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DESCRIPCION
Proteinas de fusion de inmunoglobulina

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una proteina Fc hibrida humana y a una proteina de fusién de inmunoglobulina en
la que la proteina Fc hibrida humana se une a una molécula biolégicamente activa. En particular, se refiere a una
proteina Fc hibrida humana, que se deriva de combinaciones de subclases de la inmunoglobulina G humana (IgG) o
combinaciones de la IgD y la IgG humanas, y una proteina de fusién en la que dicha proteina Fc esta acoplada a
una molécula biolégicamente activa mediante un enlace covalente.

Antecedentes de la técnica

Las moléculas biolégicamente activas pueden ser de gran interés terapéutico. Sin embargo, pueden tener
desventajas como agente terapéutico porque su estabilidad in vivo es baja. Su semivida en circulacién o semivida en
suero es corta debido a que se digieren por diversas enzimas en el cuerpo vivo. Por tanto se ha deseado mejorar la
semivida en circulacion de las moléculas bioldgicamente activas.

Se sabe que aumentar el tamario de una proteina puede aumentar su semivida, ya que se evita que el rifién elimine
la proteina (Knauf y col., J. Biol. Chem. 1988. 263: 15064-15070). Por ejemplo, se ha notificado un aumento de la
estabilidad de la proteina mediante el acoplamiento de una proteina activa con la albiumina humana (Kinstler y col.,
Pharm. Res. 1995. 12: 1883-1888). Sin embargo, como el acoplamiento de una proteina activa con la albumina
humana aumenta solo ligeramente su tiempo de residencia, no ha sido un procedimiento eficaz para desarrollar una
formulacion farmacéutica eficaz que contenga la proteina activa que se acopla a la albiumina humana.

El otro procedimiento notificado es modular la glicosilaciéon de una proteina. La glicosilacion adicional en la proteina
y la introduccion de acidos sialicos en las proteinas conducen a la prevencion de la degradacioén de las proteinas en
el higado. Sin embargo, el aumento en la glicosilaciéon de las proteinas conduce también a una disminucion de la
bioactividad de las proteinas.

Para estabilizar las proteinas y evitar la depuracion renal, las proteinas se han conjugado con polietilenglicol. Se ha
utilizado ampliamente la conjugacion covalente con el PEG para administrar un farmaco de una semivida prolongada
(Delgado y col., 1991. 9. 249-304). Sin embargo, se ha notificado que la conjugacién de PEG con citocinas u
hormonas da como resultado una afinidad de unién reducida del receptor debido al impedimento estérico producido
por la conjugacion.

Recientemente, se han investigado y desarrollado proteinas de fusién preparadas utilizando una inmunoglobulina
(Ig). La Ig es un componente principal de la sangre. La Ig humana (hlg) incluye diversos tipos tales como IgG, IgM,
IgA, IgD e IgE (Roitt y col., “lImmunology” 1989, Gower Medical Publishing, Londres, Reino Unido; Nueva York, N.
Y.). Las IgG humanas se pueden clasificar adicionalmente en diversas subclases conocidos como IgG1 humana
(hlgG1), IgG2 humana (hlgG2), IgG3 humana (higG3), e IgG4 humana (higG4).

Las inmunoglobulinas estan constituidas por cuatro cadenas de polipéptidos, dos cadenas pesadas y dos cadenas
ligeras, que estan asociadas mediante enlaces disulfuro para formar tetrameros. Cada cadena esta compuesta por
una region variable y una region constante. La region constante de la cadena pesada se divide ademas en tres o
cuatro regiones (CH1, CH2, CH3 y CH4), dependiendo de los isotipos. La porcion Fc de la region constante de la
cadena pesada, dependiendo del isotipo de Ig, incluye los dominios bisagra, CH2, CH3 y/o CH4.

Con respecto a la semivida en suero, la IgG1, IgG2 e IgG4 tienen semividas largas de 21 dias, mientras que otras
inmunoglobulinas tienen semividas relativamente cortas, de menos de una semana. Las proteinas quiméricas
fusionadas con una porcién de Fc de la IgG muestran un aumento de la estabilidad y un aumento de la semivida en
suero (Capon y col., Nature 1989. 337: 525-531). Las proteinas biolégicamente activas se han fusionado en el
extremo N de la regién CH1, el extremo N de la regién Fc, o el extremo C de la regién CH3 de las IgG.

En el periodo inicial, se han creado las proteinas de fusién de la IgG con los dominios extracelulares de receptores
superficiales celulares tales como CD4 (Capon y col.,, Nature 1989. 337: 525-531), TNFR (Mohler y col., J.
Immunology 1993. 151: 1548-1561), CTLA4 (Linsley y col., J. Exp. Med. 1991. 173: 721-730), CD86 (Morton y col.,
J. Immunology 1996. 156: 1047-1054). También, existen algunas citocinas y hormonas de crecimiento que se han
fusionado con los dominios de la IgG. Sin embargo, a diferencia de la fusién con los dominios extracelulares de los
receptores superficiales celulares, la fusion con proteinas solubles con las IgG conduce a actividades bioldgicas
reducidas, en comparacion con las citocinas no fusionadas o los factores de crecimiento. Las proteinas quiméricas
existen como dimeros, lo que conduce al impedimento estérico procedente de la interaccidn con sus receptores del
tipo moléculas diana, debido a la presencia de dos proteinas activas en estrecha proximidad entre si. Por tanto,
debe superarse este problema para preparar una proteina de fusion eficaz.

La otra limitacion de la tecnologia de fusién de Fc es la presencia de respuestas inmunes indeseables. El dominio Fc
de la inmunoglobulina tiene también funciones efectoras tales como la citotoxicidad mediada por células dependiente
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de anticuerpo (ADCC) o la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Estas funciones efectoras se
consiguen generalmente mediante la interacciéon entre la region Fc de la Ig y los FcR en las células efectoras o
mediante la unién del complemento. Por tanto, debe llevarse a cabo el bloqueo de las funciones efectoras de la Fc
para reducir las reacciones indeseables tales como la muerte celular, la liberacién de citocinas, o la inflamacion.

Divulgacion de la invenciéon

Problema técnico

En resumen, se necesitan proteinas de fusion de Fc mejoradas con una minima pérdida de actividad bioldgica y con
un riesgo disminuido de respuestas inmunes indeseadas.

Solucién técnica

La presente invencion proporciona una proteina Fc hibrida, que se deriva de combinaciones de subclases de la IgG
humana o combinaciones de la IgD e IgG humanas. La region Fc hibrida es eficaz, cuando se une a una molécula
bioldgicamente activa, para aumentar la semivida en suero de la molécula biolégicamente activa asi como para
aumentar el nivel de expresién del polipéptido cuando se expresa un nucleétido que codifica una proteina de fusién
del polipéptido Fc.

La presente invencion proporciona también un polipéptido de fusién Fc hibrido en el que el Fc hibrido se une a una
molécula biolégicamente activa. La proteina de fusion se denomina algunas veces “proteina de fusién de Fc-
molécula activa” o simplemente “proteina de fusion”. La proteina de fusién puede tener un engarce entre la FC y la
molécula biolégicamente activa. La Fc puede estar acoplada en su extremo N con un extremo C de la molécula
bioldgicamente activa.

La proteina de fusién puede producirse fabricando una construccion de nucleétidos que codifica y es capaz de
expresar la proteina de fusién; expresandola en una célula huésped; y cosechar la proteina de fusion. De forma
alternativa, la proteina de fusion puede producirse expresando un nucleétido que codifica la Fc y acoplando esta a
una molécula biolégicamente activa de una manera convencional.

De acuerdo con esto, en un aspecto, la presente invencién proporciona un polipéptido quimérico que es una fusion
que comprende (i) un polipéptido hibrido IgG-IgD y (ii) un polipéptido, una proteina o un péptido fusionado en el
extremo N terminal o el extremo C terminal del polipéptido hibrido 1IgG-IgD,

en el que (i) el polipéptido hibrido IgG-IgD esta representado por la siguiente formula:

N’-(Z1)P-Y-Z2-Z3-Z4-C’
en la que:

N’ es el extremo N y C’ es el extremo C del polipéptido.

Z1 es una secuencia de aminoacidos que consta de 5 a 9 restos de aminoacidos consecutivos procedentes del
lado del extremo C de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 90 a 98 de la SEQ ID NO: 14;

Y es una secuencia de aminoacidos que consta de 5 o0 mas restos de aminoacidos consecutivos procedentes del
lado del extremo C de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14;

Z2 es una secuencia de aminoacidos que consta de 4 a 37 restos de aminoacidos consecutivos del lado del
extremo N de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 163 a 199 de la SEQ ID NO: 14;

Z3 es una secuencia de aminoacidos que consta de 73 a 106 restos de aminoacidos consecutivos del lado del
extremo C de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 115 a 220 de la SEQ ID NO: 13;

Z4 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 221 a 327 de la
SEQ ID NO: 13; y p es un numero enterode 0 0 1; y

en el que (ii) el polipéptido, la proteina o el péptido es una hormona, una citocina, un factor de crecimiento, una
molécula coestimulante, un receptor hormonal, un receptor de citocinas, un receptor del factor de crecimiento o un
péptido corto.

Z1 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye 5-9 restos de aminoacidos consecutivos procedentes del
lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 90-98 de la SEQ ID NO: 14. En algunas
realizaciones, Z1 puede ser 5, 6, 7, 8 0 9 restos de aminoacidos del extremo C de un dominio CH1 de la IgG1 (SEQ
ID NO: 11) o de un dominio CH1 de la IgD (SEQ ID NO: 14).

Y puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye 5 o mas, o 10 o mas restos de aminoacidos consecutivos
procedentes del lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14.
En determinadas realizaciones, Y puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye restos de aminoacidos en
las posiciones 158 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 153 a 162 de la SEQ ID
NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 143 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las
posiciones 133 a 162 de la SEQ ID NO: 14, o restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO:
14.
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Z2 pueden ser una secuencia de aminoacidos incluyendo de 4 a 37 o 6-30 restos de aminoacidos consecutivos del
lado del extremo N de los restos de aminoacidos en las posiciones 163 a 199 de SEQ ID NO: 14 (higD). En ciertas
realizaciones, Z2 puede ser 6 restos de aminoacidos del extremo N de un dominio CH2 de la IgG2 humana u 8
restos de aminoacidos del extremo N de un dominio CH2 de la IgD humana.

El nimero total de restos de aminoacidos de Z2 y Z3 puede estar entre 80 y 140. En una realizacion, el numero total
de restos de aminoacidos de Z2 y Z3 esta entre 90 y 120, ambos inclusive. En otra realizacion, el numero total de
restos de aminoacidos de Z2 y Z3 esta entre 105 y 115, ambos inclusive. En una realizacion, el numero total de
restos de aminoacidos de Z2 y Z3 es 108. En una realizacion adicional, el nimero total de restos de aminoacidos de
Z2y Z3 es 109.

