva
banda de aproximadamente 5 kDa mayor que el control de Fc (>40-50% de conversion en el conjugado). La
secuenciacion del extremo N previa de Cys-Fc y Cys-Fc sin reaccionar indicdé que el péptido sefial esta
incorrectamente procesado en una fraccion de las moléculas, quedando una mezcla de (Cys)-Fc, que reaccionara
mediante ligacion nativa con péptido-tioésteres, y (Val)-(Gly)-(Cys)-Fc, que no reaccionara. Como las condiciones de
reaccion son insuficientes para afectar la dimerizacion de las moléculas de Cys-Fc, esta reaccion generd una mezcla
de homodimeros de T20-Cys-Fc:T20-Cys-Fc, hibridos de monémero-dimero de T20-Cys-Fc:Fc y dimeros de Fc de
Cys-Fc:Cys-Fc. Esta proteina se purific6 usando cromatografia de exclusién por tamafio como se indica
anteriormente para separar las tres especies. El resultado se confirmo por analisis de SDS-PAGE bajo condiciones
no reductoras.

Ejemplo 19: Ensayo antiviral para actividad de IFNa

La actividad antiviral (Ul/ml) de proteinas de fusion de IFNa se determind usando un ensayo de CPE (efecto
citopatico). Se sembraron células A549 en una placa de cultivo de tejido de 96 pocillos en medio de crecimiento
(RPMI 1640 complementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y L-glutamina 2 mM) durante 2 horas a 37 °C, 5%
de CO;. Los patrones de IFNa y las proteinas de fusion de IFNa se diluyeron en medio de crecimiento y se
afiadieron a células por triplicado durante 20 horas a 37 °C, 5% de CO,. Tras la incubacién, todos los medios se
eliminaron de los pocillos, el virus de la encefalomiocarditis (EMC) se diluyd en medio de crecimiento y se afiadié
(3000 ufp/pocillo) a cada pocillo, con la excepcion de los pocillos de control. Las placas se incubaron a 37 °C, 5% de
CO; durante 28 horas. Las células vivas se fijaron con 10% de acido tricloroacético (TCA) frio y luego se tifieron con
sulforrodamina B (SRB) segun protocolos publicados (Rubinstein y col. 1990, J. Natl. Cancer Inst. 82, 1113). El
colorante SRB se solubilizé con Tris 10 mM a pH 10,5 y se leyd en un espectrofotometro a 490 nm. Las muestras se
analizaron comparando actividades con una curva patrén dada, el patrén internacional de IFNa 2b de la
Organizacion Mundial de la Salud que oscila de 5 a 0,011 Ul/ml. Los resultados se presentan a continuacion en la
Tabla 3 y la Figura 6 y demuestran la elevada actividad antiviral de hibridos de monémero-dimero.

TABLA 3: ENSAYO ANTIVIRAL DE INTERFERON

HOMODIMERO FRENTE A HiBRIDO DE MONOMERO-DIMERO

Proteina Actividad antiviral (Ul/nmol) | Desv est
Homodimero del ligante de 8 aa de IFNa-Fc 0,45 x 10 0,29 x 10°
Hibrido de monémero-dimero de IFNa-Fc ligante de 8 aa:Flag-Fc | 4,5 x 10° 1,2x10°
Homodimero del ligante A de IFNa-Fc 0,22 x 10° 0,07 x 10°
Hibrido de monémero-dimero de IFNa-Fc ligante delta A:Flag-Fc | 2,4 x 10° 0,0005 x 10°
Homodimero del ligante GS15 de IFNa-Fc 2,3x10° 1,0x10°
Hibrido de monoémero-dimero del ligante GS15 de IFNa-Fc 5,3x10° 0,15x10°

Ejemplo 20: Analisis de la actividad de coagulacion de FVila

El kit de ensayo de FVlla-rTF StaClot se compré de Diagnostica Stago (Parsippany, NJ) y se modific6 como se
describe en Johannessen y col. 2000, Blood Coagulation and Fibrinolysis 11:5159. Se realizé una curva patrén con
el patrén de FVlla de la Organizacion Mundial de la Salud 89/688. El ensayo se us6 para comparar la actividad de
coagulacion de hibridos de monémero-dimero en comparacion con homodimeros. Los resultados mostraron que el
hibrido de monémero-dimero tuvo cuatro veces la actividad de coagulaciéon en comparacion con el homodimero
(Figura 7).

Ejemplo 21: Dosificacion oral de FVIla-Fc en ratas de 10 dias

Se compraron ratas Sprague Dawley de 25 gramos recién nacidas de 9 dias de Charles River (Wilmington, MA) y se
dejaron aclimatar durante 24 horas. Las ratas se dosificaron por via oral con homodimero de FVlla-Fc, hibrido de
mondémero-dimero o una mezcla 50:50 de los dos. Se administré un volumen de 200 pl de una disolucién de FVlla-
Fc para una dosis de 1 mg/kg. La disolucién estuvo compuesta de un tampoén Tris-HCl a pH 7,4 con 5 mg/ml de
inhibidor de tripsina de soja. Las ratas se sacrificaron con CO en varios momentos de tiempo y se sacaron 200 ul de
sangre por puncion cardiaca. Se obtuvo plasma mediante la adicién de una disolucion al 3,8% de citrato de sodio y
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centrifugacion a temperatura ambiente a una velocidad de 1268 x g. Las muestras de plasma se ensayaron tanto
frescas como congeladas a 20 °C. El hibrido de monédmero-dimero dosificado por via oral produjo concentraciones
en suero maximas (Cmax) significativamente mayores en comparacion con el factor VIl homodimérico (Figura 8).

Ejemplo 22: Dosificacion oral de ratas neonatas con factor IX-Fc

Ratas neonatas Sprague-Dawley de diez dias de edad se dosificaron p.o. con 200 ul de homodimero de FIX-Fc o
hibrido de monédmero-dimero de FIX-Fc:Flag-Fc a dosis aproximadamente equimolares de 10 nmol/kg en tampdn
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,5 que contiene 5 mg/ml de inhibidor de tripsina de soja 'y 0,9% de NaCl. A 1, 2, 4, 8, 24,
48 y 72 horas después de la inyeccion, los animales se sacrificaron con CO;, se extrajo sangre mediante puncion
cardiaca y se obtuvo plasma mediante la adicion de una disolucion al 3,8% de citrato de sodio y centrifugacién a
temperatura ambiente a una velocidad de 1268 x g. Las muestras se sedimentaron entonces por centrifugacion, se
recogio el suero y se congeld a -20 °C hasta el andlisis de las proteinas de fusién por ELISA.

Ejemplo 23: ELISA de factor IX-Fc

Una placa de ELISA Immulon 4HBX de 96 pocillos (Thermo LabSystems, Vantaa, Finlandia) se recubrié con 100
pl/pocillo de 1gG de cabra anti-factor IX (Affinity Biologicals, Ancaster, Canada) diluida 1:100 en tampdn carbonato 50
mM, pH 9,6. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas o durante la noche a 4 °C cerradas
con pelicula de plastico. Los pocillos se lavaron 4 veces con PBST, 300 ul/pocillo usando el lavador de placas
TECAN. Los pocillos se bloquearon con PBST + 6% de BSA, 200 pl/pocillo, y se incubaron 90 minutos a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavaron 4 veces con PBST, 300 ul/pocillo usando el lavador de placas TECAN. Los
patrones y muestras de sangre de ratas descritos en el Ejemplo 18 se afadieron a los pocillos (100 pl/pocillo) y se
incubaron 90 minutos a temperatura ambiente. Las muestras y patrones se diluyeron en tampon HBET (HBET: 5,95
g de HEPES, 1,46 g de NaCl, 0,93 g de Na;,EDTA, 2,5 g de albumina de suero bovino, 0,25 ml de Tween-20, llevar a
250 ml con dH»0, ajustar a pH 7,2). El intervalo de la curva patron fue de 200 ng/ml a 0,78 ng/ml con diluciones de 2
veces entre ellas. Los pocillos se lavaron 4 veces con PBST, 300 pl/pocillo usando el lavador de placas TECAN. A
cada pocillo se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo de cabra anti-lgG humana-Fc-HARP conjugado (Pierce,
Rockford, IL) diluido en HBET 1:25.000. Las placas se incubaron 90 minutos a temperatura ambiente. Los pocillos se
lavaron 4 veces con PBST, 300 ul/pocillo usando el lavador de placas TECAN. Las placas se revelaron con 100
pl/pocillo de sustrato de peroxidasa de tetrametilbencidina (TMB) (Pierce, Rockford, IL) afiadido segun las
instrucciones del fabricante. Las placas se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad o hasta que
se revelo el color. La reaccion se detuvo con 100 pl/pocillo de acido sulfurico 2 M. La absorbancia se ley6 a 450 nm
en el lector SpectraMax plusplate (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). El analisis de sangre extraido a las 4 horas
indicé una diferencia de mas de 10 veces en la concentracion en suero entre hibridos de monémero-dimero de
factor 1X-Fc en comparacién con homodimeros de factor IX-Fc (Figura 9). Los resultados indicaron que los niveles
de hibrido de monémero-dimero de factor IX-Fc fueron coherentemente superiores a los de homodimeros del factor
IX-Fc (Figura 10).

Ejemplo 24: Clonacién de Epo-Fc

Se obtuvo la region codificante de Epo madura por amplificacion por PCR de un plasmido que codifica la secuencia
codificante de eritropoyetina madura, originalmente obtenida por RT-PCR de ARNm de Hep G2, y cebadores
hepoxba-F y hepoeco-R, indicados mas adelante. El cebador hepoxba-F contiene un sitio Xbal, mientras que el
cebador hepoeco-R contiene un sitio EcoRI. La PCR se llevd a cabo en el Idaho Technology RapidCycler usando
Vent polimerasa, desnaturalizando a 95 °C durante 15 segundos, seguido de 28 ciclos con una pendiente de 6,0 de
95 °C durante 0 segundos, 55 °C durante 0 segundos y 72 °C durante 1 minuto 20 segundos, seguido de extension
de 3 minutos a 72 °C. Un producto de aproximadamente 514 pb se purificé en gel, se digiri6 con Xbal y EcoRlI, se
purificé en gel de nuevo y se subcloné direccionalmente en un vector pED.dC.XFc purificado en gel digerido con
Xbal/EcoRlI, mencionado anteriormente. Esta construccion se llamé pED.dC.Epo-Fc.

La secuencia de Epo, que contiene tanto el péptido sefial endégeno como la secuencia madura, se obtuvo por
amplificacion por PCR usando una preparacion de ADNc del clon QUICK de rifion adulto como molde y cebadores
Epo+Pep-Sbf-F y Epo+Pep-Sbf-R, descritos mas adelante. El cebador Epo+Pep-Sbf-F contiene un sitio Sbfl en la
direcciéon 5' del codén de iniciacion, mientras que el cebador Epo+Pep-Sbf-R se hibrida en la direccion 3' del sitio
Sbfl enddgeno en la secuencia Epo. La reaccion de PCR se llevo a cabo en el ciclador térmico PTC-200 MJ usando
Expand polimerasa, desnaturalizando a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 32 ciclos de 94 °C durante 30
segundos, 57 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 45 segundos, seguido de una extension de 10 minutos a 72
°C. Un producto de aproximadamente 603 pb se aislé en gel y se subcloné en el vector pGEM-T Easy. La secuencia
codificante correcta se escindié por digestion con Sbfl, se purificd en gel y se cloné en el plasmido pED.dC.Epo-Fc
digerido con Pstl, tratado con fosfatasa alcalina de gamba (SAP) y purificado en gel. El plasmido con el inserto en la
orientacion correcta se determind inicialmente por digestion con Kpnl. Una digestion Xmnl y Pvull de esta
construccion se comparé con pED.dC.Epo-Fc y se confirmé que estaba en la orientacion correcta. La secuencia se
determind y la construccion se llamoé pED.dC.natEpo-Fc. Cebadores de PCR:

hepoxba-F (EPO-F): 5-AATCTAGAGCCCCACCACGCCTCATCTGTGAC-3' (SEQ ID N°: 75)
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hepoeco-R (EPO-R): 5-TTGAATTCTCTGTCCCCTGTCCTGCAGGCC-3' (SEQ ID N°: 76)
Epo+Pep-Sbf-F: 5-GTACCTGCAGGCGGAGATGGGGGTGCA-3' (SEQ ID N°: 77)
Epo+Pep-Sbf-R: 5-CCTGGTCATCTGTCCCCTGTCC-3' (SEQ ID N°: 78)

Ejemplo 25: Clonacién de Epo-Fc

Un procedimiento alternativo de clonacion de EPO-Fc se describe en la presente memoria. Primero se disefiaron los
cebadores para amplificar la secuencia codificante de Epo de longitud completa, que incluye la secuencia sefial
nativa, del siguiente modo:

Epo-F: 5-GTCCAACCTG CAGGAAGCTTG CCGCCACCAT GGGAGTGCAC GAATGTCCTG CCTGG- 3'(SEQID
NO:79)

Epo-R: 5-GCCGAATTCA GTTTTGTCGA CCGCAGCGG CGCCGGCGAA CTCTCTGTCC CCTGTTCTGC AG-
GCCTCC- 3'(SEQ ID NO:80)

El cebador directo incorpora un sitio Sbfl y Hindlll en la direccion 5' de una secuencia de Kozak, mientras que el
cebador inverso elimina el sitio Sbfl interno, y afiade un ligante de 8 aminoacidos al extremo 3' de la secuencia
codificante (EFAGAAAV) (SEQ ID N°: 81), ademas de sitios de restriccion Sall y EcoRI. La secuencia codificante de
Epo se amplificé entonces a partir de una biblioteca de ADNc de rifién (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA)
usando 25 pmoles de estos cebadores en una reaccion de PCR de 25 yl usando el sistema Expand High Fidelity
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ
usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 45
segundos), seguido de 72 °C durante 10 minutos. La banda de tamafio esperado (641 pb) se purificé en gel con un
kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia, CA) y se ligo en el vector de clonacion intermedio pGEM T-Easy
(Promega, Madison, WI). El ADN se transformo en células DH5a (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se cultivaron cultivos
miniprep y se purificaron con un kit Miniprep de plasmidos (Qiagen, Valencia, CA), ambos segun protocolos
convencionales del fabricante. Una vez se confirmé la secuencia, este inserto se digirié con enzimas de restriccion
Sbfl/EcoRl, se purifico en gel y se clond en los sitios Pstl/EcoRI del vector de expresién de mamifero pED.dC de un
modo similar.

Se disefiaron cebadores para amplificar la secuencia codificante para la region constante de IgG1 humana (la region
Fc, numeracion EU 221-447) del siguiente modo:

El cebador directo incorpora un sitio Sall en el empalme de ligante-Fc, ademas de introducir sitios BspEl y Rsrll en la
region Fc sin afectar la secuencia codificante, mientras que el cebador inverso afiade un sitio EcoRI después del
codon de terminacién. La secuencia codificante de Fc se amplificé entonces a partir de una biblioteca de ADNc de
leucocitos (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) usando 25 pmoles de estos cebadores en una reaccion de PCR
de 25 pl usando el sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo
convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94
°C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos), seguido de 72 °C durante 10 minutos. La banda de
tamafio esperado (696 pb) se purificd en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia, CA) y se ligd en el
vector de clonacion intermedio pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI). Se transformé ADN en células DH5a
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y se cultivaron cultivos miniprep y se purificaron con un kit Miniprep de plasmidos
(Qiagen, Valencia, CA), ambos segun protocolos convencionales del fabricante. Una vez se confirmé la secuencia,
el inserto se digiri6 con enzimas de restriccion Sal/EcoRlI, se purificé en gel y se cloné en los sitios Sall/EcoRI del
plasmido pED.dC.Epo (anteriormente) de una manera similar, para generar el plasmido de expresion de mamifero
pED.dC.Epo-Fc. En ofro experimento este plasmido también se digiri6 con Rsrll/Xmal, y el fragmento
correspondiente de pSYN-Fc-002, que contiene la mutacion Asn 297 Ala (numeracion EU), se cloné para crear
pED.dC.EPO-Fc N297A (pSYN-EPO-004). La expresion en células de mamifero fue como se ha descrito en el
Ejemplo 26. La secuencia de aminoacidos de Epo-Fc con un ligante de ocho aminoacidos se proporciona en la
Figura 2j. Durante el procedimiento de este procedimiento de clonacidn alternativo, aunque se preservo la secuencia
de aminoacidos de Epo-Fc exacta (Figura 2J), se hicieron varios cambios no codificantes al nivel de nucledtidos
(Figura 3J). Estos son G6A (G en el nucleétido 6 cambié a A) (eliminar posible estructura secundaria en el cebador),
G567A (elimina el sitio Sbfl endégeno de Epo), A582G (elimina el sitio EcoRI del ligante), A636T y T639G (afade
sitio BspEl unico a Fc) y G651C (afade sitio Rsrll tnico a Fc). La secuencia de nucleétidos en la Figura 3J es de la
construccion hecha en el Ejemplo 25, que incorpora estas diferencias de la secuencia de la construccion del Ejemplo
24.
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Ejemplo 26: Expresion y purificacion de homodimero e hibrido de monémero-dimero de EPO-Fc

Células DG44 se sembraron en placas de Petri de cultivo de tejido de 100 mm y se cultivaron a una confluencia del
50%-60%. Un total de 10 ug de ADN se uso6 para transfectar una placa de 100 mm: para la transfeccion del
homodimero 10 ug de pED.dC.EPO-Fc; para la transfeccion del hibrido de monédmero-dimero 8 ug de pED.dC.EPO-
Fc + 2 yg de pcDNA3-Flag-Fc. Las construcciones usadas se clonaron como se describe en el Ejemplo 24. El
procedimiento de clonacion descrito en el Ejemplo 25 también podria usarse para obtener construcciones para su
uso en este ejemplo. Las células se transfectaron como se describe en el manual del reactivo de transfeccion
Superfect (Qiagen, Valencia, CA). Alternativamente, pED.dC.EPO-Fc se cotransfect6 con pSYN-Fc-016 para
preparar un monémero sin marcar. El medio se eliminé de la transfeccion después de 48 horas y se sustituyd con
MEM Alfa sin nucleésidos mas 5% de suero bovino fetal dializado para ambas transfecciones, mientras que la
transfeccion del hibrido de monémero-dimero también se complementé con 0,2 mg/ml de geneticina (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Después de 3 dias, las células se liberaron de la placa con 0,25% de tripsina y se transfirieron a
matraces de cultivo de tejido T25, y la seleccion continué durante 10-14 dias hasta que las células empezaron a
crecer bien a medida que se establecieron lineas celulares estables. La expresién de proteina se amplificd
posteriormente mediante la adicién de metrotrexato.

Para ambas lineas celulares, aproximadamente 2 x 10" células se usaron para inocular 300 ml de medio de
crecimiento en una botella rotatoria de 1700 cm? (Corning, Coming, NY). Las botellas rotatorias se incubaron en 5%
de CO; a 37 °C durante aproximadamente 72 horas. El medio de crecimiento se intercambié con 300 ml de medio de
produccion libre de suero (DMEM/F12 con 5 pg/ml de insulina bovina y 10 pyg/ml de gentamicina). El medio de
produccion (medio acondicionado) se recogié cada dia durante 10 dias y se guardd a 4 °C. Se afiadié6 medio de
produccion fresco a las botellas rotatorias después de cada recogida y las botellas se devolvieron a la estufa de
incubacion. Antes de la cromatografia, el medio se clarificé usando un filtro SuporCap-100 (0,8/0,2 um) de Pall
Gelman Sciences (Ann Arbor, MI). Todas las siguientes etapas se realizaron a 4 °C. El medio clarificado se aplico a
proteina A-Sepharose, se lavod con 5 volumenes de columna de 1X PBS (fosfato 10 mM, pH 7,4, KCI 2,7 mM y NaCl
137 mM), se eluy6 con glicina 0,1 M, pH 2,7, y luego se neutralizé con 1/10 volumen de Tris-HCI 1 M, pH 9,0. La
proteina se dializé entonces en PBS.