Z4 puede ser una secuencia de aminoacidos de los restos de aminoacidos en las posiciones 221 a 327 de la SEQ ID
NO: 13.

En una realizacion, el polipéptido puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada entre el
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27. El polipéptido es una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29.

En una realizacion, el polipéptido, se fusiona en su extremo N con una molécula biolégicamente activa que muestra
una semivida en circulacién aumentada en comparacion con la semivida en circulacién de la forma nativa de dicha
molécula biolégicamente activa. La molécula biolégicamente activa puede ser un polipéptido, una proteina o un
péptido. La molécula biolégicamente activa puede ser un farmaco polipeptidico, peptidico o proteico. La molécula
biolégicamente activa puede ser una proteina soluble tal como, pero sin limitarse a, una hormona, citocina, factor de
crecimiento, una molécula coestimuladora, receptor de hormonas, receptor de citocinas, receptor de factores de
crecimiento, o péptido corto. La molécula biolégicamente activa puede ser EPO o sus variantes/fragmentos, p40 o
sus variantes/fragmentos (por ejemplo, variante p40 que contiene una sustitucion Asn303GIn, G-CSF o sus
variantes/fragmentos, el receptor de TNF, G-CSF, el receptor de IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-
10, TGF-beta, el receptor de TGF-beta, IL-17, el receptor de IL-17, el Factor VI, CXCL-11, FSH, la hormona del
crecimiento humano, la proteina-1 morfogenética del hueso (BMP-1), CTLA4, PD-1, GLP-1, la betacelulina, OPG,
RNAK, el interferdn alfa, el interferdn beta o sus variantes/fragmentos. La molécula biolégicamente activa puede ser
una proteina secretada, que puede estar en una forma madura.

En una realizacién, se proporciona un procedimiento para producir el polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1,
en el que el procedimiento comprende las etapas de. (i) introducir una molécula de ADN que codifica el polipéptido
en una célula huésped de mamifero (ii) hacer crecer la célula en condiciones en las que se pueda expresar el
polipéptido en su medio de crecimiento; y (iii) cosechar el polipéptido expresado. La célula huésped de mamifero
puede ser una de entre células CHO, COS o BHK.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un polipéptido quimérico como se describe en el
presente documento para uso en un método de tratamiento médico.

En una realizacion, se proporciona una molécula de acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de acuerdo
con las realizaciones de la presente invencién. El polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29. La molécula de acido nucleico puede tener una
secuencia de nucledtidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 26 o SEQ ID NO: 27.

La molécula de acido nucleico puede incluir ademas una secuencia sefal o secuencia lider.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, se proporcionan un vector de expresion que incluye la molécula de
acido nucleico y una célula huésped que contiene el vector. Los ejemplos de vectores de expresion pueden incluir,
pero no se limitan a, pAD11 ERO-hFc-1, pAD11 G-CSF-hFc1, pAD11 p40N303Q-hFc1, pAD11 ERO-hFc-6, pAD11
G-CSF-hFc-6, pAD11 p40N303Q-hFc6, pAD1EFO-hFc-5, pAD11 G-CSF-hFc5, pAD11 p40N303Q-hFc5 y pAD11
TNFR-hFc-5.

En una realizacion, se proporciona un procedimiento para administrar una molécula biolégicamente activa a un
mamifero que incluye la etapa de administrar la molécula de acido nucleico al mamifero que lo necesita.

En otra realizacién, un polipéptido incluye un dominio Fc que consta de una regién bisagra, un dominio CH2 y un
dominio CH3 en una direccion del extremo N al extremo C, en el que dicha region bisagra incluye al menos una
porcion de restos de aminoacidos de una region bisagra de IgD o region bisagra de IgG1; dicho dominio CH2 incluye
al menos una parte de restos de aminoacidos de un dominio CH2 de IgG4, en el que 4-37 restos de aminoacidos
consecutivos en el extremo N del dominio CH2 de la IgG4 humana estan sustituidos con al menos una porcion de
restos de aminoacidos de la region del extremo N del dominio CH2 de la IgG2 humana o la regién del extremo N del
dominio CH2 de la IgD humana, y dicho dominio CH3 incluye al menos una porcién de restos de aminoacidos de un

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2623925713

dominio CH3 de la IgG4 humana.

La region bisagra puede incluir al menos una porcion de restos de aminoacidos de la regién bisagra de la 1gG1
humana, dicho dominio CH2 incluye al menos una porcién de restos de aminoacidos del dominio CH2 de la IgG4, en
el que los 4-37 restos de aminoacidos en el extremo N del dominio CH2 de la IgG4 humana estan sustituidos con al
menos una porcion de los restos de aminoacidos de la region del extremo N del dominio CH2 de la IgG2 humana.

La region bisagra puede incluir al menos una porcion de restos de aminoacidos de la regiéon bisagra de la IgD
humana, dicho dominio CH2 incluye al menos una porcion de restos de aminoacidos del dominio CH2 de la IgG4
humana, en el que 4-37 restos de aminoacidos en el extremo N del dominio CH2 de la IgG4 humana estan
sustituidos con al menos una porcion de los restos de aminoacidos de la region del extremo N del dominio CH2 de la
IgD humana.

El polipéptido puede incluir ademas un dominio CH1, en el que dicho dominio CH1 incluye al menos una porcion de
restos de aminoacidos del dominio CH1 de la IgG1 humana, y en el que dicho dominio CH1 esta acoplado al
extremo N de dicha region bisagra. El polipéptido puede incluir ademas un dominio CH1, en el que dicho dominio
CH?1 incluye al menos una porcién de restos de aminoacidos del dominio CH1 de la IgD humana, y en el que dicho
dominio CH1 esta acoplado al extremo N de dicha region bisagra. El polipéptido puede incluir ademas un segundo
polipéptido acoplado al extremo N de dicha regién bisagra, en el que el segundo polipéptido es un polipéptido no de
inmunoglobulina biolégicamente activo. El polipéptido puede incluir ademas una molécula biolégicamente activa
acoplada al extremo N de dicho dominio CH1 o al extremo C de dicho dominio CH4 mediante un engarce, en el que
dicha molécula biolégicamente activa no es un polipéptido de la inmunoglobulina. El polipéptido y la molécula
bioldgicamente activa pueden estar acoplados entre si mediante un engarce. La molécula de engarce es una
albumina de engarce o un engarce sintético. La albumina de engarce comprende la secuencia de aminoacidos 321 a
323, 318 a 325, 316 a 328, 313 a 330, 311 a 333 0 306 a 338 de la SEQ ID NO: 25. El engarce sintético puede ser
un péptido de 10 a 20 restos de aminoacidos compuestos por restos de Gly y Ser. En una realizacion, dicho engarce
de Gly-Ser es GGGGSGGGGSGGGSG (SEQ ID NO: 32).

La presente invencion abarca también una molécula de anticuerpo que comprende una regién Fc recombinante, la
region Fc recombinante se describe como anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra el diagrama esquematico de las Fc hibridas (hFc) que se pueden usar como proteinas
portadoras de moléculas activas designadas como “X".

La Fig. 2 muestra las representaciones esquematicas de las hFc siguiendo la descripcion detallada de las
posiciones de aminoacidos derivadas de la IgG1 (SEQ ID NO: 11), IgG2 (SEQ ID: 12), IgG4 (SEQ ID: 13) e IgD
(SEQ ID: 14). Se aplica la misma regla a la designacion de las posiciones de aminoacidos en el polipéptido a lo
largo de la solicitud, a no ser que se indique otra cosa.

La Fig. 3 muestra la representacion esquematica de las hFc que estan cada una conjugada con moléculas
bioldgicamente activas designadas como “X” en el extremo C mediante un engarce peptidico de albumina
designado como “AL”.

La Fig. 4 muestra las representaciones esquematicas de las hFc conjugadas con engarces siguiendo la
descripcion detallada acerca de las posiciones de los aminoacidos de los engarces de la albumina derivados de
la albimina humana (SEQ ID NO: 25).

La Fig. 5 muestra los resultados de la grafica de hidrofobicidad de la hFc-6.

La Fig. 6(a) muestra los resultados de las actividades de unién de FcyRI de MabThera® (Rituximab), higG1,
Enbrel® (etanercept), EFO-hFc-5, G-CSF-hFc-5, p40N303Q-hFc-5 utilizando el ensayo ELISA especifico; la Fig.
6(b) muestra los resultados de las actividades de unidon de Clg de MabThera® (Rituximab), higG1, Enbrel®
(etanercept), EFO-hFc-5, G-CSF-hFc-5, p4A0N303Q-hFc-5 utilizando el ensayo ELISA especifico.

La Fig. 7(a) muestra los resultados de las bioactividades de EPO-IgG1 Fc, EFO-hFc-1, EFO-hFc-5, EPO-hFc-6 y
Aranesp® (darbepoetina alfa), en comparacion con la de EPO en la linea celular F36E; la Fig. 7(b) muestra los
resultados de las bioactividades in vitro de Neulasta® (pedfilgrastim) y G-CSF-hFc-5 en una linea celular
hematopoyética de ratén (NFS-60); la Fig. 7(c) muestra los resultados de bioactividades in vitro de p40 vy
p40N303Q-hFc-5 en PBMC humanas; la Fig. 7(d) muestra los resultados de bioactividades in vitro de Enbrel®
(etanercept) y TNFR-hFc-5 en células L929 murinas, y la Fig. 7(e) muestra los resultados de las bioactividades in
vitro de thFc-1-AL(0)-IFN-beta and thFc-1-AL(3)-IFN-beta en células WISH humanas.

La Fig. 8(a) muestra los resultados de la semivida in vivo de Aranesp® (darbepoetina alfa), EPO-hFc-1, o EPO-
hFc-5 administrados a monos cynomolgus mediante la ruta SC (panel izquierdo) y la ruta IV (panel derecho), la
Fig. 8(b) muestra los resultados de la farmacocinética de LEUCOSTIM® (filgrastim) y G-CSF-hFc-1
administrados a ratas Sprague Dawley mediante la ruta SC (panel izquierdo) y la ruta IV (panel derecho), la Fig.
8(c) muestra los resultados de la farmacocinética de p4A0N303Q-hFc-5 and Enbrel® (etanercept) administrados a
monos cynomolgus mediante la ruta SC. La Fig. 8(d) muestra los resultados de la farmacocinética de TNFR-hFc-
5y Enbrel® (etanercept) administrados a ratas Sprague Dawley mediante la ruta SC.

La Fig. 9(a) muestra los resultados de las bioactividades in vivo de Aranesp® (darbepoetina alfa) y EPO-hFc-5
administrados a monos cynomolgus mediante la ruta SC (panel superior izquierdo) y la ruta IV (panel superior
derecho) y la Fig. 9(b) muestra los resultados de las bioactividades in vivo de LEUCOSTIM® (filgrastim) y G-
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CSF-hFc-1 administrados a ratas Sprague Dawley mediante la ruta SC (panel superior) y la ruta IV (panel
inferior).

Mejor modo de llevar a cabo la invencidn.