La muestra de proteina de transfeccion del hibrido de monémero-dimero se sometié a mas purificacion, ya que
contuvo una mezcla de homodimero de EPO-Fc:EPO-Fc, hibrido de mondémero-dimero EPO-Fc:Flag-Fc vy
homodimero de Flag-Fc:Flag-Fc. El material se concentré y se aplicé a una columna de 2,6 cm x 60 cm (318 ml)
Superdex 200 Prep Grade a una velocidad de flujo de 4 ml/min (36 cm/hora) y luego se eluy6 con 3 volumenes de
columna de 1X PBS. Las fracciones correspondientes a dos picos en el detector de UV se recogieron y se
analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones del primer pico contuvieron tanto homodimero de EPO-Fc:EPO-Fc como
hibrido de monémero-dimero de EPO-Fc:Flag-Fc, mientras que el segundo pico contuvo homodimero de Flag-
Fc:Flag-Fc. Todas las fracciones que contienen el hibrido de monémero-dimero, pero no el homodimero de Flag-Fc,
se reunieron y se aplicaron directamente a una columna de Sepharose 1,6 x 5 cm M2 anti-FLAG (Sigma Corp.) a
una velocidad de flujo lineal de 60 cm/hora. Después de la carga la columna se lavé con 5 volimenes de columna de
PBS. Los hibridos de monémero-dimero se eluyeron entonces con glicina 100 mM, pH 3,0. Las fracciones de elucion
que contenian el pico de proteina se neutralizaron entonces afiadiendo 1/10 volumen de Tris-HClI 1 M, y se
analizaron por SDS-PAGE reductora y no reductora. Las fracciones se dializaron en PBS, se concentraron a 1-5
mg/ml y se guardaron a -80 °C.

Alternativamente, las fracciones del primer pico de Superdex 200 se analizaron por SDS-PAGE, y solo fracciones
que contenian una mayoria de hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc, con una minoria de homodimero de Epo-Fc,
se reunieron. Este conjunto, enriquecido para el hibrido de monémero-dimero, se volvié a aplicar a una columna
Superdex 200 y luego se reunieron las fracciones que contenian solo hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc, se
dializaron y se guardaron como proteina purificada. Obsérvese que este procedimiento de purificacion alternativo
también podria usarse para purificar hibridos de monémero-dimero no marcados.

Ejemplo 27: Administracion de dimero e hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc con un ligante de ocho
aminoacidos a monos cinomolgos

Para administracién pulmonar, aerosoles de tanto proteinas del dimero de Epo-Fc como del hibrido de monémero-
dimero de Epo-Fc (ambas con el ligante de 8 aminoacidos) en PBS, pH 7,4 se crearon con el nebulizador Aeroneb
Pro™ (AeroGen, Mountain View, CA), en linea con un respirador de Bird Mark 7A, y se administraron a monos
cinomolgos sin tratamiento previo anestesiados mediante tubos endotraqueales (que se aproximan a la respiracion
tidal normal). Ambas proteinas también se administraron a monos cinomolgos sin tratamiento previo mediante
inyeccion intravenosa. Las muestras se tomaron en diversos momentos de tiempo, y la cantidad de proteina que
contiene Epo en el plasma resultante se cuantific6 usando Quantikine IVD Human Epo Immunoassay (R&D
Systems, Mineapolis, MN). Los parametros farmacocinéticos se calcularon usando el software WinNonLin. La Tabla
4 presenta los resultados de biodisponibilidad de monos cinomolgos tratados con el hibrido de monémero-dimero de
Epo-Fc o el dimero de Epo-Fc.
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TABLA 4: ADMINISTRACION DEL HiBRIDO DE MONOMERO-DIMERO DE EPO-FC Y DIMERO DE EPO-FC A
MONOS

Mono Dosis Cma Cma tiz | tiz2 prom
Proteina no Via depositada (n ’;‘::“) (fmgrlnr(nl) (h) (h)
aprox.' (ug/kg) g

C06181 | pulm 20 72,3 1014 23,6
C06214 | pulm 20 50,1 703 23,5

25,2
CO7300 | pulm 20 120 1684 36,2
Hibrido de monomero-  ==agaas 1 im 20 100 1403 17,5

dimero de Epo-Fc

Cco7285 | IV 25 749 10508 21,3

co7288 | IV 25 566 7941 23 22,6
CO7343 | IV 25 551 1014 23,5
DD026 | pulm 15 10,7 120 11,5
DD062 | pulm 15 21,8 244 27,3

DD046 | pulm 15 6,4 72 21,8 22,1
DD015 | pulm 15 12,8 143 20,9
DD038 | pulm 35 27 302 29
Dimero de Epo-Fc F4921 v 150 3701 41454 15,1
962002 v 150 3680 41219 15,3
1261CQ | IV 150 2726 30533 23,6

14,6
127-107 v 150 4230 47379 15,0
118-22 v 150 4500 50403 8,7
126-60 v 150 3531 39550 9,8

"Basado en el 15% de fraccion de deposicion de dosis nebulizada como se ha determinado por escintigrafia
gamma

El porcentaje de biodisponibilidad (F) se calcul6 para la dosis pulmonar usando la siguiente ecuacion:

F = (ABC pulmonar / Dosis pulmonar) / (ABC IV / Dosis IV) * 100
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TABLA 5: CA’LCULO DEL PORCENTAJE DE BIODISPONIBILIDAD PARA HiBRIDO DE MONOMERO-DIMERO
FRENTE A DIMERO DE EPO-FC DESPUES DE LA ADMINISTRACION PULMONAR A MONOS CINOMOLGOS
SIN TRATAMIENTO PREVIO

P . Mono Dosis dep05|tada ABC Biodisponibilidad’ | Biodisponibilidad
roteina ° .
n aprox.' (ug/kg) ng-h/ml (F) promedio
C06181 20 pg/kg 3810 25,2%
Hibrido de C06214 20 pg/kg 3072 20,3%
monoémero-dimero 34,9%
de Epo-Fc CO7300 20 pg/kg 9525 63,0%
CO7332 20 pg/kg 4708 31,1%
DDO026 15 pg/kg 361 5,1%
DD062 15 pg/kg 1392 19,6%
Dimero de Epo-Fc | DD046 15 pg/kg 267 3,8% 10,0%
DD015 15 pg/kg 647 9,1%
DDO038 35 pg/kg 2062 12,4%
Basado en el 15% de fraccion de deposicion de dosis nebulizada como se ha determinado por escintigrafia
gamma 2 ABC media para hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc IV = 18,913 ng-h/ml (n=3 monos), dosificado a
25 pg/kg. ABC media para dimero de Epo-Fc IV = 70,967 ng-h/ml (n=6 monos), dosificado a 150 pg/kg

La farmacocinética de Epo-Fc con un ligante de 8 aminoacidos administrada a monos cinomolgos se presenta en la
Figura 11. La Figura compara el dimero de Epo-Fc con el hibrido de monédmero-dimero de Epo-Fc en monos
después de la administracion de una Unica dosis pulmonar. Basandose en una comparacién molar, se obtuvieron
niveles en suero significativamente grandes en monos tratados con el hibrido de monémero-dimero en comparacion
con el dimero.

Ejemplo 28: Administraciéon subcutanea de hibrido de monémero-dimero de EPO-Fc

Para comparar concentraciones en suero de agentes de eritropoyetina conoudos con hibridos de monémero-dimero
de EPO-Fc, tanto el hibrido de monomero-dimero de EPO-Fc como Aranesp® (darbepoyetina alfa), que no es una
proteina quimérica de fusién, se administraron subcutdneamente a diferentes monos y la concentracién en suero de
ambos se midié con el tiempo.

Se inyectaron subcutaneamente monos cinomolgos (n = 3 por grupo) con 0,025 mg/kg de hibrido de monémero-
dimero de Epo-Fc. Las muestras de sangre se recogieron antes de la dosis y en momento de hasta 144 horas
después de la dosis. Se prepar6 suero a partir de la sangre y se guardé congelado hasta el analisis por ELISA
(Human Epo Quantikine Immunoassay) (R & D Systems, Mineapolis, MN). Los parametros farmacocinéticos se
determinaron usando el software WinNonLina® (Pharsight, Mountainview, CA).

Los resultados indicaron que las concentraciones en suero de tanto el hibrido de monémero-dimero de EPO-Fc
como Aranesp (darbepoyetina alfa) fueron equivalentes con el tiempo, aun cuando la dosis molar administrada de
Aranesp® (darbepoyetina alfa) fuera ligeramente mayor (Tabla 6) (Figura 12).

TABLA 6
Via Dosis Dosis Crmax ABC Ta2 (h) % de
(ug/kg) | (nmol/kg) | (ng/ml) (ng-h-ml™) biodisponibilidad (F)
Hibrido de Subcutanea 25 0,3 133+ 34 10,745 + 265 57 £ 17
monoémero- 3,144
dimero de Epo-Fc
Aranesp” Subcutanea 20 0,54 83+11 5390+747 | 22+2 53+8

Ejemplo 29: Administracién intravenosa de hibrido de monémero-dimero de EPO-Fc

Para comparar concentraciones en suero de agentes de eritropoyetina conocidos con hibridos de monémero-dimero
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de EPO-Fc, el hibrido de monémero-dimero de EPO-Fc, Aranesp® (darbepoyetina alfa) y Epogen® (epoyetina alfa),
ninguno de los cuales es una proteina quimérica de fusién, se administraron intravenosamente a diferentes monos y
la concentracion en suero de ambas se midié con el tiempo.

Se inyectaron subcutaneamente monos cinomolgos (n = 3 por grupo) con 0,025 mg/kg de hibrido de monémero-
dimero de Epo-Fc. Las muestras de sangre se recogieron antes de la dosis y en momento de hasta 144 horas
después de la dosis. Se prepar6 suero a partir de la sangre y se guardé congelado hasta el analisis por ELISA
(Human Epo Quantikine Immunoassay) (R & D Systems, Mineapolis, MN). Los parametros farmacocinéticos se
determinaron usando el software WinNonLina® (Pharsight, Mountainview, CA).

Los resultados indicaron que la concentraciéon en suero frente al tiempo (ABC) de hibrido de monomero-dimero de
EPO-Fc fue superior a las concentraciones de tanto Epogen® (epoyetina alfa) como Aranesp® (darbepoyetina alfa),
aun cuando los monos recibieron dosis molares mayores de tanto Epogen (epoyetina alfa) como Aranesp
(darbepoyetina alfa) (Tabla 7) (Figura 13).

TABLA 7
Via Dosis Dosis Crax ABC T2 (h)
(ug/kg) | (nmol/kg) (ng/ml) (ng-h-ml™)
Hibrido de mondémero-dimero | Intravenosa 25 0,3 622 +110 | 18,913 + 3,022 23 +1
de Epo-Fc
Aranesp” Intravenosa 20 0,54 521+8 10,219 + 298 20 £ 1
Epogen Intravenosa 20 0,66 514 + 172 3936 + 636 6,3+0,6

Ejemplo 30: Purificacion alternativa de hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc

Todavia otra alternativa para purificar EPO-Fc se describe en la presente memoria. Una mezcla que contiene Fc,
hibrido de mondémero-dimero de Epo-Fc y dimero de Epo-Fc se aplicé a una columna de proteina A-Sepharose
(Amersham, Uppsala, Suecia). La mezcla se eluyé segun las instrucciones del fabricante. El eluato de proteina A-
Sepharose, que contiene la mezcla, se intercambié con tampon Tris-Cl 50 mM (pH 8,0). La mezcla de proteinas se
carg6 sobre una columna de 8 ml Mimetic Red 2 XL (ProMetic Life Sciences, Inc., Wayne, NJ) que se habia
equilibrado en Tris-Cl 50 mM (pH 8,0). La columna se lavé entonces con Tris-Cl 50 mM (pH 8,0); NaCl 50 mM. Esta
etapa elimind la mayoria del Fc. El hibrido de monémero-dimero de EpoFc se eluyd especificamente de la columna
con Tris-Cl 50 mM (pH 8,0); NaCl 400 mM. El dimero de Epo-Fc puede eluirse y la columna se regenerd con 5
volumenes de columna de NaOH 1 M. Las fracciones eluidas de la columna se analizaron por SDS-PAGE (Figura
14).

Ejemplo 31: Clonacidon de la construccion de secuencia seial de Igk - Fc para la preparacion de Fc sin
marcar solo.

La secuencia codificante para la region constante de IgG1 (EU n°® 221-447; region Fc) se obtuvo por amplificacion
por PCR de una biblioteca de ADNc de leucocitos (Clontech, CA) usando los siguientes cebadores:

El cebador directo afiade tres aminoacidos (AAV) y un sitio de clonacién Sall antes de empezar la region Fc, y
también incorpora un sitio de restriccion BspEl en los aminoacidos 231-233 y un sitio de restriccion Rsrll en los
aminoacidos 236-238 usando la degeneracion del cédigo genético para preservar la correcta secuencia de
aminoacidos (numeracion EU). El cebador inverso afiade un sitio de clonacion de EcoRI después del coddén de
terminacion del Fc. Se llevé a cabo una reaccion de PCR de 25 ul con 25 pmoles de cada cebador usando el
sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo convencional del
fabricante en un ciclador térmico MJ usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94 °C 30 segundos,
58 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos), 72 °C 10 minutos. La banda de tamafio esperado (~696 pb) se purificé en
gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA) y se cloné en pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI) para
producir un plasmido intermedio pSYN-Fc-001 (o GEM T-Easy/Fc).

La secuencia sefal de Igk de ratén se afadié a CDS de Fc usando los siguientes cebadores:
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Seq sefial de rc-lgk-F: 5-TTTAAGCTTGCCGCCACCATGGAGACAGACACACTCC
TGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACAAAACT CACACATGCCCACCG -3’ (SEQ ID
NO: 86)

Fc-noXma-GS-R: 5- GGTCAGCTCATCGCGGGATGGG -3’ (SEQ ID NO: 87)
Fc-noXma-GS-F: 5- CCCATCCCGCGATGAGCTGACC -3’ (SEQ ID NO: 88)

El cebador rc-secuencia sefial de Igk-F afiade un sitio de restriccion Hindlll al extremo 5' de la molécula, seguido de
una secuencia de Kozak (GCCGCCACC) (SEQ ID N°: 89), seguido de la secuencia sefial de la cadena ligera de Igk
de raton, directamente contigua al principio de la secuencia de Fc (EU n°® 221). Los cebadores Fc-noXma-GS-F y -R
eliminan el sitio Xmal interno de la secuencia de Fc codificante, usando la degeneracion del codigo genético para
preservar la correcta secuencia de aminoacidos. Se llevaron a cabo dos reacciones de PCR de 25 pl con 25 pmoles
de tanto rc-secuencia sefial de Igk-F como Fc-noXma-GS-R o Fc-noXma-GS-F y rcFc-R usando el sistema Expand
High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador
térmico MJ. La primera reaccion se llevé a cabo con 500 ng de biblioteca de ADNc de leucocitos (BD Biosciences
Clontech, Palo Alto, CA) como molde usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de (94 °C 30
segundos, 55 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos), 72 °C 10 minutos. La segunda reaccion se llevo a cabo con 500
ng de pSYN-Fc-001 como molde (anteriormente) usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 16 ciclos de (94 °C
30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 45 segundos), 72 °C 10 minutos. Las bandas de tamario esperado (-495 y
299 pb, respectivamente) se purificaron en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA), luego se
combinaron en una reaccion de PCR con 25 pmoles de cebadores de secuencia sefial de rc-Igk-F y rcFc-R y se
ejecutaron como antes, hibridando a 58 °C y continuando durante 16 ciclos. La banda de tamafio esperado (~772
pb) se purificd en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA) y se cloné en pGEM T-Easy (Promega,
Madison, WI) para producir un plasmido intermedio pSYN-Fc-007 (pGEM T-Easy/sec sefial de Igk-Fc). El casete de
la secuencia sefial de Igk-Fc entero se subcloné entonces usando los sitios Hindlll y EcoRI en tanto el vector de
expresion de mamifero pEE6.4 (Lonza, Slough, RU) como pcDNAS3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA), dependiendo del
sistema que fuera a usarse, para generar pSYN-Fc-009 (pEE6.4/sec sefial de Igk-Fc) y pSYN-Fc-015 (pcDNA3/sec
sefial de Igk-Fc).

Ejemplo 32: Clonacién de la construccidon de secuencia seiial de Igk - Fc N297A para la preparacion de Fc
N297A sin marcar solo

Con el fin de mutar Asn 297 (numeracion EU) de Fc a un residuo de Ala se usaron los siguientes cebadores:
N297A-F 5'- GAGCAGTACGCTAGCACGTACCG -3' (SEQ ID N°: 90)
N297A-R 5'- GGTACGTGCTAGCGTACTGCTCC -3' (SEQ ID N°: 91)

Se llevaron a cabo dos reacciones de PCR con 25 pmoles de tanto la rc-secuencia sefial de Igk-F y N297A-R o
N297A-F y rcFc-R usando el sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el
protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ. Ambas reacciones se llevaron a cabo usando 500
ng de pSYN-Fc-007 como molde usando los siguientes ciclos: 94 °C 2 minutos; 16 ciclos de (94 °C 30 segundos, 48
°C 30 segundos, 72 °C 45 segundos), 72 °C 10 minutos. Las bandas de tamafio esperado (~319 y 475 pb,
respectivamente) se purificaron en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA), luego se combinaron
en una reaccion de PCR con 25 pmoles de cebadores de rc-secuencia sefal de Igk-F y rcFc-R y se ejecutaron como
antes, hibridando a 58 °C y continuando durante 16 ciclos. La banda de tamafio esperado (~772 pb) se purificé en
gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA) y se cloné en pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI) para
producir un plasmido intermedio pSYN-Fc-008 (pGEM T-Easy/sec sefial de Igk-Fc N297A). El casete de la
secuencia sefal de Igk-Fc entero solo se subclond entonces usando los sitios Hindlll y EcoRI en tanto el vector de
expresion de mamifero pEE6.4 (Lonza, Slough, RU) como pcDNAS3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA), dependiendo del
sistema que fuera a usarse, para generar pSYN-Fc-010 (pEE6.4/sec sefial de Igk-Fc N297A) y pSYN-Fc-016
(pcDNAZ3/sec sefial de Igk-Fc N297A).

Estos mismos cebadores de N297A también se usaron con cebadores de rcFc-F y rcFc-R y pSYN-Fc-001 como
molde en una reaccion de PCR seguido de subclonacion como se indica anteriormente para generar pSYN-Fc-002
(pGEM T Easy/Fc N297A).