La presente invencion proporciona un fragmento Fc hibrido de la inmunoglobulina humana que incluye una region
bisagra, y un dominio CH2 y un dominio CH3 en una direcciéon del extremo N al extremo C, en el que la region
bisagra es una secuencia de aminoacidos al menos parcial de una region bisagra de la IgD humana o una region
bisagra de la IgG1 humana; y el dominio CH2 es un dominio CH2 de la IgG4 humana, una porcién del cual, en su
region del extremo N, esta sustituida por 4-37 restos de aminoacidos de una regién del extremo N de un dominio
CH2 de la IgG2 humana o un dominio CH2 de la IgD humana. Dicho fragmento Fc hibrido, cuando se une a una
molécula biolégicamente activa, tal como un polipéptido biolégicamente activo de la molécula biolégicamente activa,
para producir una proteina de fusiéon de Fc, minimiza las inmunorreacciones no especificas de la proteina de fusion
de Fc, prolonga la semivida en suero del polipéptido bioldgicamente activo de la molécula biolégicamente activa, y
optimiza la actividad del polipéptido biolégicamente activo de la molécula biolégicamente activa.

En la proteina de fusion de Fc de acuerdo con una realizacion de la presente invencion, la combinacién del extremo
N del dominio CH2 de la IgD con la porcion restante del dominio CH2 de la IgG4 se ha disefiado para que la region
de la proteina de fusion resultante en la que dos diferentes subunidades de Ig se recombinan sea hidréfoba. La
region hidréfoba de la proteina fusionada resultante se localizara en el interior de una proteina plegada, minimizando
la reaccion inmune no especifica no deseada.

La expresion “fragmento Fc” o “Fc”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina que
contiene la region 1 constante de la cadena pesada. (CH1), la region 2 constante de la cadena pesada (CH2) y la
region 3 constante de la cadena pesada (CH3) de una inmunoglobulina, y no las regiones variables de las cadenas
pesada y ligera, y la regidon 1 constante de la cadena ligera (CL1) de la inmunoglobulina. Puede incluir
adicionalmente la regién bisagra en la region constante de la cadena pesada. Fc hibrido o fragmento Fc hibrido se
denomina algunas veces en el presente documento “hFc”.

Ademas, el fragmento Fc de la presente invencion puede estar en la forma de tener cadenas naturales de azucar, un
mayor nimero de cadenas de azlcar en comparacion con una forma natural o un menor nimero de cadenas de
azucar en comparacion con la forma natural, o puede estar en forma desglicosilada. El aumento, disminucion o
eliminacion de las cadenas de azucar del Fc de la inmunoglobulina se pueden conseguir mediante procedimientos
habituales en la técnica, tales como un procedimiento quimico, un procedimiento enzimatico y un procedimiento de
ingenieria genética utilizando un microorganismo. La eliminacion de las cadenas de azucar de un fragmento Fc da
como resultado una fuerte disminucién en la afinidad de unién a la parte C1q del primer componente C1 del
complemento y una disminucidon o pérdida en la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC) o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), no induciendo de esta forma respuestas inmunes
innecesarias in vivo. A este respecto, un fragmento Fc de la inmunoglobulina en una forma desglicosilada o
aglicosilada puede ser, en algunos casos, mas adecuado para el objeto de la presente invencién como vehiculo
farmacologico.

Tal como se usa en el presente documento, el término “desglicosilacién” se refiere a que se eliminan
enzimaticamente restos de azucar de un fragmento Fc, y el término “aglicosilacion” significa que se produce un
fragmento Fc en una forma no glicosilada por un procariota, preferiblemente E. coli.

El término “hibrido”, tal como se usa en el presente documento, significa que las secuencias que codifican dos o mas
fragmentos Fc de inmunoglobulinas de diferente origen estan presentes en un fragmento Fc de inmunoglobulina
monocatenario.

En una realizacion, el Fc humano hibrido incluye una regiéon bisagra, un dominio CH2, y un dominio CH3 en una
direccion del extremo N al extremo C, en el que la regién bisagra es una secuencia de aminoacidos al menos parcial
de una region bisagra de la IgD humana o una region bisagra de la IgG1 humana; y el dominio CH2 es un dominio
CH2 de la 1IgG4 humana, una porcion del cual, en su region del extremo N, esta sustituida por 4-37 restos de
aminoacidos de una region del extremo N de un dominio CH2 de la IgG2 humana o un dominio CH2 de la IgD
humana. El Fc hibrido humano se puede unir por su extremo N al extremo C de una molécula biolégicamente activa
mediante un enlace covalente.

Los polipéptidos de la formula N-X-(Z1),-Y-Z2-Z3-Z4-C’ y N'-(Z1),-Y-Z2-Z3-Z4-(engarce)q-X-C' aumentan la
semivida en circulacion de la molécula X biolégicamente activa en comparacion con la semivida en circulacion de X
solo, cuando se administran a un sujeto.

El engarce puede derivarse de la albumina humana (CAA00606 SEQ ID NO: 25). El engarce puede comprender la
secuencia de aminoacidos 321 a 323, 318 a 325, 316 a 328, 313 a 330, 311 a 333 0 306 a 338 de la SEQ ID NO: 25.
De forma alternativa, el engarce puede ser un engarce sintético. El engarce sintético puede ser un péptido
compuesto por un total de 10-20 restos de Gly y Ser. En una realizacion, el engarce de Gly-Ser es
GGGGSGGGGSGGGSG (SEQ ID NO: 32).
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Z1 puede comprender al menos una porcion del dominio CH1 de la IgD humana (SEQ ID NO: 14). Z1 puede
comprender 5 a 9 o 7 a 9 restos de aminoacidos consecutivos de la region del extremo C del dominio CH1 de la IgD
(posiciones 90-98 de la SEQ ID NO: 14). En algunas realizaciones, Z1 puede tener 5, 6, 7, 8 o 9 restos de
aminoacidos en el extremo C del dominio CH1 de la IgG1 o dominio CH1 de la IgD.

En algunas realizaciones, Z1 es una secuencia de aminoacidos que incluye restos de aminoacidos en las posiciones
90 a 98 de SEQ ID NO: 14. Z1 puede ser una secuencia de aminoacidos que consiste en de 5 a 9 restos de
aminoacidos en las posiciones 90 a 98 de SEQ ID NO: 14. Z1 también puede ser una secuencia de aminoacidos que
consiste en los restos de aminoacidos 90 a 98 de SEQ ID NO: 14.

Y puede comprender al menos una porcion de la region bisagra de la IgD humana. Y puede comprender 5 o mas, o
10 o mas restos de aminoacidos consecutivos de la region bisagra de la IgD del extremo C (aminoacidos en las
posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14). En determinadas realizaciones, Y puede ser una secuencia de
aminoacidos que incluye restos de aminoacidos en las posiciones 158 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de
aminoacidos en las posiciones 153 a 162 de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 143 a 162
de la SEQ ID NO: 14, restos de aminoacidos en las posiciones 133 a 162 de la SEQ ID NO: 14, o restos de
aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14.

Z2 puede comprender 4 a 37, 6 a 30, 6 a 12, 6 a 8, 8 o 6 restos de aminoacidos de la region del extremo N del
dominio CH2 de la IgD (los restos de aminoacidos en las posiciones 163 a 199 de la SEQ ID NO: 14). En ciertas
realizaciones, Z2 puede ser 8 restos de aminoacidos del extremo N de un dominio CH2 de la IgD humana (los restos
de aminoacidos 163-170 de la SEQ ID NO: 14).

El nimero total de restos de aminoacidos de Z2 y Z3 puede ser entre 90 y 120, ambos inclusive, 0 105y 115, ambos
inclusive.

Z4 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye 90 o mas, o 100 o mas restos de aminoacidos
consecutivos del dominio CH3 de la IgG4 (restos de aminoacidos en las posiciones 221 a 327 de la SEQ ID NO: 13).
Z4 puede ser de restos de aminoacidos de mas del 98 % o0 95 % de los restos de aminoacidos del dominio CH3 de
la IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 humana. En una realizacion ejemplar, Z4 es una secuencia de aminoacidos que
comprende la secuencia de aminoacidos completa del dominio CH3 de la IgG humana. Por ejemplo, Z4 es la
secuencia de aminoacidos del dominio CH3 de la IgG4 humana, que corresponde a los restos de aminoacidos 341-
447 de la IgG4 humana, tal como se numeran de acuerdo con el indice EU, Kabat (que corresponden a los restos de
aminoacidos en las posiciones 221-327 de la SEQ ID NO: 13).

En ofra realizacion, Y puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye al menos una porcién de la region del
extremo C de la region bisagra de la IgD humana (restos de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID
NO: 14), p puede ser 1 0 0 (cero), Z2 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye al menos una porcion de
la region del extremo N del dominio CH2 de la IgD humana (restos de aminoacidos en las posiciones 163 a 199 de la
SEQ ID NO: 14), y Z3 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye al menos una porcion de la region del
extremo C del dominio CH2 de la IgG4 humana (restos de aminoacidos en las posiciones 121 a 220 de la SEQ ID
NO: 13). Por ejemplo, Y puede ser restos de aminoacidos en las posiciones 158 a 162, 133 a 162, 0 99 a 162 de la
SEQ ID NO: 14, Z2 puede ser los restos de aminoacidos en las posiciones 163 a 170 de la SEQ ID NO: 14, y Z3
puede ser los restos de aminoacidos en las posiciones 121-220 de la SEQ ID NO: 13.

En esta realizacion, cuando p es 1, Z1 puede ser una secuencia de aminoacidos que incluye la region del extremo C
del dominio CH1 de la IgD humana (restos de aminoacidos en las posiciones 90 a 98 de la SEQ ID NO: 14). Por
ejemplo, Z1 puede ser los restos de aminoacidos 90 a 98 de la SEQ ID NO: 14.

En esta realizaciéon, Y puede ser 20 restos de aminoacidos consecutivos o mas, 30 restos de aminoacidos
consecutivos 0 mas, 40 restos de aminoacidos consecutivos o mas, 50 restos de aminoacidos consecutivos o mas, o
60 restos de aminoacidos consecutivos o0 mas del lado del extremo C de la region bisagra de la IgD humana (restos
de aminoacidos en las posiciones 99-162 de la SEQ ID NO: 14). Z3 puede comprender 71 a 100 restos de
aminoacidos consecutivos del lado del extremo C de los restos de aminoacidos en las posiciones 121-220 de la SEQ
ID NO: 13. El numero total de los restos de aminoacidos de Z2 y Z3 puede ser 108.

La Tabla 1 muestra las secuencias de aminoacidos de los fragmentos de la IgG1, 1gG2, IgG3 e IgD humana utiles en
la construccion de los hFc de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion.