Ejemplo 33: Clonacién de Epo-Fc y Fc en un Unico plasmido para vectores de doble gen para la preparacion
de hibridos de monémero-dimero no mutante de Epo-Fc o N297A, y expresion

Una alternativa a transfectar las construcciones de Epo-Fc y Fc en plasmidos separados es clonarlas en un Unico
plasmido, también llamado un vector de doble gen, tal como el usado en el sistema de Lonza Biologics (Slough, RU).
El fragmento Rsrll/EcoRI de pSYN-Fc-002 se subclond en los sitios correspondientes en pEE12.4 (Lonza Biologics,
Slough, RU) segun procedimientos convencionales para generar pSYN-Fc-006 (fragmento pEE12.4/Fc N297A). El
plasmido pSYN-EPO-004 se usé como molde para una reaccion de PCR usando el cebador de Epo-F del Ejemplo
25 y el siguiente cebador:
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Se llevé a cabo una reaccion de PCR usando el sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
IN) segun el protocolo convencional del fabricante en un ciclador térmico MJ como se indica anteriormente, durante
16 ciclos con 55 °C de temperatura de hibridacion. La banda de tamafio esperado (~689 pb) se purificé en gel con
un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA) y se cloné en pSYN-Fc-006 usando los sitios de restricciéon
Hindlll/Rsrll, para generar pSYN-EPO-005 (pEE12.4/Epo-Fc N297A). El gen de doble vector para el hibrido de
monomero-dimero de Epo-Fc N297A se construyé entonces clonando el fragmento NotIBamHI de pSYN-Fc-010 en
los sitios correspondientes en pSYN-EPO-005 para generar pSYN-EPO-008 (pEE12.4-6.4/Epo-Fc N297A/Fc
N297A).

La construccion no mutante también se hizo subclonando la secuencia de Fc no mutante de pSYN-Fc-001 en pSYN-
EPO-005 usando los sitios Rsrll y EcoRI, para generar pSYN-EPO-006 (pEE12.4/Epo-Fc). El gen de doble vector
para el hibrido de monémero-dimero de Epo-Fc se construy6 entonces clonando el fragmento Notl/BamHI de pSYN-
Fc-009 en los sitios correspondientes en pSYN-EPO-006 para generar pSYN-EPO-007 (pEE1,2.4-6.4/Epo-Fc /Fc).

Cada plasmido se transfect6 en células CHOK1SV y clones positivos se identificaron y adaptaron a suspension libre
de suero, como se indica en The Lonza Biologics Manual for Standard Operating procedures (Lonza Biologics,
Slough, RU), y se purificé como se indica para las otras construcciones de monémero-dimero.

Ejemplo 34: Clonacién de IFNB-Fc humano, IFNB-Fc N297A con ligantes de ocho aminoéacidos y
construcciones de Igk-Fc-6His

Se usaron 10 ng de una biblioteca de ADN genémico humano de Clontech (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA)
como molde para aislar IFNJ humano con su secuencia sefial nativa usando los siguientes cebadores:

El cebador inverso también se usd para crear una secuencia de ligante de ocho aminoacidos (EFAGAAAV) (SEQ ID
N°: 94) en el extremo 3' de la secuencia de IFNB humano. La reaccion de PCR se llevé a cabo usando el sistema
Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo convencional del fabricante en un
ciclador térmico Rapid Cycler (Idaho Technology, Salt Lake City, UT). Un producto de PCR del tamafio correcto
(~607 pb) se purificod en gel usando un kit de extraccion en gel (Qiagen; Valencia, CA), se clond en el vector de
clonacion TA (Promega, Madison, WI) y se secuenci6. Esta construccion se llamé pSYN-IFNB-002. pSYN-IFNB-002
se digirié con Sbfl y Sall y se cloné en pSP72 (Promega) en los sitios Pstl y Sall dando pSYN-IFNB-005.

pSYN-Fc-001 purificado (0,6 pg) se digirié con Sall y EcoRI y se clond en los sitios correspondientes de pSYN-IFNB-
005 para crear el plasmido pSYN-IFNB-006 que contiene IFNB humano ligado a Fc humano mediante una secuencia
de ligante de ocho aminoacidos. pSYN-IFNB-006 se digirié entonces con Sbfl y EcoRI y la secuencia de IFNB-Fc de
longitud completa se cloné en los sitios Pstl y EcoRI de pEDdC.sefial para crear el plasmido pSYN-IFNB-008.

pSYN-Fc-002 que contenia el ADN de Fc humano con un Unico cambio de aminoacido de asparagina a alanina en la
posicion 297 (N297A; numeracion EU) se digirio con BspEl y Xmal para aislar un fragmento de ADN de ~365 pb que
contenia la mutacion N297A. Este fragmento de ADN se clond en los sitios correspondientes en pSYN-IFNB-008
para crear el plasmido pSYN-IFNB-009 que contenia la secuencia de IFNB-Fc con un ligante de ocho aminoacidos y
una mutacion N297A en Fc en el vector de expresion, pED.dC.

Clonacién de la secuencia sefal de Igk-Fc N297A - 6His. Se usaron los siguientes cebadores para afiadir una marca
de 6xHis al extremo C de la secuencia codificante de Fc N297A:

Fc GS-F: 5'- GGCAAGCTTGCCGCCACCATGGAGACAGACACACTCC -3' (SEQ ID N°: 95)
Fc.6His-R: 5'- TCAGTGGTGATGGTGATGATGTTTACCCGGAGACAGGGAG -3' (SEQ ID N°: 96)
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Sp6+T-R: 5- GCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGC -3' (SEQ ID N°: 98)

Se llevaron a cabo dos reacciones de PCR con 50 pmoles de tanto Fc GS-F y Fc.6His-R como Fc.6His-F y Sp6+T-R
usando el sistema Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) segun el protocolo convencional del
fabricante en un ciclador térmico MJ. Ambas reacciones se llevaron a cabo usando 500 ng de pSYN-Fc-008 como
molde en una reaccion de 50 yl usando condiciones de ciclado convencionales. Las bandas de tamafio esperado
(~780 y 138 pb, respectivamente) se purificaron en gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA), luego
se combinaron en una reaccion de PCR de 50 pl con 50 pmoles de cebadores Fc GS-F y Sp6+T-R y se ejecutaron
como antes, usando condiciones de ciclos convencionales. La banda de tamario esperado (~891 pb) se purificéd en
gel con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia CA) y se cloné en pcDNAG V5-His B usando los sitios Hindlll y
EcoRI para generar pSYN-Fc-014 (pcDNAG6/sec sefal de Igk-Fc N297A-6 His).

Ejemplo 35: Expresién y purificacion del homodimero IFNB-Fc, IFNB-Fc N297A e hibrido de monémero-
dimero de IFNB-Fc N297A

Se sembraron células CHO DG44 en placas de cultivo de tejido de 100 mm y se cultivaron a una confluencia del
50%-60%. Se uso un total de 10 ug de ADN para transfectar una Unica placa de 100 mm. Para la transfeccion del
homodimero se usaron 10 pg de la construccion de pSYN-FNB-008 o pSYN-IFNB-009; para la transfeccion del
hibrido de monémero-dimero se usaron 8 ug de construccion de pSYN-IFNB-009 + 2 uyg de pSYN-Fc-014. Las
células se transfectaron usando reactivos de transfeccién Superfect (Qiagen, Valencia, CA) segun las instrucciones
del fabricante. 48 a 72 horas después de la transfeccion, el medio de crecimiento se elimind y las células se
liberaron de las placas con 0,25% de tripsina y se transfirieron a matraces de cultivo de tejido T75 en medio de
seleccion (MEM Alfa sin nucleésidos mas 5% de suero bovino fetal dializado). El medio de seleccion para la
transfeccion del hibrido de monémero-dimero se complementd con 5 pg/ml de blasticidina (Invitrogen, Carlsbad,
CA). La seleccion continué durante 10-14 dias hasta que las células empezaron a cultivarse bien y se establecieron
lineas celulares estables. La expresion de proteina se amplificd posteriormente mediante la adicién de metrotrexato:
que oscila de 10 a 50 nM.

Para todas las lineas celulares, aproximadamente 2 x 10" células se usaron para inocular 300 ml de medio de
crecimiento en una botella rotatoria de 1700 cm? (Corning, Coming, NY). Las botellas rotatorias se incubaron en una
estufa de incubacion con 5% de CO; a 37 °C durante aproximadamente 72 horas. El medio de crecimiento se
intercambié entonces con 300 ml de medio de produccion libre de suero (DMEM/F12 con 5 pg/ml de insulina
humana). El medio de produccion (medio acondicionado) se recogié cada dia durante 10 dias y se guardd a 4 °C. Se
afadié medio de produccion fresco a las botellas rotatorias después de cada recogida y las botellas se devolvieron a
la estufa de incubacion. Antes de la cromatografia, el medio se clarificé usando un filtro SuporCap-100 (0,8/0,2 pm)
de Pall Gelman Sciences (Ann Arbor, MI). Todas las siguientes etapas se realizaron a 4 °C. El medio clarificado se
aplicé a proteina A-Sepharose, se lavo con 5 volimenes de columna de 1X PBS (fosfato 10 mM, pH 7,4, KCI 2,7 mM
y NaCl 137 mM), se eluy6 con glicina 0,1 M, pH 2,7, y luego se neutralizé con 1/10 volumen de Tris-HCI 1 M a pH
8,0, NaCl 5 M. Las proteinas homodimeras se purificaron adicionalmente sobre una columna de exclusiéon Superdex
200 Prep Grade, se ejecutaron y se eluyeron en fosfato de sodio 50 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM, 10% de glicerol.

La proteina de hibrido de monémero-dimero se someti®6 a mas purificacion ya que contuvo una mezcla de
homodimero de IFNB-Fc N297A:IFNB-Fc N297A, hibrido de mondmero-dimero de IFNB-Fc N297A: Fc N297A His y
homodimero de Fc N297A His: Fc N297A His. El material se aplicd a una columna quelante de niquel en fosfato de
sodio 50 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM. Después de la carga, la columna se lavé con imidazol 50 mM en fosfato de
sodio 50 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM y la proteina se eluyd con un gradiente de imidazol 50 - 500 mM en fosfato de
sodio 50 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM. Las fracciones correspondientes a los picos de elucién en un detector de UV
se recogieron y se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones del primer pico contuvieron hibrido de monémero-
dimero de IFNB-Fc N297A: Fc N297A His, mientras que el segundo pico contuvo homodimero de Fc N297A His: Fc
N297A His. Todas las fracciones que contienen el hibrido de monémero-dimero, pero no el homodimero de Fc, se
reunieron y se aplicaron directamente a una columna de exclusidon Superdex 200 Prep Grade, se ejecutaron y se
eluyeron en fosfato de sodio 50 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM, 10% de glicerol. Las fracciones que contienen hibridos
de monémero-dimero de IFNB-Fc N297A:Fc N297A His se reunieron y se guardaron a -80 °C.

Ejemplo 36: Ensayo antiviral para actividad de IFNg

La actividad antiviral (Ul/ml) de proteinas de fusion de IFNB se determind usando un ensayo de CPE (efecto
citopatico). Se sembraron células A549 en una placa de cultivo de tejido de 96 pocillos en medio de crecimiento
(RPMI 1640 complementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y L-glutamina 2 mM) durante 2 horas a 37 °C, 5%
de CO,. Los patrones de IFNB y las proteinas de fusion de IFNB se diluyeron en medio de crecimiento y se
afiadieron a células por triplicado durante 20 horas a 37 °C, 5% de CO,. Tras la incubacién, todos los medios se
eliminaron de los pocillos, el virus de la encefalomiocarditis (EMCV) se diluyé en medio de crecimiento y se ahadioé
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(3000 ufp/pocillo) a cada pocillo con la excepcion de los pocillos de control. Las placas se incubaron a 37 °C, 5% de
CO; durante 28 horas. Las células vivas se fijaron con 10% de acido tricloroacético (TCA) frio y luego se tifieron con
sulforrodamina B (SRB) segun protocolos publicados (Rubinstein y col. 1990, J. Natl. Cancer Inst. 82, 1113). El
colorante SRB se solubilizé con Tris 10 mM a pH 10,5 y se leyd en un espectrofotometro a 490 nm. Las muestras se
analizaron comparando actividades con una curva patrén conocida que oscila de 10 a 0,199 Ul/ml. Los resultados se
presentan a continuacion en la Tabla 8 y demuestran elevada actividad antiviral de hibridos de monémero-dimero.

TABLA 8: ENSAYO ANTIVIRAL DE INTERFERON BETA

HOMODIMERO FRENTE A HiBRIDO DE MONOMERO-DIMERO

Proteina Actividad Desv est
antiviral (Ul/nmol)

Homodimero del ligante de 8 aa de IFNB-Fc 4,5 x10° 0,72 x 10°
Homodimero del ligante de 8 aa de IFNB-Fc N297A 3,21 x 10° 0,48 x 10°
Hibrido de monémero-dimero del ligante de 8 aa de IFNB-Fc N297A: Fc-His 12,2 x 10° 2x10°

Ejemplo 37: Administracién de homodimero e hibrido de monémero-dimero de IFNB-Fc con un ligante de
ocho aminoacidos a monos cinomolgos

Para administracion pulmonar, aerosoles de tanto proteinas de homodimero de IFNB-Fc como de hibrido de
monomero-dimero de IFNB-Fc N297A (ambas con el ligante de 8 aminoacidos) en PBS, pH 7,4, 0,25% de HSA, se
crearon con el nebulizador Aeroneb Pro™ (AeroGen, Mountain View, CA), en linea con un respirador Bird Mark 7A,
y se administraron a monos cinomolgos sin tratamiento previo anestesiados mediante tubos endotraqueales (que se
aproximan a la respiracion tidal normal). Se tomaron muestras de sangre en diversos momentos de tiempo, y la
cantidad de proteina que contiene IFNB en el suero resultante se cuantific6 usando un inmunoensayo de IFNpB
humano (Biosource International, Camarillo, CA). Se calcularon los parametros farmacocinéticos usando el software
WinNonLin. La Tabla 9 presenta los resultados de monos cinomolgos tratados con el hibrido de monémero-dimero
de IFNB-Fc N297A u homodimero de IFNB-Fc.

TABLA 9: ADMINISTRACION DE HIBRIDO DE MONOMERO-DIMERO DE IFNBFC N297A Y HOMODIMERO DE
IFNBFC A MONOS

. Mono . Dosis depositada Crnax ABC ti2 t12 prom

Proteina n° Via aprox.' (ug/kg) (ng/ml) (h*ng/ml) (h) (h)

CO7308 | pulm 20 23,3 987,9 27,6
Hibrido de monémero-
dimero de IFNB-Fc CO7336 | pulm 20 22,4 970,6 25,6 27,1
N297A

CO7312 | pulm 20 21,2 1002,7 28,0
CO7326 | pulm 20 2,6 94,6 11,1

Homodimero de IFNB-Fc 1,4
CO7338 | pulm 20 5,0 150,6 11,7

" Basado en el 15% de fraccidn de deposicién de dosis nebulizada como se ha determinado por escintigrafia gamma

La farmacocinética de IFNB-Fc con un ligante de 8 aminoacidos administrada a monos cinomolgos se presenta en la
Figura 15. La figura compara el homodimero de IFNB-Fc con el hibrido de monémero-dimero de IFNB-Fc N297A en
monos después de la administracion de una unica dosis pulmonar. Se obtuvieron niveles en suero significativamente
mayores en monos tratados con el hibrido de monémero-dimero en comparacién con el homodimero.

También se analizaron muestras de suero para niveles de neopterina (un biomarcador de actividad de IFNB) usando
un inmunoensayo de neopterina (MP Biomedicals, Orangeburg, NY). Los resultados para este analisis se muestran
en la Figura 16. La figura compara la estimulacion de neopterina en respuesta al homodimero de IFNB-Fc y el
hibrido de monémero-dimero de IFNB-Fc N297A. Puede observarse que se detectaron niveles de neopterina
significativamente mayores en monos tratados con hibrido de monédmero-dimero de IFNB-Fc N297A con respecto al
homodimero de IFNB-Fc.

Todos los nimeros que expresan cantidades de componentes, condiciones de reaccion, etc., usados en la memoria

descriptiva y reivindicaciones deben entenderse como que estan modificados en todos los casos por el término
“aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en
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la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo de las
propiedades deseadas que buscan obtenerse por la presente invencion. Como minimo, y no como un intento por
limitar la aplicacién de la doctrina de equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada parametro numérico debe
interpretarse en vista del nimero de digitos significativos y aproximacion de redondeo normales.

Las realizaciones especificas en la presente memoria se describen ofrecidas a modo de ejemplo solo y no pretenden
ser limitantes de ningin modo.

Ejemplos preferidos de la presente descripcion se describen a continuacion y se refieren como casos E1-E194.

E1. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde dicha primera
cadena comprende una molécula bioldgicamente activa, y al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina 'y

en donde dicha segunda cadena comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y una
molécula biolégicamente activa o region variable de inmunoglobulina.

E2. La proteina quimérica de E1, en donde dicha segunda cadena ademas comprende una marca de afinidad.
E3. La proteina quimérica de E2, en donde la marca de afinidad es una marca FLAG.

E4. La proteina quimérica de E1, en donde la parte de una inmunoglobulina es un fragmento de Fc.

E5. La proteina quimérica de E4, en donde la parte de una inmunoglobulina es un componente de unién de FcRn.

E6. La proteina quimérica de E5, en donde el componente de unién de FcRn es un péptico mimético de un
fragmento Fc de una inmunoglobulina.

E7. La proteina quimérica de E1 o 5, en donde la inmunoglobulina es IgG.

E8. La proteina quimérica de E1 o 5, en donde la molécula biolégicamente activa es un polipéptido.

E9. La proteina quimérica de E7, en donde la IgG es una IgG1 o una IgG2.

E10. La proteina quimérica de E1 o 5, en donde la molécula biolégicamente activa es un inhibidor de la fusion viral.
E11. La proteina quimérica de E10, en donde el inhibidor de la fusién viral es un inhibidor de la fusién HIV.

E12. La proteina quimérica de E11, en donde el inhibidor de la fusién HIV es T20 (SEQ ID NO:1), T21 (SEQ ID
NO:2), 0 T1249 (SEQ ID NO:3).

E13. La proteina quimérica de E1 o 5, en donde la molécula biolégicamente activa es un factor de coagulacion.
E14. La proteina quimérica de E13, en donde el factor de coagulacion es Factor VIl o Vlla.

E15. La proteina quimérica de E13, en donde el factor de coagulacion es Factor IX.

E16. La proteina quimérica de E1 o 5, en donde la molécula biolégicamente activa es una molécula pequefa.
E17. La proteina quimérica de E16, en donde la molécula biolégicamente activa es leuprolida.

E18. La proteina quimérica de E1 o0 5, en donde la molécula biolégicamente activa es interferon.

E19. La proteina quimérica de E18, en donde el interferén es interferdn a y tiene un ligante de 15-25 aminoacidos.
E20. La proteina quimérica de E19, en donde el interferén a tiene un ligante de 15-20 aminoacidos.

E21. La proteina quimérica de E1 o 5, en donde la molécula biolégicamente activa es un acido nucleico.

E22. La proteina quimérica de E21, en donde el acido nucleico es ADN o ARN.

E23. La proteina quimérica de E21, en donde el acido nucleico es una molécula antisentido.

E24. La proteina quimérica de E21, en donde el acido nucleico es una ribozima.

E25. La proteina quimérica de E1 o 5, en donde la molécula biolégicamente activa es un factor de crecimiento.
E26. La proteina quimérica de E25, en donde el factor de crecimiento es eritropoyetina.

E27. La proteina quimérica de E16, en donde molécula pequefia es un antagonista VLA4

E28. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde dicha
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primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa, y al menos una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina 'y

en donde dicha segunda cadena consiste en al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina y
opcionalmente una marca de afinidad.

E29. La proteina quimérica de E28, en donde la marca de afinidad es una marca FLAG.

E30. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde dicha
primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa, y al menos una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina y

en donde dicha segunda cadena consiste esencialmente en al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina y opcionalmente una marca de afinidad.

E31. La proteina quimérica de E30, en donde la marca de afinidad es una marca FLAG.
E32. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadenas de polipéptidos.

a) en donde dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa, al menos una parte de una
region constante de inmunoglobulina y un primer dominio que tiene al menos un componente de unién especifica, y

b) en donde dicha segunda cadena comprende al menos una parte de una inmunoglobulina sin una molécula
bioldgicamente activa o region variable de inmunoglobulina y que ademas comprende un segundo dominio que es
un componente de unioén especifica de dicho primer dominio.

E33. La proteina quimérica de E32, en donde dicha segunda cadena ademas comprende una marca de afinidad.
E34. La proteina quimérica de E33, en donde la marca de afinidad es una marca FLAG.

E35. La proteina quimérica de E32, en donde la parte de una inmunoglobulina es un Fragmento de Fc.

E36. La proteina quimérica de E32 o 35, en donde la inmunoglobulina es IgG.

E37. La proteina quimérica de E35, en donde la parte de una inmunoglobulina es un componente de unién de FcRn.

E38. La proteina quimérica de E37, en donde el componente de uniéon de FcRn es un péptido mimético de un
fragmento de Fc de una inmunoglobulina.

E39. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde el primer dominio se une con el segundo dominio no
covalentemente.

E40. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde el primer dominio es una mitad de una cremallera de leucina
superenrollada y dicho segundo dominio es el componente de unién complementario de dicha cremallera de leucina
superenrollada.

E41. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde la molécula bioldgicamente activa es un péptido.

E42. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde la molécula bioldgicamente activa es interferon.

E43. La proteina quimérica de E42, en donde el interferén es interferdn a y tiene un ligante de 15-25 aminoacidos.
E44. La proteina quimérica de E43, en donde el interferén a tiene un ligante de 15-20 aminoacidos.

E45. La proteina quimérica de E41, en donde la molécula biolégicamente activa es feuprolida.

E46. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde la molécula bioldgicamente activa es un inhibidor de fusion viral.
E47. La proteina quimérica de E46, en donde el inhibidor de fusién viral es un inhibidor de fusién HIV.

E48. La proteina quimérica de E47, en donde el inhibidor de fusién HIV es T20 (SEQ ID NO:1), o T21 (SEQ ID
NO:2), 0 T1249 (SEQ ID NO:3).

E49. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde la molécula biolégicamente activa es un factor de coagulacion.
E50. La proteina quimérica de E49, en donde el factor de coagulacion es Factor VIl o Factor Vlla.
E51. La proteina quimérica de E49, en donde el factor de coagulacion es Factor IX.

E52. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde la molécula bioldgicamente activa es una molécula pequefia.
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E53. La proteina quimérica de E52, en donde the molécula pequeiia es un antagonista de VLA4.

E54. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde la molécula biolégicamente activa comprende un acido nucleico.
E55. La proteina quimérica de E54, en donde el acido nucleico es ADN o ARN.

E56. La proteina quimérica de E54, en donde el acido nucleico es un acido nucleico antisentido.

E57. La proteina quimérica de E54, en donde el acido nucleico es una ribozima.

E58. La proteina quimérica de E32 o 37, en donde la molécula biolégicamente activa es un factor de crecimiento u
hormona.

E59. La proteina quimérica de E58, en donde el factor de crecimiento es eritropoyetina.

E60. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina quimérica de E1, 5, 32, o 37 y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

E61. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadenas de polipéptidos.

a) en donde dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa, al menos una parte de una
region constante de inmunoglobulina y un primer dominio que tiene al menos un componente de unién especifica, y

b) en donde dicha segunda cadena consiste en al menos una parte de una inmunoglobulina, un segundo dominio
que es un componente de unidn especifica de dicho primer dominio y opcionalmente una marca de afinidad.

E62. La proteina quimérica de E61, en donde la marca de afinidad es una marca FLAG.
E63. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadenas de polipéptidos.

a) en donde dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa, al menos una parte de una
region constante de inmunoglobulina y un primer dominio que tiene al menos un componente de unién especifica, y

b) en donde dicha segunda cadena consiste esencialmente en al menos una parte de una inmunoglobulina, y un
segundo dominio que es un componente de unién especifica de dicho primer dominio y opcionalmente una marca de
afinidad

E64. La proteina quimérica de E63, en donde la marca de afinidad es una marca FLAG.
E65. Un método de obtencion de una proteina quimérica biolégicamente activa que comprende:

a) transfectar una primera célula con un primer constructo de ADN que comprende una molécula de ADN que
codifica un polipéptido que comprende una molécula biolégicamente activa unida de forma operativa a una segunda
molécula de ADN que codifica al menos una segunda parte de una region constante de inmunoglobulina.

b) transfectar una segunda célula con un segundo constructo de ADN que comprende una molécula de ADN que
codifica un polipéptido que comprende al menos una parte de una region constante de inmunoglobulina sin una
molécula biolégicamente activa o region variable de una inmunoglobulina);

c) cultivar la célula de a) y b) en condiciones tales que el polipéptido codificado por dicho primer constructo de ADN y
dicho segundo constructo de ADN se expresa; y

d) aislar los dimeros de a) y b) de dicha célula transfectada.

E66. El método de E65, en donde dicha porcion de una regién constante de inmunoglobulina es un componente de
unién de FcRn.

E67. El método de E65 o 66, en donde la molécula biolégicamente activa es un polipéptido.

E68. El método de E65 o 66, en donde la molécula biolégicamente activa es interferén.

E69. El método de E68, en donde el interferdn es interferdn a y tiene un ligante of 15-25 aminoacidos.
E70. El método de E69, en donde el interferon a tiene un ligante of 15-20 aminoacidos.

E71. El método de E65 o 66, en donde la molécula biolégicamente activa es un péptido.

E72. El método de E65 o 66, en donde la molécula biolégicamente activa es un inhibidor de fusion viral.

E73. El método de E72, en donde el inhibidor de fusioén viral es un inhibidor de fusion viral HIV.
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E74. El método de E73, en donde el inhibidor de fusién viral HIV es T20 (SEQ ID NO:1), T21 (SEQ ID NO:2), T1249
(SEQ ID NO:3).

E75. El método de E65 o 66, en donde la molécula biolégicamente activa comprende un factor de coagulacion.
E76. El método de E75, en donde el factor de coagulacion es Factor VII o Factor Vlla.

E77. El método de E75, en donde el factor de coagulacion es un Factor IX.

E78. El método de E65 o 66 en donde la molécula biolégicamente activa es una molécula pequefia.

E79. El método de E65 o 66, en donde la molécula biolégicamente activa comprende un acido nucleico.

E80. El método de E79, en donde el acido nucleico es ADN o ARN.

E81. El método de E79, en donde el acido nucleico es una molécula antisentido.

E82. El método de E79, en donde el acido nucleico es una ribozima.

E83. El método de E65 o 66, en donde la molécula biolégicamente activa comprende un factor de crecimiento u
hormona.

E84. El método de E83, en donde el factor de crecimiento es eritropoyetina.

E85. El método de E65 o 66, en donde los dimeros se aislan mediante cromatografia.
E86. El método de E65 o 66, en donde la célula es una célula eucariota.

E87. El método de E86, en donde la célula eucariota es una célula CHO.

E88. El método de E65 o0 66, en donde la célula es una célula procariota.

E89. El método de E88, en donde la célula procariota es E. coli.

E90. Un método de tratar un sujeto con una enfermedad o afeccion que comprende administrar una proteina
quimérica al sujeto, de forma tal que dicha enfermedad o afeccidon se trata, en donde dicha proteina quimérica
comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos,

a) dicha primera cadena que comprende un componente de unién de FcRn, and a molécula biolégicamente activa
and

b) dicha segunda cadena que comprende un componente de uniéon de FcRn sin una molécula biolégicamente activa
0 una region variable de una inmunoglobulina.

E91. El método de E90, en donde dicha proteina quimérica se administra por via intravenosa, subcutanea, oral
bucal, sublingual, nasal, parenteral, rectal, vagina, o por ruta pulmonar.

E92. El método de E90, en donde dicha enfermedad o afeccién es una infeccion virica.

E93. El método de E90, en donde la molécula biolégicamente activa es interferon.

E94. El método de E93, en donde el interferdn es interferdn a y tiene un ligante of 15-25 aminoacidos.
E95. El método de E94, en donde el interferén a tiene un ligante de 15-20 aminoacidos.

E96. El método de E90, en donde dicha enfermedad o afeccién es HIV.

E97. El método de E9Q0, en donde dicha molécula biolégicamente activa es un inhibidor de fusion viral.
E98. El método de E97, en donde dicho inhibidor de fusion viral es T20, T21, o T1249.

E99. El método de E90, en donde dicha enfermedad o afeccién es un trastorno hemostatico.

E100. El método de E90, en donde dicha enfermedad o afeccion es hemofilia A.

E101. El método de E90, en donde dicha enfermedad o afeccion es hemofilia B.

E102. El método de E90, en donde dicha molécula biolégicamente activa es Factor VIl o Factor Vlla.
E103. El método de E90, en donde dicha molécula biolégicamente activa es Factor IX.

E104. El método de E90, en donde dicha enfermedad o afeccion es anemia.
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E105. El método de E90, en donde dicha molécula biolégicamente activa es eritropoyetina.
E106. Una proteina quimérica de la férmula
X-La-F:F o F:F-La-X

en donde X es una molécula biolégicamente activa, L es un ligante, F es al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina y a es cualquier numero entero o cero.

E107. La proteina quimérica de E106, en donde F es un componente de unién de FcRn.

E108. La proteina quimérica de E106, en donde el FcRn es un péptido mimético de un fragmento de Fc de una
inmunoglobulina.

E109. La proteina quimérica de E106 o 107, en donde cada F esta quimicamente asociado con el otro F.
E110. El método de E109, en donde la asociacién quimica es una interaccién no covalente.

E111. El método de E109, en donde el enlace quimico es un enlace covalente.

E112. El método de E109, en donde el enlace quimico es un enlace disulfuro.

E113. La proteina quimérica de E106, o 107, en donde F esta unido a F mediante un enlace que no es un enlace
disulfuro.

E114. La proteina quimérica de E106, en donde F es una regidon constante de inmunoglobulina IgG.
E115. La proteina quimérica de E106, en donde F es una IgG1.

E116. La proteina quimérica de E106, en donde F es un Fragmento de Fc.

E117. La proteina quimérica de E106, en donde X es un polipéptido

E118. La proteina quimérica de E106, en donde X es leuprolida.

E119. La proteina quimérica de E106, en donde X es una molécula pequefia.

E120. La proteina quimérica de E119, en donde la molécula pequefia es un antagonista de VLA4.
E121. La proteina quimérica de E106, en donde X es un inhibidor de fusion viral.

E122. La proteina quimérica de E121, en donde el inhibidor de fusion viral es un inhibidor de fusién HIV.

E123. La proteina quimérica de E122, en donde el inhibidor de fusion HIV es T20 (SEQ ID NO:1), o T21 (SEQ ID
NO:2), 0 T1249 (SEQ ID NO:3).

E124. La proteina quimérica de E106 o 107, en donde X es un factor de coagulacion.

E125. La proteina quimérica de E124, en donde el factor de coagulacion es Factor VIl o Vlla.
E126. La proteina quimérica de E124, en donde el factor de coagulacion es Factor IX.

E127. La proteina quimérica de E106 o 107, en donde X es un acido nucleico.

E128. La proteina quimérica de E127, en donde el acido nucleico es una molécula de ADN o ARN.
E129. La proteina quimérica de E106 o 107, en donde X es un factor de crecimiento.

E130. La proteina quimérica de E129, en donde el factor de crecimiento es eritropoyetina.

E131. Un método de tratamiento de una enfermedad o afeccién en un sujeto que comprende administrar la proteina
quimérica de E1, 5, 32, 37, 106, a 107 a dicho sujeto.

E132. El método de E131, en donde la enfermedad o afeccién es una infeccion virica.

E133. El método de E131, en donde la molécula bioldgicamente activa es interferén.

E134. El método de E133, en donde el interferén es interferon a y tiene un ligante of 15-25 aminoacidos.
E135. El método de E134, en donde el interferén a tiene un ligante of 15-20 aminoacidos.

E136. El método de E132, en donde la infeccion virica es HIV.
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E137. El método de E131, en donde la enfermedad o afeccion es un trastorno hemorragico.
E138. El método de E137, en donde el trastorno hemorragico es hemofilia A.

E139. El método de E137, en donde el trastorno hemorragico es hemofilia B.

E140. El método de E131, en donde la enfermedad o afeccion es anemia.

E141. El método de E131, en donde la proteina quimérica se administra por via intravenosa, intramuscular,
subcutanea, oral, bucal, sublingual, nasal, rectal, vaginal, por via de un aerosol, o ruta pulmonar.

E142. El método de E141, en donde la proteina quimérica se administra via una ruta pulmonar.
E143. El método de E141, en donde la proteina quimérica se administra oralmente.

E144. El método de E131, en donde la inmunoglobulina es igG.

E145. El método de E131, en donde la parte de una inmunoglobulina es un fragmento de Fc.

E146. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos unidas entre si, en
donde dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena comprende al menos una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina sin la molécula biolégicamente activa de la primera cadena y en donde dicha segunda cadena no
esta unida covalentemente a ninguna molécula que tenga un peso molecular mayor que 2 kD.

E147. La proteina quimérica de E146, en donde la parte de una regidon constante de inmunoglobulina es un
componente de unién de FcRn.

E148. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos unidas entre si, en
donde dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena comprende al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina unida no covalentemente a cualquier otra molécula excepto la parte de una inmunoglobulina de
dicha primera cadena de polipéptidos.

E149. La proteina quimérica de E148, en donde la parte de una regidon constante de inmunoglobulina es un
componente de unién de FcRn.

E150. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos unidas entre si, en
donde dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena consiste en al menos una parte de una region constante de
inmunoglobulina.

E151. La proteina quimérica de E150, en donde la parte de una regidon constante de inmunoglobulina es un
componente de unién de FcRn.

E152. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos unidas entre si, en
donde dicha primera cadena comprende una molécula biolégicamente activa y al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina, y dicha segunda cadena comprende al menos una parte de una regiéon constante de
inmunoglobulina sin la molécula biolégicamente activa de la primera cadena y una molécula con un peso molecular
menor de 2 kD unida covalentemente.

E153. La proteina quimérica de E152, en donde la parte de una regidon constante de inmunoglobulina es un
componente de unién de FcRn.

E154. Un método de obtencion de una proteina quimérica que comprende un fragmento de Fc de una
inmunoglobulina unido a una molécula biolégicamente activa, comprendiendo dicho método

a) transfectar una célula con un constructo de ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica un
fragmento de Fc de una inmunoglobulina y una segunda secuencia de ADN que codifica inteina;

b) cultivar dicha célula en condiciones tales que se expresan el fragmento de Fc y la inteina;

c) aislar dicho fragmento de Fc e inteina de dicha célula;

d) sintetizar quimicamente una molécula biolégicamente activa que tiene un Cys N terminal;

€) hacer reaccionar la inteina aislada Fc de c) con MESNA para generar un tio-éster C terminal;

f) hacer reaccionar la molécula biolégicamente activa de d) con el Fc de e) para obtener una proteina quimérica que

comprende un Fc unido a una molécula biolégicamente activa.
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E155. Un método de obtencion de una proteina quimérica que comprende un fragmento de Fc de una
inmunoglobulina unido a una molécula biolégicamente activa, comprendiendo dicho método

a) transfectar una célula con un constructo de ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica un
fragmento de Fc de una inmunoglobulina y una segunda secuencia de ADN que codifica un péptido en donde dicha
sefial peptidica es adyacente a un fragmento de Fc cisteina.

b) cultivar dicha célula en condiciones tales que se expresen el fragmento de Fc y la sefial peptidica y el fragmento
de Fc se secrete de la célula sin la sefial peptidica y con una cisteina N terminal;

c) aislar dimeros de dicho fragmento de Fc con una cisteina N terminal de dicha célula;
d) sintetizar quimicamente una molécula biolégicamente activa que tiene un tioéster;

e) hacer reaccionar la molécula biolégicamente activa de d) con el Fc de c) en condiciones tales que la molécula
bioldgicamente activa se pueda unir a una cadena del dimero de c) para obtener una proteina quimérica que
comprende un Fc unido a una molécula biolégicamente activa.

E156. El método de E155, en donde el tioéster es un tioéster C terminal.

E157. Un método de obtencion de una proteina quimérica que comprende un fragmento de Fc de una
inmunoglobulina unido a una molécula biolégicamente activa, comprendiendo dicho método

a) transfectar una célula con un constructo de ADN que comprende una secuencia de ADN que codifica un
fragmento de Fc de una inmunoglobulina y una segunda secuencia de ADN que codifica una sefial peptidica en
donde dicha sefal peptidica es adyacente a un fragmento de Fc cisteina;

b) cultivar dicha célula en condiciones tales que se expresen el fragmento de Fc y la sefial peptidica unidos entre si
y dicha sefial peptidica se escinda del fragmento de Fc por la célula en una primera posicion adyacente a una
cisteina o a una segunda posicién adyacente a una valina;

c) aislar dimeros de dicho fragmento de Fc con dos cisteinas N terminales o dos valinas N terminales o una cisteina
N terminal y una valina N terminal de dicha célula;

d) sintetizar quimicamente una molécula biolégicamente activa que tiene un tioéster;

e) hacer reaccionar la molécula biolégicamente activa de d) con los dimeros de c) para obtener una proteina
quimérica que comprende una primera cadena que comprende un Fc unido a una molécula biolégicamente activa y
una segunda cadena que comprende un Fc que no esta unido a ninguna molécula biolégicamente activa o una
region variable de una inmunoglobulina.

E158. El método de E157, en donde el tioéster es un tioéster C terminal.
E159. La proteina quimérica de E20, en donde el ligante es (GGGGS)s.
E160. Un método para aislar un hibrido monémero-dimero de una mezcla, donde la mezcla comprende,

a) el hibrido monémero-dimero que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde la primera
cadena comprende una molécula bioldgicamente activa, y al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina y en donde la segunda cadena comprende al menos una parte de una regién constante de
inmunoglobulina sin una molécula biolégicamente activa o region variable de inmunoglobulina;

b) un dimero que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde la primera y segunda
cadenas comprenden una molécula biolégicamente activa, y al menos una parte de una region constante de
inmunoglobuling;

c) una parte de una region constante de inmunoglobulina; comprendiendo dicho método

1) poner en contacto la mezcla con un ligando colorante unido a un soporte sélido en condiciones adecuadas tales
que tanto el hibrido monémero-dimero como el dimero se unen al ligando colorante;

2) eliminar la parte no Inoda de una region constante de inmunoglobulina;

3) alterar las condiciones adecuadas de 1) de forma tal que la union entre el hibrido monémero-dimero y el ligando
colorante al soporte sélido se altere;

4) aislar el hibrido monémero-dimero.

E161. El método de E160, en donde la parte de una inmunoglobulina es un Fragmento de Fc
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E162. El método de E160, en donde el ligando colorante es una molécula bio-mimética.

E163. El método de E160, en donde el ligando colorante se elige de Mimetic Red 1™, Mimetic Red 2™, Mimetic
Orange 1™, Mimetic Orange 2™, Mimetic Orange 3™, Mimetic Yellow 1™, Mimetic Yellow 2™, Mimetic Green 1™,
Mimetic Blue 1™ y Mimetic Blue 2™.

E164. El método de E160, en donde la proteina quimérica comprende Epo.

E165. El método de E163 o 164, en donde el ligando colorante es Mimetic Red 2™.

E166. El método de E160, en donde la proteina quimérica comprende Factor VIl o Vlla.

E167. El método de E160, en donde la proteina quimérica comprende Factor IX.

E168. El método de E160, en donde la proteina quimérica comprende interferon.

E169. El método de E160, en donde la proteina quimérica comprende un inhibidor de fusién HIV.
E170. El método de E163, o 167, en donde el ligando colorante es Mimetic Green 1™.