Tabla 1
[Tabla 1]
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[Tabla]
dominio Intervalo aceptable [Secuencia de los fragmentos mas largos en [SEQ |Localizacion |Localizacion
hFc de los fragmentos |el intervalo aceptable, en la direccién del ID enla SEQ ID |en el indice
delg extremo N al extremo C NO: EU*
CH1(zZ1) |[5-9restos de SNTKVDKRV* 11 90-98 207-215
aminoacidos del
extremo C del CH1
de la IgG1
5-9 restos de ASKSKKEIF 14 90-98 No disponible
aminoacidos del
extremo C del CH1
de lalgD
Bisagra 5-15 restos de EPKSCDKTHTCPPCP 11 99-113 216-230
(Y) aminoacidos del
extremo C de la
region bisagra de la
IgG1
5-64 aminoacidos | RWPESPKAQASSVPT 14 |99-162 No disponible
del extremo C de la
region bisagra de la| AQPQAEGSLAKATTA
IgD
PATTRNTGRGGEEKK
KEKEKEEQEERETKIP
ECP
CH2, lado |4-37 restos de APPVAGESVFLFPPKP 12 |111-147 231-267
del aminoacidos del
extremo N [extremo N KDTLMISRTPEVTWYV
(22)
VVDVSH
4-37 restos de ; PLGYYLLTPAV 14 163-199 No disponible
aminoacidos del ‘S’ﬂm G
extremo N del QLWLR{)KATWCFV
dominio CH2 de la
gD VGSDLKD
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(continuacion)

dominio Intervalo aceptable de |Secuencia de los fragmentos mas largos |SEQ [Localizaciéon |Localizacion
hFc los fragmentos de Ig en el intervalo aceptable, en la direccion ID |enla SEQ ID [en el indice
del extremo N al extremo C NO: EU *
CH2, lado [71-106 restos de LGGISVELFPPKPKDT 13 [115-220 + [235-340 +
del aminodcidos del 221-327 341-447
extremo C [extremo Cdel CH2de | ELMISRTPEVTCVVVD
(Z3) + CH3|la IgG4 + 80-107 restos
(z4) de amino&cidos del VSQEDPEVOENWYVD
extremo N del dominio
CH3 de la IgG4 GVEVHNAKTKPREEQ
EFNSTYRVVSVLTVLH
DDWINGKEYKCK VY
NKGLISSIEKTISEAK
+GOQPREPOVYTLPESQ)
WOEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSL
GE
71-106 restos de LGGRVFELFPPKPKDT 24  [165-270 + 235-340 +
aminodcidos del 271-377 341-447
extremo Cdel CH2de |LMISRTPEVICVVVD
la IgG3 + 80-107 restos
de aminoacidos del VSHEDRPEVOFKWY VD
extremo N del dominio
CH3 de la Ig3 VEY K E
YNSTFRVVSVETVEH
ODWLNGKEYKCKVS
MNEALPAPIEKTISKTEA
GOQPREPOVYTLERSRE
EMTKNOVYSLTCPVKC
ENNYNTTPPMIEDSDG
SEELYSKLTVDESRW
QOGNIFSCSVMHEAL
HNRFTQKS LSLSPGK
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(continuacion)

delalG2 +

VSHEDPEVOENWYVE
VE KTKPREE

dominio |Intervalo aceptable |Secuencia de los fragmentos mas largos en |SEQ [Localizacién [Localizacion
hFc de los fragmentos de |el intervalo aceptable, en la direccion del ID enla SEQID |en el indice
Ig extremo N al extremo C NO: EU*
71-106 restos de los | W AGISVFLFPPEPKDT 12 114-219 + 234-340 +341-
aminoacidos del 220-326 447
extremo Cdel CH2 | LMISRTPEVTWVVVD

80-107 restos de
aminoacidos del
extremo N del
dominio CH3 de la
IgG2

QOGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

10
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(continuacion)

VSHEDPEVY
KFNWYVD
GVEVHNA

PREP

VLDSDGSE
ELYSKLTY

DKSRWQOQ

GNVFSCSV
MHEALHN

HYTQKSLS
LSPGK

dominio hFc Intervalo aceptable de [Secuencia de los SEQ |Localizacion |Localizacion
los fragmentos de Ig  [fragmentos mas largos  |ID enla SEQID |en el indice
en el intervalo aceptable, [NO: EU *
en la direccion del
extremo N al extremo C
71-106 restos de LGCEVFEL 11 118- |235-340 341-
aminoacidos del extremo 223 + |447
C del CH2 de la IgG1 + FPPKFKDT 224-
80-107 restos de 330
aminoacidos del extremo | LMISRTPE
N
VTCVVVD

* El indice EU se describe en "Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Edicion, United States
Department of Health and Human Services."
* La regién subrayada en cada una de las secuencias de aminoacidos indica los fragmentos mas cortos de los
intervalos de restos de aminoacidos aceptables.

11
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En una realizacion, la presente invencién proporciona una Fc hibrida que es una de hFc-1, hFc-2, hFc-3, hFc-4, hFc-
5 o hFc-6, tal como se muestra en las Fig. 1y 2, o la thFc-1 o thFc-2 que se muestra en las Fig. 3 y 4. Aunque las
Fig. 1 y 3 representan Fc bicatenarias, la presente invencion también abarca moléculas de Fc hibridas
monocatenarias. Las secuencias de aminoacidos de hFc-1 a hFc-6 se muestran en las SEQ ID NO: 18-23,
respectivamente y las secuencias de aminoacidos de thFc-1 y thFc-2 se muestran en la SEQ ID NO: 28 y la SEQ ID
NO: 29, respectivamente. La presente invencién abarca también una molécula polinucleotidica que codifica la Fc
hibrida. Incluyen, pero no se limitan a, una secuencia de polinucleétidos tal como se muestra en la SEQ ID NO: 1
(hFc-1), SEQ ID NO: 2 (hFc-2), SEQ ID NO: 3 (hFc-3), SEQ ID NO: 4 (hFc-4), SEQ ID NO: 5 (hFc-5), SEQ ID NO: 6
(hFc-6), SEQ ID NO: 26 (thFc-1) y SEQ ID NO: 27 (thFc-2).

Se conocen en la técnica las secuencias de aminoacidos de las inmunoglobulinas humanas y estan depositadas en
un depositario publicamente disponible. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos de la regién constante de la
IgG1 humana, la regidn constante de la IgG2 humana, la regién constante de la IgG3 humana, la region constante
de la IgG4 humana, y la regidon constante de la IgD humana estan disponibles en CAA75032, CAC20455,
CAC20456, AAH25985 y P01880, respectivamente. Estas secuencias se reprodujeron como la SEQ ID NO: 11, 12,
24, 13 y 14, respectivamente.

Una molécula X bioldgicamente activa puede ser una proteina soluble. Puede incluir, pero no se limita a, una
hormona, citocina, factor de crecimiento, molécula coestimuladora, receptor de hormonas, receptor de citocinas,
receptor de factores de crecimiento o péptido corto. Por ejemplo, X puede ser un EPO, p40, G-CSF, receptor de TNF
o sus variantes/fragmentos. X puede ser un GMCSF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, receptor de IL-
10, TGF-beta, receptor de TGF-beta, IL-17, receptor de IL-17, Factor VII, CXCL-11, FSH, hormona del crecimiento
humano, proteina 1 morfogenética del hueso, CTLA4, PD-1, GLP-1, betacelulina, OPG, RNAK, interferén alfa,
interferon beta o sus variantes/fragmentos. Puede incluir también, pero sin limitarse a, una regiéon Fab de un
anticuerpo. La molécula biolégicamente activa puede ser también una proteina secretada. En una realizacion, la
molécula biolégicamente activa no pertenece a la familia de las inmunoglobulinas.

El término “variante” se refiere a un polinucleétido o acido nucleico que difiere de un acido nucleico o polipéptido de
referencia, pero que retiene las propiedades esenciales del mismo. Generalmente, las variantes son globalmente
muy similares y, en muchas regiones, idénticas al acido nucleico o polipéptido de referencia. También, el término
“variante” se refiere a una porcién biolégicamente activa de un farmaco de molécula biolégicamente activa, y que
conserva al menos una de sus propiedades funcionales y/o terapéuticas tal como se describe en otra parte del
presente documento o se conoce de otra forma en la técnica. Generalmente, las variantes son globalmente muy
similares, y, en muchas regiones, idénticas a la secuencia de aminoacidos del polipéptido de interés bioldgicamente
activo.

La presente invencion proporciona también proteinas que comprenden, o constan de forma alternativa de, una
secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %, idéntica a,
por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos, tal como se muestra en las SEQ ID NO: 18-23 y 28-
29. Se proporcionan también fragmentos de estos polipéptidos. Son polipéptidos adicionales abarcados por la
invencion polipéptidos codificados por los nucleétidos que se hibridan con el complemento de una molécula de acido
nucleico que codifica los polipéptidos de la invencion en condiciones de hibridacion rigurosas (por ejemplo,
hibridacion con ADN unido a un filtro en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6 x a aproximadamente 45 °C
seguido por uno o mas lavados en SSC 0,2 x, SDS al 0,1 % a aproximadamente 50-65 °C) en condiciones muy
rigurosas (por ejemplo, hibridacion con ADN unido a un filtro en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6 x a
aproximadamente 45 °C, seguido por uno mas lavados en SSC 0,1 x, SDS al 0,2 % a aproximadamente 68 °C), o en
otras condiciones de hibridacion rigurosas que conocen los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel, F.
M. y col., eds., 1989 Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates, Inc., y John Wiley & Sons
Inc., Nueva York, en las paginas 6.3.1 6.3.6 y 2.10.3). La invenciéon también abarca polinucleétidos que codifican
estos polipéptidos.

En un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos, por ejemplo, 95 % “idéntica” a una secuencia
de aminoacidos de consulta, se pretende que la secuencia de aminoacidos del polipéptido sujeto sea idéntica a la
secuencia de consulta excepto en que la secuencia polipeptidica sujeto puede incluir hasta cinco alteraciones de
aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de consulta. En otras palabras, para
obtener un polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de consulta, hasta un 5 % de los restos de aminoacidos de la secuencia se puede insertar, eliminar o
sustituir con otro aminoacido. Estas alteraciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las posiciones
de los extremos amino o carboxilo de la secuencia de aminoacidos de referencia o en cualquier sitio entre aquellas
posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre restos en la secuencia de referencia o en uno o mas
grupos contiguos en la secuencia de referencia.

Desde el punto de vista practico, se puede determinar de forma convencional utilizando programas informaticos
conocidos si cualquier polipéptido particular es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
idéntico a, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una proteina de fusion de la albumina de la invencién o uno
de sus fragmentos. Un procedimiento preferido para determinar la mejor correspondencia global entre una secuencia
de consulta (una secuencia de la presente invencion) y una secuencia sujeto, denominado también alineacion de la
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secuencia global, se puede determinar utilizando el programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag
y col. (Comp. App. Biosd. 6: 237 245 (1990)). En una alineacion de secuencias, las secuencias de consulta y sujeto
son ambas secuencias de nucledtidos o son ambas secuencias de aminoacidos. El resultado de la alineacién de la
secuencia global se expresa como porcentaje de identidad. Los parametros preferidos utilizados en la alineacion de
aminoacidos por FASTDB son: Matriz = PAM 0, valor k-tupla = 2, Penalizaciéon por desapareamiento = 1,
Penalizacion por unién = 20, Longitud del grupo de aleatorizacion = 0, Puntuacion por corte = 1, Tamafo de ventana
= longitud de la secuencia, Penalizacion por hueco = 5, Penalizacion por tamafio de hueco = 0,05, Tamafo de
ventana = 500 o la longitud de la secuencia de aminoacidos sujeto, lo que sea mas corto.