E171. El método de E160, en donde las condiciones adecuadas comprenden un tampoén que tiene un pH en el
intervalo de 4-9 inclusive.

E172. El método de E171, en donde la alteracién de las condiciones adecuadas comprende afiadir al menos una sal
al tampdn a una concentracion suficiente para alterar la uniéon del hibrido monémero-dimero al ligando colorante
aislando asi el hibrido monémero-dimero.

E173. El método de E172, en donde la al menos una sal es NaCl.
E174. El método de E171, en donde el tampdn tiene un pH de 8.
E175. El método de E174, en donde la concentracion de sal es 400 mM y la proteina quimérica comprende Epo.

E176. El método de E172, que ademas comprende afiadir una concentraciéon mas elevada de sal en comparacion a
la concentracion de sal que altera la union del hibrido monémero-dimero al ligando colorante de forma tal que la
concentracion mas elevada de sal altera la union del dimero al ligando colorante aislando de ese modo el dimero.

E177. La proteina quimérica de E18, en donde la molécula biolégicamente activa es interferén a.
E178. La proteina quimérica de E18, en donde la molécula biolégicamente activa es interferon f.
E179. La proteina quimérica de E42, en donde la molécula biolégicamente activa es interferén a.
E180. La proteina quimérica de E42, en donde la molécula biolégicamente activa es interferon (.
E181. El método de E68, en donde la molécula biolégicamente activa es interferén a.

E182. El método de E68, en donde la molécula biolégicamente activa es interferon (.

E183. El método de E93, en donde la molécula biolégicamente activa es interferén a.

E184. El método de E93, en donde la molécula biolégicamente activa es interferon f.

E185. El método de E133, en donde la molécula bioldgicamente activa es interferén a.

E186. El método de E133, en donde la molécula bioldgicamente activa es interferén 3.

E187. El método de E168, en donde la proteina quimérica comprende interferén a.

E188. El método de E168, en donde la proteina quimérica comprende interferén 3.

E189. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde dicha
primera cadena comprende EPO, un ligante de ocho aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
EFAGAAAYV, y un fragmento de Fc de una region constante de inmunoglobulina que comprende una mutacion de
aspargina a alanina en la posicion 297; y

en donde dicha segunda cadena comprende un fragmento de Fc de una region constante de inmunoglobulina que
comprende una mutacién de aspargina a alanina en posicion 297.

E190. La proteina quimérica de E189, que ademas comprende una marca de afinidad.
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E191. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde dicha
primera cadena comprende IFNB, un ligante de ocho aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
EFAGAAAYV, y un fragmento de Fc de una region constante de inmunoglobulina que comprende una mutaciéon de
aspargina a alanina en la posicion 297; y

en donde dicha segunda cadena comprende un Fragmento de Fc de una regién constante de inmunoglobulina que
comprende una mutacién de aspargina a alanina en la posicion 297.

E192. La proteina quimérica de E191, que ademas comprende una marca de afinidad.

E193. Una proteina quimérica que comprende una primera y segunda cadena de polipéptidos, en donde dicha
primera cadena comprende factor IX, un ligante de ocho aminoacidos que tiene la secuencia de aminoacidos
EFAGAAAYV, y un fragmento de Fc de una region constante de inmunoglobulina que comprende una mutacion de
aspargina a alanina en la posicion 297; y

en donde dicha segunda cadena comprende un fragmento de Fc de una region constante de inmunoglobulina que
comprende una mutacion de aspargina a alanina en la posicion 297.

E194. La proteina quimérica de E193, que ademas comprende una marca de afinidad.
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Tyr Thr Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln
1 5 10 15

Glu Lys Asn Glu Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu
20 25 30

Trp Asn Trp Phe
35

<210> 2

<211> 37

<212> PRT

<213> Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 2

Asn Asn Leu Arg Ala Ile Glu Ala Gln Gln His Leu iLeu Gln Leu Thr
1 5 10 15

Val Trp Gly Ile Lys Gln Leu Gln Ala Arg Ile Leu Ala Val Glu Arg
20 25 30

Tyr Leu Lys Asp Gln
35

<210>3
<211> 39

<212> PRT
<213> Virus de inmunodeficiencia humana

<400> 3

58
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15

20

ES 2 582947 T3

Trp Gln Glu Trp Glu Gln Lys Ile Thr Ala Leu Leu Glu Gln Ala Gln

1 5

10

15

Ile Gln Gln Glu Lys Asn Glu Tyr Glu Leu Gln Lys Leu Asp Lys Trp

20

Ala Ser Leu Trp Glu Trp Phe
35

<210> 4

<211> 238

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial:

<400> 4

Met Gly Ile Glu Gly Arg Gly Ala
1 5

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
20

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
35 40

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
65 70

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn
85

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
100

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
115 120

Lys Ala Lys Gly Gln Prec Arg Glu
130 135

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn
145 150

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
165

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
i80

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
195 200

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
210 215

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
225 230

<210>5

<211>714

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

25

Constructo sintético

Ala

Leu

25

Thr

Val

Val

Ser

Leu

105

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

185

Leu

Ser

Ser

Ala

10

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

20

Asn

Pro

Gln

Val

Val

170

Pro

Thr

Val

Leu

val

Gly

Met

His

Val

75

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

155

Glu

Pro

Val

Met

Ser
235

Asp

Gly

Ile

Glu

60

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

140

Leu

Trp

val

Asp

His

220

Pro

59

Thr

Pro

Ser

45

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

125

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

205

Glu

Gly

30

Ser

Ser

30

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

110

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

190

Ser

Ala

Phe

His

15

val

Thr

Glu

Lys

Ser

95

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Arg

Leu

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

80

Val

Cys

Ser

Pre

Val

160

Gly

Asp

Trp

His
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15

ES 2 582947 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 5

atgggcattg
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
geccccateg
accctgecccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctgce

<210>6
<211> 671
<212> PRT

aaggcagagg
aactcctggg
tctecececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcega
ccacgectce
acaagagcag
acaaccacta

<213> Secuencia Artificial

<220>

cgccgctgeg
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
cteccaaagcece
tgagctgacc
catcgeegtg
cgtgttggac
gtggcagcag
cacgcagaag

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial:

<400> 6

Met val
1

Gly Cys

Leu His

Gly Ser
50

Ala Arg
€5

Ser

Leu Ala

Arg

35

Leu

Glu

Gln Ala

Ala
20

Arg Arg

Glu Arg

Ile Phe

Leu Arg

vVal

Arg

Glu

Lys
70

Leu

Phe Vval

Ala Asn

40

Cys
55

Lys

Asp Ala

gtcgatacta
gtcttcctcet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tcecgacggcet

gggaacgtct
agtctctcce

gtcacacatg
tcceccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtecct
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttettect
tetecatgectce
tgtetececggg

Constructo sintético

Leu Cys
10

Thr Gln Glu Glu Ala

25

Ala Phe

Glu Glu Gln Cys

Glu Arg

75

Leu

Leu

Thr Lys

Leu Leu

Glu Glu

45

Ser
60

Leu

60

Gly Leu
His
30
Leu

Phe

Phe

cccaccgtgce
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
cacecgtecctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgcctggtc
geccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
tttt

Gln
15

Gly Val
Arg Pro
Glu Glu

Ile
80

Trp

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714



ES 2 582947 T3

Ser Tyr Ser Asp Gly Asp Gln Cys Ala Ser Ser Pro Cys Gln Bsn Gly

85 90 95

Gly Ser Cys Lys Asp Gln Leu Gln Ser Tyr Ile Cys Phe Cys Leu Pro
100 105 110

Ala Phe Glu Gly Arg Asn Cys Glu Thr His Lys Asp Asp Gln Leu Ile
115 120 125

Cys Val Asn Glu Asn Gly Gly Cys Glu Gln Tyr Cys Ser Asp His Thr
130 135 140

Gly Thr Lys Arg Ser Cys Arg Cys His Glu Gly Tyr Ser Leu Leu Ala
145 150 155 160

Asp Gly Vval Ser Cys Thr Pro Thr val Glu Tyr Pro Cys Gly Lys Ile
165 170 175

Pro Ile Leu Glu Lys Arg Asn Ala Ser Lys Pro Gln Gly Arg Ile Val
180 185 190

Gly Gly Lys Val Cys Pro Lys Gly Glu Cys Pro Trp Gln Val Leu Leu
185 200 205

Leu Val Asn Gly Ala Gln Leu Cys Gly Gly Thr Leu Ile Asn Thr Ile
210 215 220

Trp Val Val Ser Ala Ala His Cys Phe Asp Lys Ile Lys Asn Trp Arg
225 230 235 240

Asn Leu Ile Ala Val Leu Gly Glu His Asp Leu Ser Glu His Asp Gly
245 250 255

Asp Glu Gln Ser Arg Arg Val Ala Gln Val Ile Ile Pro Ser Thr Tyr
260 265 270

Val Pro Gly Thr Thr Asn His Asp Ile Ala Leu Leu Arg Leu His Gln
275 280 285

Pro Val Val Leu Thr Asp His Val Val Pro Leu Cys Leu Pro Glu Arg
290 295 300

Thr Phe Ser Glu Arg Thr Leu Ala Phe Val Arg Phe Ser Leu Val Ser
305 310 315 320

Gly Trp Gly Gln Leu Leu Asp Arg Gly Ala Thr Ala Leu Glu Leu Met
323 330 335

Val Leu Asn Val Pro Arg Leu Met Thr Gln Asp Cys Leu Gln Gln Ser
340 345 350

Arg Lys Val Gly Asp Ser Pro Asn Ile Thr Glu Tyr Met Phe Cys Ala
355 360 365

Gly Tyr Ser Asp Gly Ser Lys Asp Ser Cys Lys Gly Asp Ser Gly Gly
370 375 380

Pro His Ala Thr His Tyr Arg Gly Thr Trp Tyr Leu Thr Gly Ile Val
385 330 385 400

61
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w0
[
a1

Arg

Pro

Thr

Phe

465

Pro

val

Thr

Vai

Cys

545

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

625

Trp

His

<210>7
<211> 2016
<212> ADN

-3

val

Arg

Cys

450

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

530

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

610

Gly

GLln

Asn

Ser

Pro

435

Pro

Phe

val

Phe

Pro

515

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

5985

Pro

Ser

Gln

His

Gln

420

Gly

Pro

Pro

Thr

Asn

500

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

580

Phe

Glu

Fhe

Gly

Tyr
660

<213> Secuencia Artificial

<220>

fon |

Liy

405

Tyr

val

Cys

Pro

Cys

485

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

565

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

645

Thr

Leu

Pro

Lys

470

val

Tyr

Glu

His

Lys

550

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

630

Val

Gln

Glu

Leu

Ala

455

Pro

val

val

Gln

Gln

535

Bla

Pro

Thr

Ser

Tyr

615

Tyr

Phe

Lys

ES 2 582947 T3

=3
=

Trp

Arg

440

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

520

Asp

Leu

Arg

Lys

Bsp

600

Lys

Ser

Ser

Ser

<
o
[

Leu

425

Ala

Glu

Asp

AsSp

Gly

505

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

585

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
665

Gln Lys Leu Met Arg

Pro Phe

Leu Leu

Thr Leu

475

Val Ser
490

Val Glu

Ser Thr

Leu Asn

Bla Pro
555

Pro Gln
570

Giln val

Ala val

Thr Pro

Leu Thr
635

Ser Val
650

Ser Leu

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 7

62

Pro

Gly

460

Met

His

Val

Tyr

Gly

540

Ile

val

Ser

Glu

Pro

620

val

Met

Ser

Asp

445

Gly

Ile

Glu

His

Arg

525

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

605

val

Asp

His

Pro

430

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

510

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

590

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
670

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

495

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

575

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

655

Lys

Glu

His

Val

Thr

480

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

560

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

640

Leu
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atggtctecee
gcagtcttcg
gegttecectgg
tccttcgagg
tcttacagtg
gaccagctcce
acgcacaagg
agtgaccaca
gacggggtgt
aaaagaaatg
gagtgtccat
atcaacacca
aacctgatcg
cggegggtgg
atcgcgctgce
ctgcecgaac
ggctggggec
ccceggetga
atcacggagt
gacagtggag
agctggggcc
tacatcgagt
gceccatttce
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgttggact
tggcagcagg
acgcagaaga

<210> 8
<211> 696
<212> PRT

aggccctceag
taacccagga
aggagctgcg
aggcccggga
atggggacca
agtcctatat
atgaccagct
cgggcaccaa
cctgcacace
ccagcaaacc
ggcaggtcct
tctgggtggt
cggtgctggg
cgcaggtcat
tccgectgea
ggacgttctc
agctgctgga
tgacccagga
acatgttctg
gcccacatge
agggctgcge
ggctgcaaaa
ccgacaaaac
tcttectcett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc
ggaacgtctt
gcctctccct

<213> Secuencia Artificial

<220>

gctectetge
ggaagcccac
gccgggcetcee
gatcttcaag
gtgtgcctea
ctgcttctge
gatctgtgtg
gcgctceectgt
cacagttgaa
ccaaggccega
gttgttggtg
ctccgeggec
cgagcacgac
catccccage
ccagcccgtg
tgagaggacg
ccgtggegec
ctgcctgeag
tgccggctac
cacccactac
aaccgtgggc
gctcatgcgce
tcacacgtgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctce
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctcc
gtctccgggt

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial:

<400> 8

Met
1

Ile

Asp

Gln Arg Val

Cys Leu Leu

His Glu Asn

20

35

Ser
50

Gly Lys Leu

Asn Met

Gly Tyr

Ala Asn

Glu Glu

Ile Met

Leu Leu
Lys Ile

Phe
55

Val

ES 2 582947 T3

cttctgettyg
ggcgtcctge
ctggagaggg
gacgcggaga
agtccatgcce
ctccectgect
aacgagaacg
cggtgecacg
tatccatgtg
attgtggggg
aatggagctc
cactgtttecg
ctcagcgagce
acgtacgtcc
gtcctcactg
ctggecctteg
acggceccectgg
cagtcacgga
tcggatggca
cggggcacgt
cactttgggg
tcagagccac
ccgecgtgece
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gcccteccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaatga

ggcttcaggg
accggcgcecg
agtgcaagga
ggacgaaqgct
agaatggggg
tcgagggecy
gcggetgtga
aggggtactc
gaaaaatacc
gcaaggtgtg
agttgtgtgg
acaaaatcaa
acgacgggga
cgggcaccac
accatgtggt
tgegettcete
agctcatggt
aggtgggaga
gcaaggactc
ggtacctgac
tgtacaccag
gcccaggagt
cagctccgga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactg
ccceccatega
ccctgeccec
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca

Constructo sintético

Ala Glu

10
Ser Ala
25

Leu Asn

Gln Gly

Sgr

Glu

Arg

Asn

Pro

Cys

ctgcctgget
gcgcgccaac
ggagcagtgce
gttctggatt
ctcctgecaag
gaactgtgag
gcagtactgc
tctgectggea
tattctagaa
ccccaaagqgy
ggggaccctg
gaactggaqgg
tgagcagagc
caaccacgac
gcccctetge
attggtcagc
cctcaacgtg
ctcecccaaat
ctgcaagggg
gggcatcgtc
ggtctceccag
cctecctgega
actgctgggce
ctcccggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc
atcccgggat
tccecagcgac
cacgcctcce
caagagcagg
caaccactac

Gly Leu Tle Thr

15

Thr Val Phe Leu

30

Pro
45

Leu

63

Lys Arg Tyr Asn

Glu Arg Glu Cys

60
120
180
240
300
360
420
180
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2016



ES 2 582947 T3

Met Glu Glu Lys Cys Ser Phe CGlu Clu Ala Arg Glu Val Phe Glu Asn
65 70 75 80

Thr Glu Arg Thr Thr Glu Phe Trp Lys Gln Tyr Val Asp Gly Asp Gln
85 90 95

Cys Glu Ser Asn Pro Cys Leu Asn Gly Gly Ser Cys Lys Asp Asp Ile
100 105 110

Asn Ser Tyr Glu Cys Trp Cys Pro Phe Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys
115 120 125

Glu Leu Asp Val Thr Cys Asn Ile Lys Asn Gly Arg Cys Glu Gln Phe
130 135 140

Cys Lys Asn Ser Ala Asp Asn Lys Val Val Cys Ser Cys Thr Glu Gly
145 150 155 160

Tyr Arg Leu Ala Glu Asn Gln Lys Ser Cys Glu Pro Ala Val Pro Phe
165 170 - 175

Pro Cys Gly Arg Val Ser Val Ser Gln Thr Ser Lys Leu Thr Arg Ala
180 185 190

Glu Thr Val Phe Pro Asp Val Asp Tyr Val Asn Ser Thr Glu Ala Glu
195 200 205

Thr Ile Leu Asp Asn Ile Thr Gln Ser Thr Gln Ser Phe Asn Asp Phe
210 215 . 220

Thr Arg Val val Gly Gly Glu Asp Ala Lys Pro Gly Gln Phe Pro Trp
225 230 235 240

Gln Val Val Leu Asn Gly Lys Val Asp Ala Phe Cys Gly Gly Ser Ile
245 250 255

Val Asn Glu Lys Trp Ile Val Thr Ala Ala His Cys Val Glu Thr Gly
260 265 270

val Lys Ile Thr Val Val Ala Gly Glu His Asn Ile Glu Glu Thr Glu
275 280 285

His Thr Glu Gln Lys Arg Asn Val Ile Arg Ile Ile Pro His His Asn
290 295 300

Tyr Asn Ala Ala Ile Asn Lys Tyr Asn His Asp Ile Ala Leu Leu Glu
305 310 315 320

Leu Asp Glu Pro Leu Val Leu Asn Ser Tyr Val Thr Pro Ile Cys Ile
325 330 335

Ala Asp Lys Glu Tyr Thr Asn Ile Phe Leu Lys Phe Gly Ser Gly Tyr
340 345 350

Val Ser Gly Trp Gly Arg Val Phe His Lys Gly Arg Ser Ala Leu Val
355 360 365

Leu Gln Tyr Leu Arg Val Pro Leu Val Asp Arg Ala Thr Cys Leu Arg
370 375 380

64
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Thr

Glu

Arg

Gly

465

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

545

Asp

Leu

Brg

Lys

Asp

625

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Glu

Tyr

450

Ala

Glu

Asp

Asp

Gly

530

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

610

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
690

<210>9
<211> 2091
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 9

(4]

-
ot}

Gly

Val

Cys

435

Val

Ala

Leu

Thr

Val

515

val

Ser

Leu

Ala

Pro

595

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

675

Ser

)

Arg

Glu

420

Ala

Asn

Ala

Leu

Leu

500

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

580

Gln

val

val

Pro

Thr

660

Val

Leu

Met

Trp

val

Gly

485

Met

His

val

Tyr

Gly

565

Ile

val

Ser

Glu

Fro

645

Val

Met

Ser

Thr

Lys

Ile

Asp

470

Gly

Ile

Glu

His

Arg

550

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

630

Val

Asp

His

Pro

Cys

Ser

Gly

Lys

455

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

535

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

615

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
695

Gln

Phe

Lys

440

Glu

Thr

Ser

Arg

Pro

520

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

600

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

680

Lys

ES 2 582947 T3

Leu

425

Tyr

Lys

His

Val

Thr

505

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

585

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

665

Leu

Asp

410

Thr

Gly

Thr

Thr

Phe

490

Pro

Val

Thr

Val

Cys

570

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

650

Trp

His

Ile

Lys

Cys

475

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

555

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

635

Gly

Gln

Asn

Ile

Tyr

Leu

460

Pro

Fhe

val

Phe

Pro

540

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

620

Pro

Ser

Gln

65

Ile

Thr

445

Thr

Pro

Pro

Thrx

Asn

525

Arg

val

Ser

Lys

Asp

605

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
685

Ser

430

Lys

Glu

Cys

Pro

Cys

510

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

590

Glu

Tyr

ASn

Phe

Asn

670

Thr

Val

Phe

Pro

Lys

495

vVal

Tyr

Glu

His

Lys

575

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

655

val

Gln

Ser

Ala

Ala

480

Pro

val

val

Gln

Gln

560

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

640

Tyr

Phe

Lys



10

atgcagcgeg
ggatatctac
ctgaatcgge
gagagagaat
actgaaagaa
ccatgtttaa
tttggatttg
tgcgagcagt
tatcgacttg
gtttctgttt
tatgtaaatt
tttaatgact
caggttgttt
tggattgtaa
gaacataata
cctcaccaca
ctggacgaac
tacacgaaca
cacaaaggga
acatgtcttc
gaaggaggta
gggaccagtt
tatggaatat
actgaattcg
cctgaactece
atgatctccc
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccecceccatecee
ttctatecea
2agaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc

<210>10
<211> 423
<212> PRT

tgaacatgat
tcagtgctga
caaagaggta
gtatggaaga
caactgaatt
atggcggcag
aaggaaagaa
tttgtaaaaa
cagaaaacca
cacaaacttc
ctactgaagc
tcactcgggt
tgaatggtaa
ctgctgecca
ttgaggagac
actacaatgc
ccttagtgct
tettectecaa
gatcagcttt
gatctacaaa
gagattcatg
tcttaactgg
ataccaaqggt
ccggecgeoge
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatege
ctccegtgtt
gcaggtggca
actacacgca

<213> Secuencia Artificial

<220>

catggcagaa
atgtacagtt
taattcaggt
aaagtgtagt
ttggaagcag
ttgcaaggat
ctgtgaatta
tagtgctgat
gaagtcctgt
taagctcacc
tgaaaccatt
tgttggtgga
agttgatgca
ctgtgttgaa
agaacataca
agctattaat
aaacagctac
atttggatct
agttcttcag
gttcaccatc
tcaaggagat
aattattagc
atcccggtat
tgcggtcgac
gtcagtcttc
ggtcacatgc
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaadggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac
gaagagcctc

ES 2 582947 T3

tcaccaggcc
tttcttgatc
aaattggaag
tttgaagaag
tatgttgatg
gacattaatt
gatgtaacat
aacaaggtgg
gaaccagcag
cgtgctgaga
ttggataaca
gaagatgcca
ttctgtggag
actggtgtta
gagcaaaagc
aagtacaacc
gttacaccta
ggctatgtaa
taccttagag
tataacaaca
agtgggggac
tggggtgaag
gtcaactgga
aaaactcaca
ctcttecececc
gtggtagtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttct
gtcttctecat
tccctgtcte

tcatcaccat
atgaaaacgc
agtttgttca
cacgagaagt
gagatcagtg
cctatgaatg
gtaacattaa
tttgctectg
tgccatttcc
ctgtttttce
tcactcaaag
aaccaggtca
gctctategt
aaattacagt
gaaatgtgat
atgacattgc
tttgecattge
gtggctgggg
ttccacttgt
tgttctgtgc
cccatgttac
agtgtgcaat
ttaaggaaaa
catgcccacc
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgcect
ggcagcecgga
tcctctacag
gctcecgtgat
cgggtaaatg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 10

ctgecctttta
caacaaaatt
agggaacctt
ttttgaaaac
tgagtccaat
ttggtgtcece
gaatggcaga
tactgaggga
atgtggaaga
tgatgtggac
cacccaatca
attcccttgg
taatgaaaaa
tgtcgcaggt
tcgaattatt
ccttectggaa
tgacaaggaa
aagagtcttce
tgaccgagcc
tggcttccat
tgaagtggaa
gaaaggcaaa
aacaaagctce
gtgcccagca
ggacaccctec
cgaagaccct
gacaaagcecg
cctgcaccag
cccagcccce
gtacaccctyg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggcet
a

Met Ala Leu Thr Phe Ala Leu Leu Val Ala Leu Leu Val Leu Ser Cys

1

5

1¢

66

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2091



Lys

Gly

Leu

Glu

65

Glu

Ala

Gln

Thr

Tyr

145

Cys

Ser

Ala

Glu

Asp

225

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

305

Glu

Ser

Ser

Phe

50

Phe

Met

Ala

Gln

Glu

130

Phe

Ala

Thr

Ala

Leu

210

Thr

val

val

Ser

Leu

230

Ala

Pro

Ser

Arg

35

Ser

Gly

Ile

Trp

Leu

115

Thr

Gln

Trp

Asn

Ala

195

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

275

Asn

Pre

Gln

Cys

20

Arg

Cys

Asn

Gln

Asp

100

Asn

Pro

Arg

Glu

Leu

180

Val

Gly

Met

His

val

260

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

Thr

Leu

Gln

Gln

85

Glu

Asp

Leu

Ile

val

165

Gln

Asp

Gly

Ile

Glu

245

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
325

Val

Leu

Lys

Phe

70

Ile

Thr

Leu

Met

Thr

150

val

Glu

Lys

Pro

Ser

230

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

310

Thr

Gly

Met

Asp

55

Gln

Phe

Leu

Glu

Lys

135

Leu

Arg

Ser

Thr

Ser

215

Arg

Pro

Ala

vVal

Tyr

295

Thr

Leu

Cys

Leu

Arg

Lys

Asn

Leu

Ala

120

Glu

Tyr

Ala

Leu

His

200

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

280

Lys

Ile

Pro

ES 2 582947 T3

Asp

25

Leu

His

Ala

Leu

Asp

105

Cys

Asp

Leu

Glu

Arg

185

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

265

val

Cys

Ser

Pro

Leu

Ala

Asp

Glu

Phe

90

Lys

val

Ser

Lys

Ile

170

Ser

Cys

Leu

Glu

Lys

250

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
330

Pro

Gln

Phe

Thr

75

Ser

Phe

Ile

Ile

Glu

155

Met

Lys

Pro

Phe

Val

235

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

315

Arg

Gln

Met

Gly

60

Ile

Thr

Tyr

Gln

Leu

140

Lys

Arg

Glu

Pro

Pro

220

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

300

Lys

Asp

67

Thr

Arg

45

Phe

Pro

Lys

Thr

Gly

125

Ala

Lys

Ser

Glu

Cys

205

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

285

Asn

Gly

Glu

His

30

Arg

Pro

Val

Asp

Glu

110

val

Val

Tyr

Phe

Phe

130

Pro

Lys

Val

TYyr

Glu

270

His

Lys

Gln

Leu

Ser

Ile

Gln

Leu

Ser

95

Leu

Gly

Arg

Ser

Ser

175

Ala

Ala

Pro

Val

val

255

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
335

Leu

Ser

Glu

His

80

Ser

Tyr

Val

Lys

Pro

160

Leu

Gly

Pro

Lys

Val

240

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

320

Lys



10

15

20

Asn Gln

Ile Ala

Thr Thr
370

Lys Leu
385

Cys Ser

Leu Ser

<210> 11
<211> 1272
<212> ADN

Val

vVal

355

Pro

Thr

Val

Leu

Ser Leu

340

Glu Trp

Val

Pro

Val Asp

Thr

Glu

Leu

Lys

Cys Leu

Asn
360

Ser
Asp Ser
375

Ser Arqg

3se

Met His

405
Ser Pro
420

<213> Secuencia Artificial

<220>

Glu

Gly

Ala Leu

Lys

ES 2 582947 T3

val
345

Lys

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

395
Asn His
410

His

Gly

Pro

Ser

Gln

FPhe
Glu
365

Phe
380

Gly

Tyr

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 11

atggccttga
tctgtggget
ctggcacaga
tttecccagg
gagatgatcc
gagaccctece
tgtgtgatac
gctgtgagga
tgtgcctggg
caagaaagtt
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagqg
ctgacctgce
gggcagceegy
ttcctcectaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

<210> 12
<211> 415
<212> PRT

cetttgettt
gtgatctgcc
tgaggagaat
aggagtttgg
agcagatctt
tagacaaatt
agggggtggg
aatacttcca
aggttgtcag
taagaagtaa
cgtgcccagc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tecctgcacca
tccecagcceee
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggce
ga

<213> Secuencia Artificial

<220>

actggtggcc
tcaaacccac
ctctettttce
caaccagttc
caatctcttc
ctacactgaa
ggtgacagag
aagaatcact
agcagaaatc
ggaagaattc
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gceccecatee
cttctatcce
caagaccacyg
cgtggacaag
tctgcacaac

ctcctggtge
agcctgggta
tcctgecttga
caaaaggctg
agcacaaagg
ctctaccagce
actcccctga
ctctatctga
atgagatctt
gccggegecg
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
ccteccgtgt
agcaggtggc
cactacacgc

tcagctgcaa
gcaggaggac
aggacagaca
aaaccatccc
actcatctgc
agctgaatga
tgaaggagga
aagagaagaa
tttctttgte
ctgcggtega
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgyg
gcacgtaccy
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 12

68

Tyr Pro

350

Asn Asn

Phe Leu

Asn Val

Thr Gln

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser

Phe Ser

400
Lys Ser
415

gtcaagctgce
cttgatgcte
tgactttgga
tgtcctecat
tgcttgggat
cctggaagece
ctccattctg
atacagccect
aacaaacttyg
caaaactcac
cctecttecce
cgtggtggtg
cgtggaggty
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccecga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggetectte
cgtecttetca
ctcectgtct

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1272



Met

Lys

Gly

Leu

Glu

65

Glu

Ala

Gln

Thr

Tyr

145

Cys

Ser

Thr

Phe

Pro

225

val

Thr

Val

Cys

Ala

Ser

Ser

Phe

50

Phe

Met

Ala

Gln

Glu

130

Phe

Ala

Thr

Cys

Leu

210

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
290

Leu

Ser

Arg

35

Ser

Gly

Ile

Trp

Leu

115

Thr

Gln

Trp

Asn

Pro

195

Phe

Val

Phe

Pro-

Thr
275

Val

Thr

Cys

20

Arg

Cys

Asn

Gln

Asp

100

Asn

Pro

Arg

Glu

Leu

180

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

260

Val

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

Gln

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

165

Gln

Cys

Prc

Cys

Trp

245

Glu

Leu

Asn

Ala

Val

Leu

Lys

Phe

70

Ile

Thr

Leu

Met

Thr

150

Val

Glu

Pro

Lys

Val

230

Tyr

Glu

His

Lys

Leu

Gly

Met

Asp

55

Gln

Phe

Leu

Glu

Lys

135

Leu

Arg

Ser

Ala

Pro

215

Val

Val

Gln

Gln

Ala
2395

Leu

Cys

Leu

40

Arg

Lys

Asn

Leu

Ala

120

Glu

Tyr

Ala

Leu

Pro

200

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

280

Leu

ES 2 582947 T3

val

Asp

25

Leu

His

Ala

Leu

Asp

105

Cys

Asp

Leu

Glu

Arg

185

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

265

Trp

Pro

Ala

10

Leu

Ala

Asp

Glu

FPhe

90

Lys

Val

Ser

Lys

Ile

170

Ser

Leu

Thr

Val

Val

250

Ser

Leu

Ala

Leu

Pro

Gln

Phe

Thr

15

Ser

Phe

Ile

Ile

Glu

155

Met

Lys

Leu

Leu

Ser

235

Glu

Thr

Asn

Pro

Leu

Gln

Met

Gly

60

Ile

Thr

Tyr

Gln

Leu

140

Lys

Arg

Glu

Gly

Met

220

His

Val

Tyr

Gly

Ile
300

69

Val

Thr

Arg

45

Phe

Pro

Lys

Thr

Gly

125

Ala

Lys

Ser

Asp

Gly

205

Ile

Glu

His

Arg

Lys

285

Glu

Leu

His

3¢

Arg

Pro

Val

Asp

Glu

110

Val

Val

Tyr

Phe

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

270

Glu

Lys

Ser

15

Ser

Ile

Gln

Leu

Ser

95

Leu

Gly

Arg

Ser

Ser

175

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

255

Val

Tyr

Thr

Cys

Leu

Ser

Glu

His

80

Ser

Tyr

Val

Lys

Pro

160

Leu

His

Val

Thr

Glu

240

Lys

Ser

Lys

Ile



10

15

20

Ser
305

Lys
Pro Ser
Val Lys
Gly Gln

Gly
370

Asp

Trp Gln

385
His Asn
<210> 13

<211> 1248
<212> ADN

Ala

Arg

Gly

Pro

355

Ser

Gln

His

Lys Gly

Gln

Pro Arg

310

Glu
325

Asp

Phe
340

Tyr
Glu

Asn

Phe Phe

Gly Asn

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

360
Tyr Ser
375

Phe Ser

390

Thr
405

Tyr

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gln

Lys Ser

ES 2 582947 T3

Glu Pro Gin

315

Gln
330

Asn Val

Ile Val

345

Ala

Thr Thr Pro

Lys Leu Thr

Val
395

Cys Ser

Ser
410

Leu

Leu

Val Tyr

Ser Leu

Glu Trp

Val
365

Pro

Val
380

Asp
His

Met

Ser Pro

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 13

atggccttga
tctgtgggcet
ctggcacaga
tttccecagg
gagatgatcc
gagaccctcc
tgtgtgatac
gctgtgagga
tgtgectggg
caagaaagtt
gaactgctgg
atctccegga
gtcaagtteca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccagcg
accacgcctc
gacaagagca
cacaaccact

<210> 14
<211> 256
<212> PRT

cctttgecttt
gtgatctgecc
tgaggagaat
aggagtttgg
agcagatctt
tagacaaatt
agggggtgag
aatacttcca
aggttgtcag
taagaagtaa
gcggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagctgac
acatcgcegt
ccgtgttgga
ggtggcagca
acacgcagaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

actggtggcc
tcaaacccac
ctctctttte
caaccagttc
caatctctte
ctacactgaa
ggtgacagag
aagaatcact
agcagaaatc
ggaagacaaa
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
cktccgacggce
ggggaacgtc
gagcckctce

ctcctggtge
agcctgggta
tcctgettga
caaaaggctg
agcacaaagg
ctctaccagc
actcccctga
ctctatctga
atgagatctt
actcacacgt
ttccececcaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagecgtee
gtctecaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttcttee
ttctcatget
ctgtctccgg

tcagctgcaa
gcaggaggac
aggacagaca
aaaccatccce
actcatctgc
agctgaatga
tgaaggagga
aagagaagaa
tttetttgte
gceccgeegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegtect
aagcectecc
cacaggtgta
cctgecctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtaaatga

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 14

70

Thr

Thr

Glu

350

Leu

Lys

Glu

Gly

Pro
320

Leu

Cys Leu

335

Ser Asn

Asp Ser

Ser Arg

Ala Leu

400

Lys
415

gtcaagctgc
cttgatgctc
tgactttgga
tgtcctccat
tgcttgggat
cctggaagcc
ctccecattctg
atacagccect
aacaaacttg
cccagcteeg
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcegg
gcaccaggac
agcccececate
caccctgeccc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
500
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1218



10

Met

Gly

His

Val

Thr

65

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

145

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

225

Leu

Glu

Ser

Thr

Phe

50

Pro

Val

Thr

val

Cys

130

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

210

Trp

His

<210> 15

<211> 771

Thr

Thr

Cys

35

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

115

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

185

Gly

Gln

Asn

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 15

Asp

Gly

20

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

100

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

180

Pro

Ser

Gln

His

Thr

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

85

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

165

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
245

Leu

Asp

Cys

Pro

Cys

70

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

150

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

230

Thr

Leu

Tyr

Pro

Lys

55

Val

Tyr

Glu

His

Lys

135

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

215

Val

Gln

Leu

Lys

Ala

Prxo

Val

Val

Gln

Gln

120

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

200

Tyr

Phe

Lys

ES 2 582947 T3

Trp

Asp

25

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

105

Asp

Leu

Lys

Asp

185

Lys

Ser

Ser

Ser

Val Leu
10

Asp Asp

Glu Leu

Asp Thr

Asp Val
75

Gly Val
90

Asn Ser

Trp Leu

Pro Ala

Glu Pro
155

Asn Gln
170

Ile Ala

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

235

Leu Ser
250

Leu

Asp

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

140

Gln

Val

Val

Pro

Thr

220

Val

Leu

71

Leu

Lys

Gly

45

Met

His

Val

Tyr

Gly

125

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

205

Val

Met

Ser

Trp

Asp

30

Gly

Ile

Glu

His

Arg

110

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

150

Val

Asp

His

Pro

val

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

95

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

175

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
255

Pro

Thr

Ser

Arg

Pro

80

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

160

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

240

Lys



10

atggagacag
gacgactaca
ccggaactcc
atgatctccc
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cccccatcec
ttctatccca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc

<210> 16

<211> 444
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 16

Met Val

1

Thr

Ser

Ile

val

65

Gly

Ala

Glu

Leu

Pro
145

Gln

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

130

Pro

Pro

Thr

Cys

Arg

acacactcct
aggacgacga
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctcecaa
gggatrgagcet
gcgacatecgc
ctccegtgtt
gcaggtggca
actacacgca

Thr Leu

Ala Gly

20

Val

35

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln Arg

Cys Ala
Lys Val

Val
85

Glu

Gly Gln

100

Leu
115

Thr

Asp

Gln

Leu

Ala

Leu His

Leu Arg

Leu

Ser

Tyr

Glu

55

Asn

Val

Ala

val

Ala

ES 2 582947 T3

gctatgggta
tgacaaggac
gtcagtcttc
ggtcacatgce
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgce
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac
gaagagccte

Leu Len

Ala
25

Arg

Leu Leu

40

His Cys

Phe Tyr
Trp Gln

Len
105

Leu

Asp
120

Lys

Leu Gly

135

Ala Ser

150

Ala

Ala Pro

ctgctgctct
aaaactcaca
ctcttcccce
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttct
gtcttctcat
tcecetgtcetce

Leu Ala

10

Prc Pro

Glu Ala

Ser Leun

Ala

Arg

Lys

Asn

gggttecagg
catgcccacc
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgcct
ggcagccegga
tcctctacag
gctccgtgat
cgggtaaatg

: Constructo sintético

Ala Leu

Ile
30

Leu

Glu
45

Ala

Glu Asn

60

Ala Trp

75
Gly Leu
90

Val Asn

Ala val

Ala Gln

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Arg Met

Leu Leu

Gln
110

Ser

Gly
125

Leu

Glu Ala

140

Leu Arg

155

72

Thr

Ile Thr

tteccactggt
gtgcccagcet
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccg
cetgcaccag
cgcecageecee
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct
a

Ala
15

Pro

Cys Asp

Glu Asn

Ile Thr

Glu Vval

80
Ser Glu
95

Pro Trp

Arg Ser

Ile Ser

Ala Asp

160

60

120
180
240
360
360
420
480
540
€00
€60
720
771



10

Leu Lys

Gly Gly

Glu Asn
210

Gly Gly
225

Pro Pro
Thr Cys
Asn Trp
Arg Glu

290

Val Leu

305

Ser Asn

Lys Gly

Asp Glu

Phe Tyr
370

Glu Asn
385

Phe Phe
Gly Asn

Tyr Thr

<210> 17

]
]
w

Leu

Glu

195

Gln

Pro

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Leu

355

Pro

Asn

Leu

val

Gln
435

<211> 1335
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

t
<
L4]]

Tyr

180

Tyr

Ala

Ala

Pro

Val

260

val

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

+ -

Leu

165

Thr

Gln

Leu

Pro

Lys

245

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Gly

Ala

Glu

Glu

230

Asp

Asp

Giy

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

et
51
<]

Glu

Leu

Lys

215

Leu

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

<
o
[

Ala

Glu

200

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

360

vVal

Pro

Thr

Val

Leu
440

<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 17

ES 2 582947 T3

r3

Cys

185

Lys

Val

Gly

Met

His

265

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

val

Met

425

Ser

Arg

Glu

Ala

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

410¢

His

Preo

Val

Gln

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Gly

Ala

Leu

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

: Constructo sintético

73

Asp

Gln

205

Glu

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

asn

Ser

Arg

Leu

His

Phe

Pro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

val

Gly

Asp

Trp

His
430

Glu

Glu

Leu

Glu

255

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Ala

Gly

Phe

240

Val

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His



10

atggtaccgt
gccggctcta
ttggaggcca
gagaatatca
gggcagcagg
ggccaggccc
aaagccgtca
gaagccatct
actttccgea
acaggggagg
aaggaggtgg
gagcacgagg
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttecctet
tcatgcteceg
tctecgggta

<210> 18
<211> 276
<212> PRT

gcacgctget
gagccccace
aggaggccga
ctgtcccaga
ccgtagaagt
tgttggtcaa
gtggccttcg
cccctecaga
aactcttccg
cectgeaggac
cccagctgga
gtggtggtee
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgeca
ccctcececcagce
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cctgctgttg
acgcctceate
gaatatcacg
caccaaagtt
ctggcagggc
ctctteccecag
cagcctcacc
tgcggectcea
agtctactcce
cggtgacagyg
ggccgagaac
cgcacccgag
cctcatgatc
ccctgaggtc
gccgegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgccecceca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac
ggctectgeac

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial:

<400> 18

ES 2 582947 T3

gcggecegcecece
tgtgacagcc
acgggctgtg
aatttctatg
ctggececctge
ccgtgggagce
actctgcttc
gctgctccac
aatttcctece
gaattcggtg
caggecctgg
ctgctgggeg
tcceggacecce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tccegggatg
cccagcgaca
acgectcecg
aagagcaggt
aaccactaca

tggctcecgac
gagtcctgca
ctgaacactg
cctggaagag
tgtcggaagce
ccectgecaget
gggctctyggg
tccgaacaat
ggggaaagct
gtgagtacca
agaaggaggt
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgcecgtgga
tgttggactc

ggcagcaggg
cgcagaagag

Constructo sintético

Met
1

Thr

Lys

Val

Gly

€5

Met

His

val

Gln

Lys

Ala

50

Gly

Ile

Glu

Pro

Thr

Val

35

Gln

Pro

Ser

Asp

Cys

Arg

20

Ala

Leu

Ser

Arg

Pro
100

Thr

Ala

Gln

Lys

val

Thr

85

Glu

Leu

Gly

Leu

His

Phe

70

Pro

Val

Leu

Glu

Lys

Lys

55

Leu

Glu

Lys

Leu

Phe

Ala

40

Gly

Phe

Val

Phe

Leu

Gly

25

Lys

Gly

Pro

Thr

Asn
105

Leu

10

Gly

Asn

Gly

Pro

Cys

20

Trp

hla

Glu

Gln

Pro

Lys

Rla Ala

Tyr Gln

tcagacccge
gaggtacctc
cagcttgaat
gatggaggtc
tgtcctgegg
gcatgtggat
agcccagaag
cactgctgac
gaagctgtac
ggccctggag
ggcccagcetg
cttcctette
atgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagccecce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctee
gaacgtcttc
cctectecctg

Leu

Ala

Ala
15

Leu

30

Ala Leu

Ala
60

Preo

Prc Lys

15

Val

Tyr

Val Val

Val Asp

Lys

Glu

Asp

Asp

Gly

Lys

Leu

Thr

val

vVal

110

74

Proc

Lys

Lys

Leu

Leu

Ser

Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1335



10

15

20

val

Tyr

His

Arg

Asn Ala

115

val val

130

Gly
145
Ile
Val

Ser

Glu

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

Glu Tyr

Lys Thr

Thr Leu

180

Thr
185

Cys

Glu Ser

210

Pro
225

Val

Met

Ser Pro

<210>
<211>
<212>

val

Asp

His

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

260

Gly
275

Lys

19
831
ADN

Lys Thr

Ser Val

Lys

Leu

ES 2 582947 T3

Pro
120

Arg

Thr Val

135

Lys Cys

150

Ile
165

Ser
Pro Pro
val

Leu

Asn Gly

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Val Ser

Ala Lys

Arg Asp

185
Gly Phe
200

Pro Glu

215

Ser Asp

230

Arg
245

Trp

Leu His

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly

Gln

Asn

Ser Phe

Gln Gly

His Tyr

265

Glu Glu Gln

Gln
140

Leu His

Asn Lys ARla

155

Gly Gln Preo

170

Glu Leu Thr

Tyr Prc Ser

Asn Asn Tyr

220
Phe Leu
235

Tyr

Asn Val Phe

250
Thr

Gln Lys

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>

19

atggtaccgt
gccggcgaat
aagaaccagg
ccagagctcc
atgatctccc
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccceccatecce
ttctatcccea
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc

20
245
PRT

gcacgctgct
tcggtggtga
ccctgaagaa
tgggcggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatcgce
ctccegtgtt
gcaggtggca
actacacgca

<213> Secuencia Artificial

<220>

cctgctgttg
gtaccaggcc
gaaggtggce
gtcagtcttc
ggtcacatgc
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaagqgg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac
gaagagcctce

gcggecgcecc
ctgaagaaga
cagctgaagc
ctcttececece
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctcecttct
gtcttctcat
tcecctgtcte

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400>

20

75

Tyr Asn

125

Asp Trp

Pro

Leu

Arg Glu

Ser

Leu

Ala

Pro

Thr

Asn

Pro

160

Gln

175

Asn
150

Lys

Asp Ile

205

Lys Thr

Ser

Lys

Ser Cys

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

Val

Val

Pro

Thr

240

Val

255

Ser Leu

270

tggcteccgac
aggtggcccea
acaagggcegg
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgcct
ggcagccgga
tcctctacag
gctccgtgat
cgggtaaatg

Ser

Leu

tcagacccgc
gctgaaggcce
cggcceegec
ggacaccctc
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
cccagcccecec
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct
a

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
831



10

Met

Lys

Leu

Leu

Ser

65

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

145

Val

Val

Pro

Thr

Val

225

Leu

<210> 21

<211> 738

Ala

Ser

Gly

Met

50

His

Val

Tyr

Gly

Ile

130

vVal

Ser

Glu

Pro

Val

210

Met

Ser

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Ser

Gly

35

Ile

Glu

His

Arg

Lys

115

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

195

Asp

Pro

Thr

Cys

20

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

100

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

180

Leu

Lys

Glu

Gly

Phe

Ser

Ser

Arg

Pro

Ala

85

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

165

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
245

Ala

Val

val

Thr

Glu

70

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
230

Leu

Gly

Phe

Pro

55

Val

Thr

val

Cys

Ser

135

Prao

Val

Gly

Asp

Trp

215

His

ES 2 582947 T3

Leu

Cys

Leu

40

Glu

Llys

Lys

Leu

Lys

120

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

200

Gln

Asn

vVal

Pro

25

Fhe

Val

Phe

Pro

Thr

105

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

185

Ser

Gln

His

Ala

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

90

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

170

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Cys

Pro

Cys

Trp

75

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

155

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
235

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 21

76

Leu

Pro

Lys

Val

60

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

140

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

220

Gln

val

Ala

Fro

43

vail

Val

Gln

Gln

Ala

125

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

205

Phe

Lys

Leu

Pro

30

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

110

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

190

Ser

Ser

Ser

Ser

15

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

95

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

175

Thr

Lys

Cys

Leu

Cys

Leu

Thr

Val

Val

80

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

160

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
24Q



10

atggccttga
tetgtggget
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagecctga
agcaatgggce
tccttettce
ttctcatgct
ctgtctcecgg

<210> 22
<211> 430
<212> PRT

cctttgcttt
gcecegecgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctece
cacaggtgta
cctgcetggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtaaatga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 22

Met Ala
1

Leu

Thr Phe

Ala

actggtggcc
cccagctecg
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
cacccectgecc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtyg
tgaggctctg

Leu Leu

ES 2 582947 T3

ctectggtge
gaactgctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccggg
tatcccageg
accacgcctce
gacaagagca
cacaaccact

Val Ala

10

Leu

tcagctgcaa
gcggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
atgagctgac
acatcgeeqgt
ccgtgttgga
ggtggcagca
acacgcagaa

: Constructo sintético

Leu Val

Leu

gtcaagctgc
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacgge
ggggaacgtc
gagcctcectec

Ser
15

Cys

Lys Ser

Gly

Ser

Phe
50

Leu

Glu
65

Phe
Glu Met
Ala Ala
Gln Gln

Thr Glu

Ser

Arg

35

Ser

Gly

Ile

Trp

Leu

115

Thr

Cys

20

Arg

Cys

Asn

Gln

Asp

100

Asn

Pro

Ser

Thr

Leu

Gln

Gln

85

Glu

Asp

Leu

val

Leu

Lys

Phe

70

Ile

Thr

Leu

Met

Gly

Met

Asp

55

Gln

Phe

Leu

Glu

Lys

Cys

Leu

40

Arg

Lys

Asn

Leu

Ala

120

Glu

Asp

25
Leu
His
Ala
Leu
Asp
105

Cys

Asp

Leu

Ala

Asp

Glu

Phe

90

Lys

val

Ser

Pro

Gln

Phe

Thr

75

Ser

Phe

Ile

Ile

Gln

Met

Gly

60

Ile

Thr

Tyr

Gln

Leu

77

Thr

Arg

415

Phe

Pro

Lys

Thr

Gly

125

Ala

His

30

Arg

Pro

val

Asp

Glu

110

Val

Val

Ser

Ile

Gln

Leu

Ser

95

Leu

Cly

Arg

Leu

Ser

Glu

His

80

Ser

Tyr

val

Lys

60

120
i80
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738



10

Tyr
145
Cys
Ser
Ser
Cys
Leu
225
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
305
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
385

Gln

Asn

<210> 23

Thr

Gly

Pro

210

Phe

val

Phe

Pro

Thr

290

Val

Ala

Axg

Gly

Pro

370

Ser

Gln

His

<211> 1291
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Constructo sintético

<400> 23

Gln

Trp

Asn

Gly

195

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

275

val

Ser

Lys

Asp

Fhe

355

Glu

Fhe

Gly

Tyr

Arg

Glu

Leu

180

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

260

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

340

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
120

Ile

Val

165

G1n

Gly

Pro

Lys

Val

245

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

325

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

405

Gln

Thr

150

Val

Glu

Ser

Ala

Pro

230

val

Val

Gln

Gln

Ala

310

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

390

Phe

Lys

Ser

Gly

Pro

215

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

295

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

375

Ser

Ser

Ser

ES 2 582947 T3

Tyr

Ala

Leu

Gly

200

Glu

Asp

AsSp

Gly

Asn

280

Trp

Pro

Glu

Asn

Tle

360

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Glu

Arg

185

Gly

Leu

Thr

Val

Val

265

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

345

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
425

Lys

Ile

170

Ser

Gly

Leu

Leu

Ser

250

Glu

Thr

Asn

Pro

G1ln

330

Val

Val

Pro

Thr

Val

410

Leu

[
o+
<

Glu

155

Met

Lys

Ser

Gly

Met

235

His

Val

Tyr

Gly

Ile

315

Val

Ser

Glu

Pro

Val

395

Met

Ser

78

Lys

Arg

Glu

Asp

Gly

220

Ile

Glu

His

Arg

Lys

300

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

380

Asp

His

Pro

Lys

Ser

Gly

Lys

205

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

285

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

365

Leu

Lys

Glu

Gly

Tyr

Phe

Gly

190

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

270

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

350

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
430

Ser

Ser

175

Gly

His

Val

Thr

Glu

255

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

335

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
115

Pro

160

Leu

Gly

Thr

Phe

Pro

240

Val

Thr

Val

Cys

Ser

320

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

400

His



10

atggccttga
tctgtggget
ctggcacaga
tttcecccagg
gagatgatcc
gagacccectee
tgtgtgatac
gctgtgagga
tgtgcctggg
caagaaagtt
ggagggagcg
ccgtcagttt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagcaaaggyg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac
gaagagcctc

<210> 24
<211> 428
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial:

<400> 24

Met Gly

1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu

Asn Ile

65

Met Glu

Val His

Pro
20

Leu

Asp Ser

35
Asn Ile
50

Thr Val

Vval Gly

cctitgettt
gtgatctgcc
tgaggagaat
aggagtttgg
agcagatctt
tagacaaatt
agggggtggg
aatacttcca
aggttgtcag
tacgtagtaa
acaaaactca
cctectteece
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctee
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggcteettet
gtcttctecat
tecectgtete

Glu Cys

Leu Gly

Arg Val

Thr Thr

Pro Asp

70

Gln
85

Gln

Pro
Leu
Leu
Gly

55

Thr

Ala

ES 2 582947 T3

actggtggce
tcaaacccac
ctctectttte
caaccagttc
caatctctte
ctacactgaa
ggtgacagag
aagaatcact
agcagaaatc
ggaaggtggc
cacgtgcccg
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtecceteaccy
aacaaagccce
aaccacaggt
tgacctgcct
ggcagccgga
tcectctacag
gctccgtgat
cgggtaaatg

Ala Trp

Val

Pro

Glu
40

Arg
Cys Ala
Lys Val

val Glu

Asn

ctectggtge
agcctgggta
tcctgettga
caaaaggctg
agcacaaagg
ctctaccagc
actcccctga
ctctatctga
atgagatctt
ggcggatccg
ccghkgeecag
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgeacca
tcecageeee
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggcect
a

Constructo sintético

Leu Trp Leu

Leu Gly Ala

Tyr Leu Leu

Glu His Cys

&0

Phe
75

Tyr

Val Trp Gln

79

tcagctgcaa
gcaggaggac
aggacagaca
aaaccatccc
actcatctgc
agctgaatga
tgaaggagga
aagagaagaa
tttctttgtc
gtggaggcgg
ctcecggaact
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggcty
catcgagaaa
ccccecatece
ttctatccca
aagaccacgc
gtggacaaga
ctgcacaacc

Leu Leu

Ser

gtcaagctgc
cttgatgctc
tgactttgga
tgtcctccat
tgcttgggat
cctggaggcc
ctccattctg
atacagccct
aacaaacttg
gtccggeggt
gctgggcgga
cqgacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaaqqg
accatctcca
gggatgagct
gcgacatcgc
ctccogtgtt
gcaggtggca
actacacgca

Leu

15

Pro
30

Pro

Glu
45

Ala
Ser Leu
Ala Trp

Gly Leu

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala
95

Leuw

Glu

Glu

Arg

80C

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1291
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Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Pro

Pro

225

Thr

Asn

Arg

vVal

Ser

305

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe
385

%5 ]
IO
Lo

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Glu

Cys

210

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

290

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

370

Phe

Asn

<210> 25
<211> 1287
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial:

Ser

Asp

Lys

Phe

195

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

275

His

Lys

Gln

Leu

Pro

355

Asn

Leu

Leu

Pro

Thr

Leu

180

Ala

Ala

Pro

Val

Val

260

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

340

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Gly

Pro

Lys

Val

245

Asp

Tyx

Asp

Leu

Arg

325

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser
405

tl‘
[}
[

Leu

Thr

ASp

150

Arg

Leu

Ala

Glu

Asp

230

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

310

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
390

£
1]
[

ped
H
L

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Leu

215

Thr

val

Val

Ser

Leu

295

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

375

Leu

[ %]
I
s}

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

200

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

280

Asn

Pro

Gln

Val

Val

360

Pro

Thr

ES 2 582947 T3

']

= o

o k-
wn

His

Arg

Ser

Phe

Gly

185

val

Gly

Met

His

Val

265

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

345

Glu

Pro

Val

Met

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Asp

Gly

Ile

Glu

230

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

330

Leu

Trp

Val

Asp

His
410

Leu

Ala

155

Val

Ala

Lys

Pro

Ser

235

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

315

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

395

Glu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Thr

Ser

220

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

300

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

380

Ser

Ala

Constructo sintético

80

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

His

205

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

285

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

365

Ser

Arg

Leu

Gln

Arg

Asn

Thr

180

Thr

Phe

Pro

val

Thr

270

Val

Cys

Ser

Pro

Val

350

Gly

Asp

Trp

His

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Cys

Leu

Glu

Lys

255

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

335

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
415

Glu

Ile

160

Len

AsSp

Pro

Phe

Val

240

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

320

Arg

Gly

Fro

Ser

Gln

400

His
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<400> 25

atgggagtgce
ctgggcctece
aggtacctect
agcttgaatg
atggaggtcg
gtcctgcggg
catgtggata
gcccagaagg
actgctgaca
aagctgtaca
gtcgacaaaa
gtcttectet
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggct
gggaacgtct
agcctctccc

acgaatgtcc
cagtcctggg
tggaggccaa
agaatatcac
ggcagcagge
gccaggccct
aagccgtcag
aagccatctc
ctttccgcaa
caggggaggc
ctcacacatg
tcceccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagectgac
gcaatgggca
ccttcttcecet
tctcatgetce
tgtcteceggg

ES 2 582947 T3

tgectggetg
cgececcacca
ggaggccgag
tgtcccagac
cgtagaagtc
gttggtcaac
tggccttcge
ccckccagat
actcttccga
ctgcagaaca
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccectecca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

tggcttctece
cgectcatcet
aatatcacga
accaaagtta
tggcagggcec
tcttececcage
agcctcacca
gcggcctcag
gtctactcca
ggggacagag
ccagctcegg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgeggg
caccaggact
gcccccatceg
accctgeccce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

taaatga

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 26

Pro Lys Asn Ser Ser Met Ile Ser Asn Thr Pro
1 5 10

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 27

His Gln Ser Leu Gly Thr Gin
1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 28
His Gln Asn Leu Ser Asp Gly Lys
1 5
<210> 29
<211>8

81

tgtcecctget
gtgacagccg
cgggcectgtge
atttctatge
tggcecctget
cgtgggagcc
ctctgcttcg
ctgcteccact
atttcctceg
agttcgccgg
aactcectggg
tctcececggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgectee
acaagagcag
acaaccacta

gtegeteect
agtcctggag
tgaacactgc
ctggaagagg
gtcggaaget
cctgcagctg
ggctctggga
ccgaacaatc
gggaaagctg
cgccgctgeg
cggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagce
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgttggac
gtggcagcag
cacgcagaag

60
120
180
240
300
360
420
180
540
600
€60
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1287



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 582947 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 29

His Gln Asn Ile Ser Asp Gly Lys

1 5

<210> 30

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 30

Val Ile Ser Ser His Leu Gly Gln

1

<210> 31

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 31

Glu Phe Ala Gly Ala Ala Ala Val

1 5

<210> 32

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<220>

<223> Esta secuencia puede abarcar 1-10 repeticiones Gly-Ala

<400> 32

Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala

1

Gly Ala Gly Ala
20

<210> 33

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<220>

5

5

10

82

15
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<223> Esta secuencia puede abarcar 1-10 repeticiones Gly-Gly

<400> 33

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly

1 5 1¢

15

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser

20 25

<210> 34

<211> 80

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<220>

<221> caracteristica misc

<222> (1)..(30)

<223> Esta region puede abarcar 1-10 repeticiones Gly-Gly-Ser

<220>
<221> caracteristica misc
<222> (31)..(80)