La variante tendra usualmente al menos 75 % (preferiblemente al menos aproximadamente 80 %, 90 %, 95 % o 99
%) de identidad de secuencia con una longitud de HA normal o de la proteina terapéutica que tenga la misma
longitud que la variante. La homologia o identidad en la secuencia de nucleétidos o aminoacidos se determina
mediante analisis BLAST (Herramienta Basica de Investigacion de la Alineacion Local), utilizando el algoritmo
empleado por los programas blastn, blastx, tblastn y tblastx (Karlin y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264 2268
(1990) y Altschul, J. Mol. Evol. 36: 290 300 (1993), incorporados en su totalidad por referencia) que se hacen a
medida para la investigacion de la similitud de secuencia.

Las variantes de polinucledtidos de la invencion pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, regiones
no codificantes, o ambas. Especialmente preferidas son las variantes de polinucleétidos que contienen alteraciones
que producen sustituciones, adiciones o supresiones silenciosas, pero que no alteran las propiedades o las
actividades del polipéptido codificado. Se prefieren las variantes de nucledtidos producidas por sustituciones
silenciosas debidas a la degeneracion del codigo genético. Ademas, se prefieren también las variantes de
polipéptidos en las que menos de 50, menos de 40, menos de 30, menos de 20, menos de 10, o 5-50, 5-25, 5-10, 1-
5 o 1-2 aminoacidos se sustituyen, suprimen, afiaden en cualquier combinacion. Se pueden producir variantes de
polinucledtidos por diversas razones, por ejemplo, para optimizar la expresion de codones para un hospedador
concreto (cambio de codones en el ARNm humano por los preferidos por un hospedador bacteriano, tales como,
levadura o E. coli).

A fin de construir diversas proteinas de fusién de Fc tales como la construccion de fusiéon EPO-Fc, la construcciéon de
fusion G-CSF-Fc o la construccion de fusion p40-Fc humana, las secuencias de aminoacidos de la EPO humana, G-
CSF humano, p40 humana, y el receptor de TNF humano estan disponibles de NP_000790 (SEQ ID NO: 15),
CAA27291 (SEQ ID NO: 16), AAG32620 (SEQ ID NO: 17) y NP_001057 (SEQ ID NO: 31), respectivamente. En una
realizacion, esta vinculada al polipéptido una p40 humana en la que el resto del aminoacido Asn en la posicién 303
esta sustituido por GIn.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo completo que contiene la region
Fc modificada por ingenieria genética. El término “anticuerpo” tal como se usa en el presente documento incluye
anticuerpos completos y fragmentos de anticuerpos que incluyen al menos dos de CH1, la region bisagra, CH2 o
CH3. Se prefieren anticuerpos monoclonales completos. La regién variable de la cadena pesada del anticuerpo se
selecciona por su especificidad de unién y puede ser de cualquier tipo, tal como, por ejemplo, no humana,
humanizada o completamente humana. Cuando la region variable de la cadena pesada de la region variable del
anticuerpo es no humana (tal como, por ejemplo, murina) y se combina de forma recombinante con una regiéon Fc
modificada por ingenieria genética de acuerdo con esta divulgacion, el anticuerpo recombinante resultante se
denomina anticuerpo quimérico. Si la region variable de la cadena pesada del anticuerpo estda humanizada y se
combina de forma recombinante con una regién Fc modificada por ingenieria genética de acuerdo con esta
divulgacion, el anticuerpo recombinante resultante se denomina anticuerpo humanizado. Si la regién variable de la
cadena pesada del anticuerpo es humana y se combina de forma recombinante con una regién Fc modificada por
ingenieria genética de acuerdo con esta divulgacion, el anticuerpo recombinante resultante se denomina anticuerpo
completamente humano. Por ejemplo, la region variable de la cadena pesada esta humanizada e incluye regiones
marco conservadas humanas y regiones determinantes de la complementariedad (CDR) no humanas (en este caso,
murinas). Debe entenderse que las regiones marco conservadas se pueden derivar de una fuente o mas de una
fuente y que las CDR se pueden derivar de una fuente o mas de una fuente. Los expertos en la técnica conocen los
procedimientos de humanizacién de anticuerpos y estos se conocen en la técnica.

La cadena ligera del anticuerpo puede ser humana, no humana o humanizada. En la realizacién que se muestra en
la Figura 1B, la cadena ligera esta humanizada e incluye regiones marco conservadas humanas, CDR no humanas
(en este caso murinas) y una region constante humana. Debe entenderse que las regiones marco conservadas se
pueden derivar de una fuente o0 mas de una fuente y que las CDR se pueden derivar de una fuente o mas de una
fuente.

El anticuerpo que contiene la regidon Fc modificada por ingenieria genética se selecciona basandose en su
capacidad de unirse a una molécula superficial celular o a una molécula soluble que se une a una molécula
superficial celular. De esta manera, por ejemplo, el anticuerpo se puede seleccionar basandose en su capacidad de
unirse a las moléculas superficiales celulares tales como los receptores de citocina (por ejemplo, IL-2R, TNF-aR, IL-
15R, etc.), moléculas de adhesion (por ejemplo, E-selectina, P-selectina, L-selectina, VCAM, ICAM, etc.), antigenos
de diferenciacion o activacion celular (por ejemplo, CD3, CD4, CD8, CD20, CD25, CD40, etc.), y otros. De forma
alternativa, se puede seleccionar el anticuerpo basandose en su capacidad para unirse a una molécula soluble que
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se une a moléculas superficiales celulares. Dichas moléculas solubles incluyen, pero no se limitan a, citocinas y
quimiocinas (por ejemplo, interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, etc.), factores de crecimiento (por ejemplo, EGF,
PGDF, GCSF, HGF, IGF, BMP-1, etc.), moléculas que induce la diferenciacion celular (por ejemplo, EPO, TPO,
SCF; PTN, etc.), y otros.

En general, la construccion de los anticuerpos desvelados en el presente documento se consigue mediante el uso
de manipulaciones reconocidas utilizadas en tecnologia de ingenieria genética. Por ejemplo, se conocen
generalmente en el campo técnicas para aislar el ADN, preparar y seleccionar vectores para expresar el ADN,
purificar y analizar acidos nucleicos, procedimientos especificos para preparar el ADN de un vector recombinante,
escindir ADN con enzimas de restriccion, unir ADN, introducir ADN incluyendo el ADN del vector en células
huéspedes por medios estables o transitorios, cultivar las células huéspedes en medios selectivos o no selectivos
para seleccionar y mantener células que expresan el ADN.

Los anticuerpos monoclonales desvelados en el presente documento se pueden derivar utilizando el procedimiento
del hibridoma, que se conoce en la técnica, u otros procedimientos de ADN recombinante bien conocidos en la
materia. En el procedimiento del hibridoma, un ratén u otro animal hospedador adecuado se inmuniza con ADN,
péptidos o proteinas que estimulan la produccién de anticuerpos por los linfocitos.

De forma alternativa, los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. Los linfocitos producidos en respuesta al antigeno se
fusionan a continuacion con células de mieloma utilizando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol,
para formar una célula de hibridoma. Las células de hibridoma se siembran a continuacion y se hacen crecer en un
medio de cultivo adecuado que contiene preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la
supervivencia de las células de mieloma parental no fusionadas. Las células de mieloma preferidas son aquellas que
se fusionan eficazmente, apoyan la produccion estable de anticuerpos mediante las células productoras de
anticuerpos seleccionadas, y no son sensibles a un medio tal como el medio HAT (Sigma Chemical Company, St.
Louis, Mo., N° de catalogo H-0262).

Se pueden usar también los anticuerpos que contienen la region Fc modificada por ingenieria genética como
composiciones administradas por separado proporcionadas junto con agentes terapéuticos. Para fines de
diagnéstico, los anticuerpos pueden estar marcados o no marcados.

Se pueden usar anticuerpos no marcados en combinacidon con otros anticuerpos marcados (anticuerpos
secundarios) que reaccionan con el anticuerpo modificado genéticamente, tal como anticuerpos especificos de las
regiones constantes de la inmunoglobulina humana. De forma alternativa, los anticuerpos se pueden marcar
directamente. Se puede emplear una amplia diversidad de marcadores, tales como radionuclidos, fliores, enzimas,
sustratos de enzimas, cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas, ligandos (particularmente haptenos), etc.
Estan disponibles numerosos tipos de inmunoensayos y son bien conocidos por los expertos en la técnica.

De acuerdo con una realizacién, la presente invenciéon proporciona un procedimiento para producir la proteina de
fusion, cuyo procedimiento comprende: (i) introducir una molécula de ADN que codifica la proteina de fusion en una
célula huésped de mamifero, (ii) hacer crecer la célula en condiciones en las que la proteina de fusion se exprese en
su medio de crecimiento; y (iii) cosechar la proteina de fusion producida.

En ofra realizacion a modo de ejemplo, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden la proteina
de fusion o una molécula de anticuerpo o un fragmento de anticuerpo descrito anteriormente. Se proporciona
también un procedimiento para tratar o evitar determinados sintomas administrando la composicién farmacéutica.
Por ejemplo, se proporciona un procedimiento, que (i) reduce los sintomas de/evita/trata una enfermedad
autoinmune, (o) inhibe el rechazo de un injerto, (o) trata/evita el choque inducido por una endotoxina, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de fusion de la Fc hibrida y una proteina
p40 o sus variantes/fragmentos.

La composiciéon puede comprender un vehiculo farmacéutico. Un vehiculo farmacéutico puede ser cualquier
sustancia no téxica compatible para la administracion de los anticuerpos al paciente. Pueden estar incluidos en el
vehiculo agua estéril, alcohol, grasas, ceras y sodlidos inertes. Los adyuvantes farmacéuticamente aceptados
(agentes tamponantes, agente dispersante) pueden incorporarse también a la composicién farmacéutica.

Se pueden administrar las composiciones de anticuerpos a un sujeto de una diversidad de formas. Por ejemplo, las
composiciones farmacéuticas se pueden administrar por via parenteral, por ejemplo, por via subcutanea,
intramuscular o intravenosa. Estas composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacion
convencionales, bien conocidas. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables segun sea necesario para aproximarse a las condiciones fisiologicas tales como agentes de ajuste del
pH y tamponantes, agentes de ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio,
cloruro de potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio, etc. La concentracién de la proteina de fusién, el anticuerpo, o
el fragmento de anticuerpo en estas formulaciones puede variar ampliamente, por ejemplo, desde menos de
aproximadamente 0,5 %, usualmente a o al menos aproximadamente 1 % hasta como mucho 15 0 20 % en peso y
se seleccionara principalmente basandose en los volumenes de fluidos, las viscosidades, etc., de acuerdo con el
modo particular de administracién seleccionado.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2623925713

La presente invencion proporciona también una molécula de acido nucleico aislado que codifica la proteina de
fusion, y un vector de expresion que transporta la molécula de acido nucleico. Dicho acido nucleico puede
administrarse directamente a un sujeto que necesita un polipéptido codificado por el acido nucleico. De forma
alternativa, el polinucleétido se produce expresando el acido nucleico en un medio y a continuacion se administra a
un sujeto.

» o«

El término “péptido”, “polipéptido” o “proteina” se refiere a moléculas de 2 a 40 aminoacidos, prefiriéndose moléculas
de 3 a 20 aminoacidos y prefiriéndose mas las de 6 a 15 aminoacidos. Pueden generarse de forma aleatoria
péptidos a modo de ejemplo mediante cualquier de los procedimientos citados anteriormente, portarse en una
biblioteca de péptidos (por ejemplo, una biblioteca de expresién en fagos) o derivarse mediante digestion de
proteinas.

El término “farmaco”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que muestra actividad
terapéutica cuando se administra a seres humanos o animales, y los ejemplos del farmaco incluyen, pero no se
limitan a, polipéptidos, compuestos, extractos y acidos nucleicos. Se prefiere un farmaco de polipéptido.

Las expresiones “polipéptido fisiolégicamente activo”, “molécula biolégicamente activa”, “proteina fisiolégicamente
activa”, “polipéptido activo”, “farmaco de polipéptido” y “farmaco de proteina”, tal como se usan en el presente
documento, tienen un significado indistinto, y se caracterizan por que estan en una forma fisioldgicamente activa que

presenta diversas funciones fisioldgicas in vivo.

El farmaco de polipéptido tiene la desventaja de ser incapaz de mantener la accion fisiolégica durante un largo
periodo de tiempo debido a su propiedad de desnaturalizarse o degradarse facilmente por las enzimas proteoliticas
presentes en el cuerpo. Sin embargo, cuando el farmaco de polipéptido se une (o se acopla) a los fragmentos Fc de
la inmunoglobulina de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion para formar una proteina de fusion, el
farmaco tiene una mayor estabilidad estructural y semivida en suero. También, el polipéptido unido al fragmento Fc
tiene una disminucién mucho mas pequefia en la actividad fisiolégica que otras formulaciones de farmacos de
polipéptido conocidas. Por tanto, en comparacion con la biodisponibilidad in vivo de los farmacos de los polipéptidos
convencionales, el polipéptido fusionado que comprende el farmaco de polipéptido y el fragmento Fc, o un
conjugado del farmaco de polipéptido y del fragmento Fc de acuerdo con la presente invencién se caracteriza por
tener una biodisponibilidad in vivo notablemente mejorada. Esto se describe también claramente a lo largo de las
realizaciones de la presente invencion. Esto es, cuando se unen al fragmento Fc de la presente invencion, IFN-a, G-
CSF, EPO, p40, el receptor de TNF, y otros farmacos de proteinas presentaron un aumento en la biodisponibilidad in
vivo en comparacion con sus formas naturales u otras formas fusionadas convencionales.

Debe entenderse que la presente invenciéon aprovecha metodologias de ADN recombinante para generar las
proteinas de fusién de Fc, los anticuerpos que contienen la region Fc modificada por ingenieria genética de acuerdo
con la presente invencion y los fragmentos de anticuerpos utiles en la practica de la invencion. Las construcciones
de fusion de Fc, se generan preferiblemente para el ADN, y los ADN resultantes se integran en vectores de
expresion, y se expresan para producir las proteinas de fusion, el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de la
invencion.

Tal como se usa en el presente documento, se entiende que el término “vector” significa cualquier acido nucleico
que incluye una secuencia de nucledtidos competente para incorporarse en una célula huésped y que se va a
recombinar con y a integrarse en el genoma de la célula huésped, o a replicarse de forma autbnoma como un
episoma. Dichos vectores incluyen acidos nucleicos lineales, plasmidos, fagémidos, cosmidos, vectores de ARN,
vectores viricos y similares. Los ejemplos no limitantes de un vector virico incluyen un retrovirus, un adenovirus, y un
virus adenoasociado. Tal como se usa en el presente documento, se entiende que las expresiones “expresion
génica” o “expresion” de una proteina diana, significan la transcripcion de una secuencia de ADN, traduccion del
transcrito de ARNm, y secrecion de un producto de proteina de fusion de Fc o un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo.

Un vector de expresion util es RcCMV (Invitrogen, Carlsbad) o sus variantes. El vector de expresion util debe
transportar el promotor de citomegalovirus humano (CMV) para promover la transcripcion constitutiva del gen de
interés en células de mamifero y transportar la secuencia sefial de poliadenilacién de la hormona de crecimiento
bovino para aumentar el nivel del ARN en estado estacionario después de la transcripcion. En una realizacion de la
presente invencion, el vector de expresion es pAD11, que es un vector modificado de RcCMV. Los ejemplos del
vector de expresién que transporta una secuencia de nucleétidos que codifica un farmaco de una molécula
bioldgicamente activa pueden incluir, y no se limitan a, pAD11 EPO-hFc-1, pAD11 G-CSF-hFc-1, pAD11 p40N303Q-
hFc-1, pAD11 EPO-hFc-6, pAD11 G-CSF-hFc-6, pAD11 p40N303Q-hFc-6, pAD11 EPO-hFc-5, pAD11 G-CSF-hFc-
5, pAD11 p40N303Q-hFc-5 o pAD 11 TNFR-hFc-5, tal como se describe con mas detalle en los Ejemplos.

Una célula huésped adecuada puede ser un transformador transfectado con la secuencia de ADN de la invencion, y
utilizarse para la expresion y/o la secrecion de la proteina diana. Las células huéspedes actualmente preferidas para
uso en la invencion incluyen células de hibridoma inmortalizadas, células de mieloma NS/0, células 293, células de
ovario de hamster chino, células HelLa y células COS.
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Un sistema de expresién que se ha usado para producir una expresion de alto nivel de las proteinas de fusion o el
anticuerpo o el fragmento de anticuerpo en las células de mamifero es una construccién de ADN que codifica, en la
direcciéon 5’ a 3’, un casete de secrecion, que incluye una secuencia sefial y una region Fc de la inmunoglobulina, y
una proteina diana tal como el receptor de p40, EPO, G-CSF, TNF. Se han expresado de forma satisfactoria algunas
proteinas diana en dicho sistema e incluyen, por ejemplo, IL2, CD26, Tat, Rev, OSF-2, ss; IG-H3, el receptor de IgE,
PSMA, y gp120. Se desvelan estas construcciones de expresion en las Patentes de Estados Unidos N.° 5.541.087 y
5.726.044 de Lo y col, contenidos de las cuales se incorporan en presente documento por referencia.

Las proteinas de fusién o la molécula de anticuerpo o los fragmentos de anticuerpos de la invencién pueden incluir o
no una secuencia sefial cuando se expresan. Tal como se usa en la presente invencion, se entiende que la
expresion “secuencia sefal” significa un segmento que dirige la secrecion del farmaco de la molécula biolégicamente
activa; la proteina de fusion, y posteriormente se escinde tras la traduccion en la célula huésped. La secuencia sefial
de la invencién es un polinucleétido que codifica una secuencia de aminoacidos que inicia el transporte de una
proteina a través de la membrana del reticulo endoplasmico. Las secuencias sefial que son utiles en la invencién
incluyen secuencias sefial de la cadena ligera del anticuerpo, por ejemplo, el anticuerpo 14.18 (Gillies y col., J.
Immunol. Meth. 1989. 125: 191-202), secuencias sefial de la cadena pesada del anticuerpo, por ejemplo, la
secuencias sefial de la cadena pesada del anticuerpo MOPC141 (Sakano y col., Nature 1980. 286: 676-683), y
cualesquiera otras secuencias sefial que se conozcan en la técnica (véase, por ejemplo, Watson y col., Nucleic
Acids Research 1984. 12: 5145-5164).

Se han caracterizado bien en la técnica las secuencias sefial y se sabe que contienen normalmente de 16 a 30
restos de aminoacidos, y pueden contener mas o menos restos de aminoacidos. Un péptido sefal tipico consta de
tres regiones, una region del extremo N basica, una region hidréfoba central y una regién del extremo C mas polar.
La region hidréfoba central contiene 4 a 12 restos hidréfobos que se anclan al péptido sefial a través de la bicapa de
lipidos de la membrana durante el transporte del polipéptido naciente. Tras el inicio, el péptido sefial se escinde
normalmente en el interior de la luz del reticulo endoplasmico por enzimas celulares conocidos como peptidasas
sefial. Los potenciales sitios de escision del péptido sefal siguen generalmente la “regla (-3, -1)". De esta manera,
un péptido sefal tipico tiene pequefos restos de aminoacidos neutros en las posiciones -1y -3 y carece de restos de
prolina en esta region.

La peptidasa sefial escindira dicho péptido sefial entre los aminoacidos -1 y +1. De esta manera, la secuencia sefial
se puede escindir a partir del término amino formado de la proteina de fusién durante la secrecién. Esto da como
resultado la secrecion de una proteina de fusion de Fc consistente en la regidon de Fc de la inmunoglobulina y la
proteina diana. Se proporciona un analisis detallado de las secuencias del péptido sefial en von Heijne (1986)
Nucleic Acids Res. 14: 4683.

Como sera evidente para un experto en la técnica, la idoneidad de una secuencia sefial concreta para uso en el
casete de secrecion puede requerir alguna experimentacion rutinaria.

Dicha experimentacion incluira determinar la capacidad de la secuencia sefal para dirigir la secrecion de una
proteina de fusiéon de Fc y también una determinacion de la configuracion 6ptima, gendmica o el ADNc, de la
secuencia que se va a usar con el fin de conseguir una secrecion eficaz de las proteinas de fusion de Fc. De forma
adicional, una persona experta en la técnica es capaz de crear un péptido sefial sintético siguiendo las reglas
presentadas por von Heijne (1986), y ensayar la eficacia de dicha secuencia sefal sintética mediante la
experimentaciéon rutinaria. Se puede denominar una secuencia sefial como “péptido sefal”, “secuencia lider” o
“péptidos lider”

La fusion de la secuencia sefial y la regién Fc de la inmunoglobulina se denomina algunas veces casete de
secrecion. Un casete de secrecion a modo de ejemplo util en la practica de la invencion es un polinucledtido que
codifica, en una direcciéon 5 a 3’, una secuencia sefial de un gen de la cadena ligera de la inmunoglobulina y una
region Fcy1 del gen y1 de la inmunoglobulina humana. La region Fcy1 del gen Fcy1 de la inmunoglobulina incluye
preferiblemente al menos una porcion del dominio bisagra de la inmunoglobulina y al menos el dominio CH3, o de
forma mas preferible al menos una porcién del dominio bisagra, el dominio CH2 y el dominio CH3. Tal como se usa
en el presente documento, se entiende que la “porcion” de la region bisagra de la inmunoglobulina significa una
porcién de la bisagra de la inmunoglobulina que contiene al menos uno, preferiblemente dos restos de cisteina
capaces de formar enlaces disulfuro entre cadenas. El ADN que codifica el casete de secrecién puede estar en su
configuracion gendémica o en su configuracion de ADNc. En determinadas circunstancias, puede ser ventajoso
producir la regién Fc a partir de secuencias de la cadena pesada de la Fcy2 de la inmunoglobulina humana. Aunque
las fusiones de Fc basadas en secuencias de inmunoglobulina humana y1 y y2 se comportan de forma similar en
ratones, las fusiones de Fc basadas en las secuencias y2 pueden presentar una farmacocinética superior en seres
humanos.