<223> Esta region puede abarcar 1-10 repeticiones Gly-Gly-Gly-Gly-Ser

<400> 34

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly

1 5 10

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser

20 25

30

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

35 40 45

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

50 55 60

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly

65 70 75

<210> 35

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 35

Gly Gly Gly
1

<210> 36

<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 36

83

30

Ser Gly
15

Gly Gly

Gly Gly

Gly Gly

Gly Ser
80
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Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

<210> 37

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 37

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly
1 S 10 15

<210> 38

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 38

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

<210> 39

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 39

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

Gly Ser

<210> 40

<211> 50

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<220>
<223> Esta secuencia puede abarcar 1-10 repeticiones Gly-Gly-Gly-Gly-Ser

<400> 40

84
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Gly Gly Gly Gly Ser ‘Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
35 40 45

Gly Ser
50

<210> 41

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 41

gctggctage caccatgga 19
<210> 42

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 42

cttgtcatcg tcgtecttgt agtcgtcacc agtggaacct ggaac 45
<210> 43

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 43

gactacaagq acgacgatga caaggacaaa actcacacat gcccaccgtg cccagctccg 60

gaactcce

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 44
tagtggatcc tcatttaccc g 21
<210> 45
<211> 38

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

85
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 45
gctacctgca ggccaccatg gtctcccagg ccctcagg 38
<210> 46
<211> 51

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 46

cagttccgga getgggcacg gcgggceacgt gtgagttttg tcgggaaatg g 51
<210> 47
<211>33

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 47

ttactgcaga aggttatgca gcgegtgaac atg 33
<210> 48

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 48

tttttcgaat tcagtgagct ttgttitttc cttaatcc 38
<210> 49

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 49

ggtaagcttg ccatggagct gaggcecctgg ttge 34
<210> 50

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 50

gttttcaatc tctaggaccc actcgecc 27

86
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<210> 51

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 51
gccaggccac atgactactc cgc 23
<210> 52
<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 52
ggtgaattct cactcaggca ggtgtgaggg cagc 34

<210> 53

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 53
gctactgcag ccaccatggc cttgaccttt gctttac 37
<210> 54
<211> 35

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 54

cgttgaattc ttccttactt cttaaacttt cttge 35
<210> 55

<211>73

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 55

cagttccgga gctgggcacg gcgggcacgt gtgagttttg tcttecttac ttettaaact 60

ttttgcaagt ttg

<210> 56
<211> 45
<212> ADN

87
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 56
gtcaggatcc ggcggtggag ggagcgacaa aactcacacg tgcce 45

<210> 57

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 57
tgacgcggcc gctcatttac ccggagacag gg 32
<210> 58
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 58

ccgctagect gcaggccacc atggccttga cc 32
<210> 59

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 59
ccggatccgce cgcecacctte cttactacgt aaac 34
<210> 60
<211>15

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 60

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10

<210> 61

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

88
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<400> 61
gtcaggatcc ggtggaggceg ggtccggegg tggagggagce gacaaaactc acacgtgecc 60
<210> 62
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 62
atagaagcct ttgaccaggc 20
<210> 63
<211> 84

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 63

gcocggegaat teggtggtga gtaccaggecc ctgaagaaga aggtggoeca geotgaaggec 60
aagaaccagq ccctgaagaa gaag 84

<210> 64
<211> 58

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 64

gtggcccagce tgaagcacaa gggeggegge ccegecccag agcetectggg cggaccga 58
<210> 65

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 65

cggtccgecec aggagectctg gggeggggee gecgececttg tgettceaget gggecaccett 60
cttecttcagg gecctggttcet tg B2

<210> 66

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 66

gccttcagcet gggcecacctt cttcttcagg gectggtact caccaccgaa ttcgecggea 60

89
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<210> 67

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 67

ceggtgacag ggaattcggt ggtgagtacc aggecctgga gaaggaggtg gocecagetgg 60
ag 62

<210> 68

<211> 83

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 68

gccgagaace aggcecctgga gaaggaggtg gceccagetgg agcacgaggg tggtggtcocc 60
gctccagage tgectygggegg aca 83

<210> 69

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucleodtido sintético

<400> 69
gtccgeccag cagcetctgga gcgggaccac caccctegtg ctccagetgg gecac 55

<210>70

<211>90

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 70

ctccttctec agggectggt tctcggecte cagetgggec acctecttcet ccagggectg 60
gtactcacca ccgaattcee tgtcaccgga 90

<210> 71

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 71
gctactgcag ccaccatggc cttgaccttt gctttac 37

<210>72

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

90
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 72
cagttccgga gctgggcacg gcggagagcec cacagagcag cttg 44
<210>73
<211>42

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 73

gtggtcatat gggcattgaa ggcagaggcg ccgctgeggt cg 42
<210>74
<211> 50

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 74
ggtggttgct cttccgcaaa aacccggaga cagggagaga ctcttctgeg 50
<210> 75
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 75

aatctagagc cccaccacgc ctcatctgtg ac 32
<210> 76

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 76

ttgaattctc tgtccectgt cctgcaggee 30
<210> 77

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 77
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gtacctgcag gcggagatgg gggtgca 27

<210>78

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 78
cctggtcate tgtcecctgt cc 22
<210>79
<211> 56

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 79

gtccaacctg caggaagctt gccgccacca tgggagtgca cgaatgtect geetgg 56
<210> 80

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 80

gccgaattca gttttgtcga ccgcagcgge geccggcgaac tctctgtcee ctgttetgea 60
ggectce 67

<210> 81

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 81

Gly Gly Gly Gly Ser
1 )

<210> 82

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 82

gctgeggtcg acaaaactca cacatgcceca ccgtgcccag ctceggaact cctgggegga 60
ccgtceagte 69

<210> 83
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<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 83
attggaattc tcatttaccc ggagacaggg agaggc 36

<210> 84

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

Glu Leu Leu Gly
1

<210> 85

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<220>
<223> Esta secuencia puede abarcar 1-10 repeticiones Gly

<400> 85

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10

<210> 86

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido ligante sintético

<400> 86

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 3er
1 5 10

<210> 87

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Fragmento de péptido sintético

<400> 87

Ser Val Gly Cys Pro Pro Cys
1 5

<210> 88

<211>6
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Fragmento de péptido sintético

<400> 88

Val Gly Cys Pro Pro Cys
1 5

<210> 89

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Fragmento de péptido sintético

<400> 89

Ser Thr Gly Cys Pro Pro Cys
1 5

<210> 90

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Fragmento de péptido sintético

<400> 90

Cys Pro Pro Cys
1

<210> 91

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido FLAG sintético

<400> 91

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 92

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 92
ctagcctgca ggaagcttgc cgccaccatg accaacaagt gtctcctc 48
<210>93
<211> 51

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético
<400> 93

tttgtcgacc gcagcggcegce cggcgaactc gtttcggagg taacctgtaa g 51
<210> 94

<211> 37

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 94
ggcaagcttg ccgccaccat ggagacagac acactcc 37
<210> 95
<211>40

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 95
tcagtggtga tggtgatgat gtttacccgg agacagggag 40
<210> 96
<211> 53

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 96

ggtaaacatc atcaccatca ccactgagaa ttccaatatc actagtgaat tcg 53
<210> 97

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 97

gctatttagg tgacactata gaatactcaa gc 32
<210> 98

<211> 1269

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 98

95



10

atgaccaaca
tccatgagct
ctcctgtgge
atccctgagg
tatgagatgc
aatgagacta
acagtcctgg
ctgcacctga
cactgtgcct
cttacaggtt
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagecctec

Py
Clalagguege

1020

acctgecetgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

agtgtctecct
acaacttgct
aattgaatgg
agattaagca
tccagaacat
ttgttgagaa
aagaaaaact
aaagatatta
ggaccatagt
acctccgaaa
gcccagctcce
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcccccat

ggtaaatga

<210> 99
<211> 422
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99

alavisouygoia

tcaaaggett
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

ccaaattgct
tggattccta
gaggcttgaa
gctgcagcag
ctttgctatt
cctectgget
ggagaaagaa
tgggaggatt
cagagtggaa
cgagttcgee
ggaactccetyg
gatctcccegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc

ctatceccage
gaccacgcet
ggacaagage
gcacaaccac
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ctcctgttgt
caaagaagca
tattgcctca
ttccagaagg
ttcagacaag
aatgtctatc
gatttcacca
ctgcattacc
atcctaagga
ggcgecgetg
ggcggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag

gcttcteocac
gcaattttca
aggacaggat
aggacgccgc
attcatctag
atcagataaa
ggggaaaact
tgaaggccaa
acttttactt
cggtcgacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca

96

=,
tgagul_gu Claagdacia

tacagctctt
gtgtcagaag
gaactttgac
attgaccatc
cactggctgg
ccatctgaag
catgagcagt
ggagtacagt
cattaacaga
aactcacaca
cttcecccccea
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gccccgagaa

60

120
180
2490

gacatecgeeqg tggagtggga gagcaatggg
ccegtgttgg acteccgacgg ctecttette
aggtggcage aggggaacgt cttctcatge
tacacgcaga agagcctcte cctgtctecg



Met

Thr

Ser

Leu

Ile

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Arg

145

His

Phe

Ala

Leu

Thr
225

Thr

Thr

Ser

Glu

50

Lys

Glu

Thr

His

Glu

130

Tyr

Cys

Ile

Ala

Leu

210

Leu

Asn

Ala

Asn

35

Tyr

Gln

Met

Gly

Gln

115

Asp

Tyr

Ala

Asn

Val

195

Gly

Met

Lys

Leu

20

Phe

Cys

Len

Leu

Trp

100

Ile

Phe

Gly

Trp

Arg

180

Asp

Gly

Ile

Cys

Ser

Gln

Leu

Gln

Gln

85

Asn

Asn

Thr

Arg

Thr

165

Leu

Lys

Pro

sSer

Leu

Met

Cys

Lys

Gln

70

Asn

Glu

His

Arg

Ile

150

Ile

Thr

Thr

Ser

Arg
230

Leu

Ser

Gln

AsSp

55

Phe

Ile

Thr

Leu

Gly

135

Leu

Val

Gly

His

vVal

215

Thr
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Gln

Tyr

Lys

40

Arg

Gln

Phe

Ile

Lys

120

Lys

His

Arg

Tyr

Thr

200

Phe

Pro

Ile

Asn

25

Leu

Met

Lys

Ala

Val

105

Thr

Leu

Tyr

Val

Leu

185

Cys

Leu

Glu

Ala

10

Leu

Leu

Asn

Glu

Ile

90

Glu

Val

Met

Leu

Glu

170

Arg

Pro

Phe

Val

Leu

Leu

Trp

Phe

Asp

75

Phe

Asn

Leu

Ser

Lys

155

Ile

Asn

Pro

Pro

Thr
235

97

Leu

Gly

Gln

Asp

60

Ala

Arg

Leu

Glu

Ser

140

Ala

Leu

Glu

Cys

Pro

220

Cys

Leu

Phe

Leu

415

Ile

Ala

Gln

Leu

Glu

125

Leu

Lys

Arg

Phe

Pro

205

Lys

val

Cys

Leu

30

Asn

Pro

Leu

Asp

Ala

110

Lys

His

Glu

Asn

Ala

190

Ala

Pro

val

Phe

15

Glin

Gly

Glu

Thr

Ser

95

Asn

Leu

Leu

Tyr

Fhe

175

Gly

Fro

Lys

Val

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

Ser

val

Glu

Lys

Ser

160

Tyr

Ala

Glu

Asp

Asp
240
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Val Glu Val His Asn Ala Lys
260

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
275

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
290 295

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
305 310

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
325

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
340

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
355

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
370 375

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
385 390

Ser Val Met His Glu Ala Leu
405

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
420

<210> 100

<211>102

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

Val

280

Cys

Ser

Pro

val

Gly

360

AsSp

Trp

His
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Lys

265

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

345

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro Arg Glu Glu

Thr Val Leu His
285

Val Ser Asn Lys
300

Gln
270

Asn

Gln Asp Trp

Ala

Leu

Ala Lys Gly Gln Pro Arg

315

Arg Asp Glu Leu
330

Gly Phe Tyr Pro
Pro Glu Asn Asn
365

Ser Phe Phe Leu
380

Gln Gly Asn Val
395

His Tyr Thr Gln
410

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 100

tttaagcttg ccgeccaccat ggagacagac acactcctge tatgggtact gectgctcoctgg 60

gttccaggtt ccactggtga caaaactcac acatgeccac cg

<210> 101

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 101

ggtcagctca tcgcgggatg gg 22

<210> 102

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

98

Thr

Ser

350

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

335

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
415

Pro

Glu

320

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

400

Leu
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<400> 102

cccatcecge gatgagctga cc 22
<210> 103

<211>9

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Secuencia Kozak sintética

<400> 103
gccgecacc 9
<210> 104
<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 104

gagcagtacg ctagcacgta ccg 23
<210> 105

<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 105

ggtacgtgct agcgtactgce teec 23
<210> 106

<211>69

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 106

ctgacggtec gcccaggagt tceggagetg ggcacggtgg geatgtgtga ghttttgtega 60

ccgeagegy

<210> 107

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: 6xHis tag sintética
<400> 107

His His His His His His
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina quimérica para uso en un método de tratamiento con una molécula biolégicamente activa y dos
regiones constantes de inmunoglobulina o partes de las mismas, en donde la proteina quimérica comprende una
primera cadena de polipéptidos y una segunda cadena de polipéptidos,

en donde la primera cadena de polipéptidos comprende la molécula biolégicamente activa y una region constante de
inmunoglobulina o parte de la misma, que es un componente de unién a receptor neonatal (FcRn), y en donde la
molécula biolégicametne activa es una proteina seleccionada del grupo que consiste en una citocina, una hormona y
un factor de coagulacion; y

en donde la segunda cadena de polipéptidos consiste en una region constante de inmunoglobulina, o una parte de la
misma, que es un componente de unién a FcRn y opcionalmente una molécula con un peso molecular no mayor que
2 kD,

2. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 1, en donde la primera cadena de polipéptidos ademas
comprende un ligante entre la proteina y la regién constante de inmunoglobulina o parte de la misma.

3. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde la parte de la region
constante de inmunoglobulina de la primera cadena de polipéptidos es un fragmento de Fc y la parte de la region
constante de inmunoglobulina de la segunda cadena de polipéptidos es un fragmento de Fc.

4. La proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la region constante
de inmunoglobulina es una regién constante de IgG1 o 1gG2.

5. La proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la proteina en la
primera cadena de polipéptidos es un factor de coagulacion.

6. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 5, en donde el factor de coagulacion se selecciona del
grupo que consiste en Factor VI, Factor Vlla, Factor VIIl, Factor V, Factor IX, Factor X, Factor XI, Factor XIl, Factor
XIl, fibrinégeno, protrombina y factor de von Willebrand.

7. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 6, en donde el factor de coagulacién es Factor 1X.
8. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 6, en donde el factor de coagulacion es Factor VIII.

9. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacién 6, en donde el factor de coagulacién es Factor VIl o Factor
Vlla.

10. La proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, para uso en el tratamiento de
un sujeto que padece un trastorno henostatico.

11. La proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la proteina en la
primera cadena de polipéptidos es una hormona.

12. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 11, en donde la hormona es eritropoyetina (EPO).

13. La proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la proteina en la
primera cadena de polipéptidos es una citocina.

14. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 13, en donde la citocina es interferén a o interferon (.

15. La proteina quimérica para uso segun la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, para uso en el tratamiento de
una infeccioén virica.

16. La proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde la proteina
quimérica va a administrarse intravenosamente, intramuscularmente, subcutaneamente, por via oral, bucalmente,
sublingualmente, nasalmente, parenteralmente, rectalmente, vaginalmente, por via de una superficie de la mucosa,
mediante un aerosol o por una via pulmonar.

17. Una composicién farmacéutica, para uso en un método de tratamiento, en donde la composiciéon farmacéutica
comprende la proteina quimérica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

18. Un primer polinucledtido que codifica la primera cadena de polipéptidos de la proteina quimérica para uso segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, y un segundo polinucleétido que codifica la segunda cadena de
polipéptidos de dicha proteina quimérica.

19. Un método de obtencion de una proteina quimérica para uso segun una cualquera de las reivindicaciones 1 a 16,
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en donde el método comprende:

transfectar una célula huésped con un primer polinucleétido que codifica la primera cadena de polipéptidos y un
segundo polinucledtido que codifica la segunda cadena de polipéptidos;

cultivar la célula en condiciones tales que se expresan la primera y segunda cadenas de polipéptidos; y aislar la
proteina quimérica de dicha célula huésped.
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Fig. 2A

Secuencia de aminodacidos de factor VII-Fc (péptido sefial subrayado, propéptido en negrita)

Fig. 2B

Secuencia de aminoacidos de factor IX-Fc (péptido sefial subrayado, propéptido en negrita)
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Fig. 2C

Secuencia de aminoéacidos de [FNa-Fc (ligante de 8 aminoéacidos) (secuencia seial subrayada)

Fig. 2D

Secuencia de aminoécidos del ligante A de [FNa-Fc (secuencia sefal subrayada)

Fig. 2E

Secuencia de aminoacidos de Flag-Fc (secuencia sefial subrayada)
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Fig. 2F

Secuencia de aminoacidos de Epo-CCA-Fc (secuencia sefial de K subrayada, bobina en espiral
acida en negrita)

Fig. 2G

Secuencia de amino4cidos de CCB-Fc (secuencia sefial de K subrayada, bobina en espiral
basica en negrita)

Fig. 2H

Secuencia de aminoacidos de Cys-Fc (secuencia sefial de hIFNa subrayada)
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Fig. 21

Secuencia de proteinas de IFNa-GS15-Fc (secuencia sefal subrayada)

Fig. 2J

Secuencia de aminoacidos de Epo-Fc (secuencia sefial subrayada, ligante en negrita)
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Fig. 3A

Secuencia de nucleotidos de factor VII-Fc (péptido senal subrayado, propéptido en negrita)
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Fig. 3B

Secuencia de nucleotidos de factor IX-Fc (péptido sefial subrayado, propéptido en negrita)
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Fig. 3C

Secuencia de nucledtidos de [FNa-Fc (ligante de 8 aminoéacidos)
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Fig. 3D

Secuencia de nucleotidos del ligante A de IFNa-Fe

Fig. 3E

Secuencia de nucleotidos de Flag-Fc
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Fig. 3F

Secuencia de nucleétidos de Epo-CCA-Fc (secuencia sefial de K subrayada, bobina en espiral
acida en negrita)

Fig. 3G

Secuencia de nucledtidos de CCB-Fc (secuencia sefial subrayada, bobina en espiral basica en
negrita)
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Fig. 3H

Secuencia de nucleotidos de Cys-Fc (secuencia sefial de hIFNa subrayada)

Fig. 31

Secuencia de nucleétidos de [IFNa-GS15-Fc (secuencia sefal subrayada)
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Fig. 3J

Secuencia de nucleotidos de Epo-Fc (secuencia senal subrayada, ligante en negrita)
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Figura 5a

Secuencia de aminoacidos de Fc-MESNA (producidas en el vector pTWIN1 a partir de NEB;
cuando Fc-inteina-CBD se eluye de perlas de quitina con MESNA produce la siguiente proteina
con un tioéster del extremo C en el residuo de Phe final)

Figura 5b

Secuencia de nucledtidos de Fc-CDS en pTWINI (el residuo de F final, ttt, sobresale
directamente contiguo a CDS de inteina de Mxe GyrA en pTWIN1)
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Fig. 17a

Secuencia de nucleotidos de IFNfB-Fc (péptido sefial subrayado)

Fig. 17b

Secuencia de aminoéacidos de IFNB-Fc (péptido sefial subrayado, secuencia del ligando en
negrita, N297 en negrita subrayado)

127



ES 2 582947 T3

128



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