En otra realizacion, la secuencia de ADN que codifica un sitio de escision proteolitica intercalado entre el casete de
secrecion y la proteina diana. Un sitio de escision proporciona la escision proteolitica de la proteina de fusion
codificada separando de esta manera el dominio Fc de la proteina diana. Tal como se usa en el presente
documento, se entiende que “sitio de escision proteolitica” significa las secuencias de aminoacidos que se escinden
preferentemente por una enzima proteolitica u otros agentes de escision proteolitica. Los sitios de escision
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proteolitica utiles incluyen secuencias de aminoacidos que se reconocen por las enzimas proteoliticas tales como
tripsina, plasmina o enteroquinasa K. Se conocen muchas parejas de sitio de escisién/agente de escision (véase,
por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.726.044)

Ademas, seria también util la sustitucion o supresion de las construcciones de estas regiones constantes, en las que
uno o mas restos de aminoacidos de los dominios de la regidon constante se sustituyen o eliminan. Un ejemplo seria
introducir sustituciones de aminoacidos en la region CH2 superior para crear una variante de Fc con afinidad
reducida por los receptores de Fc (Cole y col. (1997) J. Immunol. 159: 3613). Una persona normalmente experta en
la técnica puede preparar dichas construcciones utilizando técnicas de biologia molecular bien conocidas.

Los ejemplos no limitantes de farmacos de proteina capaces de conjugarse con el fragmento Fc de la
inmunoglobulina de la presente invencioén incluyen la hormona del crecimiento humano, la proteina-1 morfogenética
del hueso (BMP-1), hormona liberadora de la hormona de crecimiento, péptido liberador de la hormona del
crecimiento, interferones y receptores de interferones (por ejemplo, interferén a, B y vy, receptor del interferén de tipo
| soluble en agua, etc.), factor estimulador de las colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulador de las
colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), péptidos de tipo glucagén (por ejemplo, GLP-1, etc.), receptor
acoplado a la proteina G, interleucinas (por ejemplo, interleucina 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, etc.) y los receptores de las interleucinas (por ejemplo, receptor
de IL-1, receptor de IL-4, etc.), enzimas (por ejemplo, glucocerebrosidasa, iduronato-2-sulfatasa, alfa-galactosidasa-
A, agalsidasa alfa y beta, alfa-L-iduronidasa, butirilcolinesterasa, quitinasa, glutamato descarboxilasa, imiglucerasa,
lipasa, uricasa, acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas, endopeptidasa neutra, mieloperoxidasa, etc.),
proteinas de unién a interleucina y citocina (por ejemplo, IL-18pb, proteina de union a TNF, etc.), factor activador de
macrofagos, péptido de macréfago, factor de linfocitos B, factor de linfocitos T, proteina A, inhibidor de alergia,
glicoproteinas de necrosis celular, inmunotoxina, linfotoxina, factor de necrosis tumoral, supresores tumorales, factor
de crecimiento metastasico, antitripsina alfa-1, albumina, alfa-lactoalbumina, apolipoproteina-E, eritropoyetina,
eritropoyetina muy glicosilada, angiopoyetinas; hemoglobina, trombina, péptido activador del receptor de la trombina,
trombomodulina, factor VII, factor Vlla, factor VIII, factor IX, factor XlII, factor activador del plasminégeno, péptido de
unién a fibrina, uroquinasa, estreptoquinasa, hirudina, proteina C, proteina C reactiva, inhibidor de la renina,
inhibidor de la colagenasa, superdxido dismutasa, leptina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de
crecimiento epitelial, factor de crecimiento epidérmico, angiostatina, angiotensina, factor de crecimiento del hueso,
proteina estimuladora 6sea, calcitonina, insulina, atriopeptina, factor inductor de cartilago, elcatonina, factor
activador del tejido conectivo, inhibidor de la ruta del factor tisular, hormona estimuladora del foliculo, hormona
luteinizante, hormona liberadora de la hormona luteinizante, factores de crecimiento nervioso (por ejemplo, factor de
crecimiento nervioso, factor neurotréfico ciliar, factor 1 de la axogénesis, péptido natriurético del cerebro, factor
neurotréfico derivado glial, netrina, factor inhibidor neurdfilo, factor neurotréfico, neuturina, etc.), hormona
paratiroidea, relaxina, secretina, somatomedina, factor de crecimiento de tipo insulina, hormona adrenocortical,
glucagon, colecistoquinina, polipéptido pancreatico, péptido liberador de la gastrina, factor de liberacion de la
corticotropina, hormona estimuladora del tiroides, autotaxina, lactoferrina, miostatina, receptores (por ejemplo,
TNFR(P75), TNFR(P55), receptor de IL-1, receptor de VEGF, receptor del factor activador de linfocitos B, etc.),
antagonistas de receptores (por ejemplo, IL1-Ra, etc.), antigenos superficiales celulares (por ejemplo, CD 2, 3, 4, 5,
7, 11a, 11b, 18, 19, 20, 23, 25, 33, 38, 40, 45, 69, etc.), antigenos de vacunas de virus, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, scFv, Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fd), y antigenos de
vacuna derivados de virus. Un fragmento de anticuerpo puede ser Fab, Fab’, F (ab’) 2, Fd o scFv, que es capaz de
unirse a un antigeno especifico, y preferiblemente Fab’. Los fragmentos Fab contienen el dominio variable (VL) y el
dominio constante (CL) de la cadena ligera y el dominio variable (VH) y el primer dominio constante (CH1) de la
cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab en términos de afadir algunos restos de
aminoacidos que incluyen uno o mas restos de cisteina procedentes de la regién bisagra al extremo carboxilo del
dominio CH1. Los fragmentos Fd comprenden solo el dominio VH y CH1, y los fragmentos F (ab’) 2 se producen
como una pareja de fragmentos Fab’ bien mediante enlace disulfuro o mediante reacciéon quimica. Los fragmentos
scFv (Fv monocatenarios) comprenden los dominios VL y VH que se unen entre si mediante un engarce peptidico y
de esta manera estan presentes en una cadena de un Unico polipéptido.

En particular, se prefieren como moléculas biolégicamente activas aquellas que requieren una frecuente dosificacion
tras la administracion en el cuerpo para la terapia o la prevencion de enfermedades, que incluyen la hormona del
crecimiento humano, interferones (interferén a, B, vy, etc.), factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF),
eritropoyetina (EPO), receptor de TNF, p40 y fragmentos de anticuerpos. Ademas, se incluyen determinados
derivados en el alcance de las moléculas biolégicamente activas de la presente invencion siempre que tengan
funcién, estructura, actividad o estabilidad sustancialmente idéntica a o mejorada en comparacion con otras formas
naturales de las moléculas biolégicamente activas. En la presente invencién, el farmaco de polipéptido mas
preferible es el interferén alfa.

En otro aspecto de la invencion, las proteinas de fusion IgG-Fc e IgG-CH, por ejemplo, se sintetizan como
mondémeros que pueden ensamblarse para formar dimeros. Normalmente, los dimeros se unen mediante enlaces
disulfuro en la region bisagra de la IgG. Los medios acondicionados procedentes de células que secretan las
proteinas de fusion de IgG pueden contener mezclas de monémeros y dimeros de la proteina de fusion de I1gG. Para
su uso como agentes terapéuticos humanos, sera deseable utilizar poblaciones homogéneas tanto de monémeros
como de dimeros de la proteina de fusion de IgG, pero no de las mezclas de las dos formas.
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Se proporcionan también procedimientos para obtener preparaciones esencialmente puras de proteinas de fusion de
IgG-polipéptido dimérico activo. Los procedimientos se llevan a cabo generalmente obteniendo una célula huésped
capaz de expresar la proteina de fusion de I1gG, recogiendo los medios acondicionados y purificando la proteina de
fusion dimérica a partir de la proteina de fusion monomérica, los agregados y las proteinas contaminantes mediante
procedimientos de cromatografia en columna. Las células huéspedes adecuadas para expresar las proteinas de
fusion de 1gG incluyen células de levaduras, insectos, mamiferos u otras células eucariotas. En una realizacion, la
célula huésped puede ser una célula de mamifero, particularmente células COS; CHO o BHK.

Se proporcionan también proteinas de fusiéon novedosas de un farmaco de polipéptido y un fragmento Fc. En una
realizaciéon, un farmaco de polipéptido tal como EPO, p40, G-CSF o el receptor de TNF se une directamente al
fragmento Fc hibrido sin intervencion de un engarce peptidico. En otra realizacion, el farmaco de polipéptido se une
a cada uno de los otros mediante un engarce peptidico de 1 a 50 aminoacidos, y, de forma mas preferible, mediante
un engarce peptidico de 1 a 7 aminoacidos. Los engarces particularmente Utiles para este fin incluyen un péptido
inmunoldgicamente inactivo compuesto por restos de Gly y Ser (por ejemplo, Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 32) o compuesto por aminoacidos en las posiciones 282-314 de la SEQ ID
NO: 25, derivada de albumina humana.

En el caso en que se utiliza un engarce, el engarce y el farmaco de polipéptido pueden prepararse en una
determinada direccion. Esto es, el engarce puede unirse en el extremo N, el extremo C o un grupo libre del
fragmento Fc hibrido, y puede también unirse en el extremo N, el extremo C o un grupo libre del farmaco de
polipéptido. Cuando el engarce es un engarce peptidico, el enlace puede tener lugar en un sitio de unidn
determinado. Cuando un farmaco de polipéptido y un Fc hibrido se expresan de forma separada y a continuacion se
unen entre si, el acoplamiento se puede llevar a cabo usando cualquiera de varios agentes de acoplamiento
conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de los agentes de acoplamiento incluyen 1,1-bis (diazoacetil)-2-
feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida tales como ésteres con acido 4-azidosalicilico,
imidoésteres que incluyen ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3'-ditiobis (propionato de succinimidilo), y
maleimidas funcionales tales como bis-N-maleimido-1,8-octano.

La presente invencién proporciona también procedimientos para la produccion de un fragmento Fc-hibrido-farmaco
de polipéptido.

La presente invencidon proporciona también procedimientos para tratar afecciones aliviadas mediante la
administracion de un farmaco de polipéptido. Estos procedimientos incluyen administrar a un mamifero que tiene la
afeccion, que puede estar o no directamente relacionada con la enfermedad de interés, una cantidad eficaz de un
polipéptido de la invencién. Por ejemplo, se puede administrar a un sujeto, preferentemente un mamifero, un acido
nucleico, tal como un ADN o ARN, que codifica una proteina de fusiéon de un fragmento Fc hibrido-farmaco de
polipéptido deseado, como agente terapéutico. Adicionalmente, se puede administrar a un sujeto, preferentemente
un mamifero, una célula que contiene un acido nucleico que codifica una proteina de fusion de fragmento Fc hibrido-
farmaco de polipéptido, como agente terapéutico. Ademas, se puede administrar a un sujeto, preferentemente un
mamifero, una construccion de fusion de fragmento Fc hibrido-farmaco de polipéptido, como agente terapéutico.
Dicho polipéptido quimérico puede administrarse por via intravenosa, subcutanea, oral, bucal, sublingual, nasal,
parenteral, rectal, vaginal o por una via pulmonar.

Una proteina de fusion de EPO (incluyendo sus variantes/fragmentos)-fc de la presente invencion puede ser util para
aumentar y mantener el hematocrito en un mamifero.

p40 es una subunidad de IL-12. IL-12 es una citocina heterodimérica de 75 kDa que tiene algunas funciones in vivo.
Por ejemplo, IL-12 estimula la proliferacion de linfocitos T y NK activados y promueve las respuestas del linfocito
auxiliar de tipo Th1. IL-12 ejerce sus efectos bioldégicos mediante la unién del receptor de IL-12 a la membrana
plasmatica de los linfocitos T y NK activados, y la capacidad de IL-12 de unirse al receptor de IL-12 se ha atribuido a
la subunidad p40 de IL-12. Por tanto, una proteina de fusion de p40 (incluyendo sus variantes/fragmentos)-fc de la
presente invencion puede ser util para reducir los sintomas de/evitar/tratar una enfermedad autoinmune, (o) inhibir el
rechazo de un injerto, o (o) tratar/evitar el choque inducido por una endotoxina. También una proteina de fusion de
p40 (incluyendo sus variantes/fragmentos)-fc de la presente invencion puede ser utii en el
tratamiento/prevencion/mejora de los sintomas de la artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, enfermedad
inflamatoria del intestino, esclerosis multiple o psoriasis. Se conocen en la técnica variantes y fragmentos,
incluyendo, pero sin limitarse a, el documento WO 97/20062, cuyos contenidos se incorporan en el presente
documento como referencia. Una realizacion de la variante p40 incluye, pero no se limita a, p40 que contiene la
sustitucion Asn303GlIn.

El factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) es una proteina que es esencial para la proliferacion y
diferenciacion de los granulocitos, particularmente los neutrdfilos. Los granulocitos engullen y devoran invasores
microbianos y desechos celulares y de esta manera son cruciales para la respuesta a la infeccion. La quimioterapia
destruye los granulocitos y/o disminuye la produccion de granulocitos. Por tanto, una proteina de fusion G-CSF
(incluyendo sus variantes/fragmentos)-fc de la presente invencion puede ser Util en el tratamiento/prevencion/mejora
de los sintomas de la mielosupresién de la neutropenia inducida por quimioterapia tras el trasplante de médula ésea,
leucemia aguda, anemia aplasica, sindrome mielodisplasico, neutropenias crénicas graves, o movilizacion de las
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células progenitoras de la sangre periférica para el trasplante.

Las proteinas de fusion de la invenciéon no solo son Utiles como agentes terapéuticos, sino que un experto en la
técnica reconoce que las proteinas de fusion son utiles en la produccion de anticuerpos para uso diagndstico.
Igualmente, la administracion adecuada del ADN o ARN, por ejemplo, en un vector u otro sistema de administracion
para dichos usos, esta incluida en los procedimientos de uso de la invencion.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar mediante cualquier ruta que sea compatible con
las moléculas concretas. Se contempla que las composiciones de la presente invencién se pueden proporcionar a un
animal mediante cualquier medio adecuado, en forma directa (por ejemplo, por via local, como mediante inyeccion,
implante o administracion tépica a un locus en un tejido) o por via sistémica (por ejemplo, por via parenteral u oral).
Cuando la composiciéon es para proporcionar por via parenteral, tal como por via intravenosa, subcutanea, oftalmica,
intraperitoneal, intramuscular, bucal, rectal, vaginal, intraorbital, intracerebral, intracraneal, intraespinal,
intraventricular, intratecal, intracisternal, intracapsular, intranasal o mediante administracién en aerosol, la
composicion incluye preferiblemente parte de una suspension o disolucion fluida acuosa o fisiolégicamente
compatible. De esta manera, el portador o vehiculo es fisioldgicamente aceptable de tal manera que, ademas de
administrar la composicion deseada al paciente, no afecta de forma adversa de otra forma al electrolito y/o al
equilibrio volumétrico del paciente. El medio fluido para el agente puede incluir de esta manera soluciéon salina
fisiolégica normal.

Las construcciones de ADN (o construcciones génicas) de la invencion se pueden usar también como parte de un
protocolo de terapia génica para administrar los acidos nucleicos que codifican un farmaco de polipéptido o una
construccién de una proteina de fusion del mismo.

La invencion se caracteriza por vectores de expresion para la transfeccion y la expresion in vivo de un farmaco de
polipéptido de interés o una construccion de una proteina de fusiéon del mismo en tipos de células concretos con el
fin de reconstruir o suplementar la funcién del farmaco de polipéptido deseado. Se pueden administrar
construcciones de expresion del farmaco de polipéptido deseado, o construcciones de la proteina de fusion del
mismo, en cualquier vehiculo biolégicamente eficaz, por ejemplo, cualquier formulacién o composicién capaz de
administrar eficazmente el gen que codifica el farmaco de polipéptido deseado o la construccién de la proteina de
fusién del mismo a las células in vivo.

Los enfoques incluyen la insercién del gen sujeto en vectores viricos que incluyen retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados, y el virus 1 del herpes simple recombinantes, o plasmidos bacterianos o eucariotas recombinantes.
Las dosificaciones preferidas para la administracion de los acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusiéon de
la invencion estan comprendidas en el intervalo de 0,1 mg — 100 mg para seres humanos, de forma mas preferible 1
mg — 10 mg, y lo mas preferible 2 mg - 10 mg. Se contempla que la dosificacion 6ptima y el modo de administracion
se pueden determinar mediante experimentacion rutinaria bien comprendida en los conocimientos del experto en la
técnica.

Las dosificaciones preferidas de la proteina de fusién por administracion estan comprendidas en el intervalo de 0,1
mg — 1.000 mg para seres humanos, de forma mas preferible, 1 mg -100 mg, y lo mas preferible 5 mg — 20 mg. Se
contempla que la dosificacion éptima, sin embargo, dependa también de la enfermedad que se esta tratando y de la
existencia de efectos secundarios. Sin embargo, se pueden determinar las dosificaciones 6ptimas utilizando
experimentacion rutinaria. La administracion de la proteina puede ser mediante inyecciones en bolo periddicas, o
mediante administracion intravenosa, subcutanea, o intraperitoneal continua desde un depdsito externo (por
ejemplo, desde una bolsa intravenosa) o interna (por ejemplo, a partir de un implante bioerosionable).

Ademas, se contempla que las proteinas de fusién de la invencidon se pueden administrar también al receptor
previsto junto con una pluralidad de diferentes moléculas biolégicamente activas. Se contempla, sin embargo, que la
combinacion 6ptima de la proteina de fusion y otras moléculas, modos de administracion y dosificaciones se puede
determinar mediante experimentacion rutinaria bien comprendida dentro del nivel de conocimientos del experto en la
técnica.

Modo para realizar la invencion

La invencion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos no limitantes

<Ejemplo 1> Preparacion de vectores de expresion para las proteinas de fusién hFc-1, hFc-2, hFc-3, hFc-4,
hFc-5y hFc-6

La hFc-1 incluye 9 aminoacidos (90-98) de la regién CH1 de la IgG del extremo C, la region bisagra (99-113) de
IgG1, 6 aminoacidos (111-116) de la region CH2 de la IgG2 del extremo N, 103 aminoacidos (118-220) de la regién
CH2 de la IgG4, y 107 aminoacidos (221-327) de la regiéon CH3 de la IgG4 (Fig. 1 y 2). Se muestra en la SEQ ID
NO: 18 una secuencia de aminoacidos de la hFc-1, Para obtener nucleétidos con codones optimizados que
codifican, cada uno de ellos, la hFc-1 (SEQ ID NO:1), la EPO humana (SEQ ID NO: 7), el G-CSF humano (SEQ ID
NO: 8) y la pA0ON303Q humana (un mutante derivado de la sustitucién de Asn con GIn en el 303°" aminoacido de la
subunidad p40 humana) (se muestra una secuencia de nucleétidos de p40N303Q como la SEQ ID NO:9, y se
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muestra una secuencia de aminoacidos de la p40 humana como la SEQ ID NO: 17), respectivamente, estas
moléculas de nucledtidos se sintetizaron mediante un servicio personalizado de TOP Gene Technologies (Quebec,
Canada) (www.topgenetech.com). Para aumentar el nivel de expresion de la proteina, resulta de mucha utilidad
optimizar el uso codénico del gen. El patréon de uso codonico difiere entre organismos. Algunos codones se utilizan
con mas frecuencia en un organismo, pero se usan raramente en otro organismo. El sesgo en el uso coddénico se ha
atribuido a la eficacia de la traduccion, la capacidad del organismo para sintetizar la proteina codificada. Para
insertar cada gen de fusion en un vector de expresion, pAD11 (SEQ ID NO: 10), se genero un sitio EcoRI en el
extremo 5’ de la secuencia ATG de la EPO, G-CSF, y p40N303Q y se gener6 un sitio Xba | en el extremo 3’ del
codén de terminacion de hFc-1. El vector de expresion pAD 11 se obtuvo de la cadena principal de RcCMV
(disponible de Invitrogen, Carslbad). pAD11 incluye un promotor derivado de citomegalovirus (CMV), secuencias poli
(A) derivadas de la hormona de crecimiento bovino, secuencia intermedia de la globina (glVS) derivada de la beta
globina de conejo (Mol Cell Biol, 1988 8: 4395) etc. Para preparar el vector pAD11, existen algunas modificaciones a
partir del vector RcCMV (Invitrogen). Se eliminé una region resistente a la neomicina mediante tratamiento con la
enzima Xho | y se afiadié glVS a 3’ de la regién del promotor de CMV. Ademas, se afiadié un gen de la dihidrofolato
reductasa de ratén (DHFR, Pubmed, NM 010049) a 5’ del promotor de CMV. El vector pAD11 se desarroll6 después
de muchas pruebas de expresion en combinacion con algunos elementos incluyendo los descritos anteriormente. En
el resultado no publicado de los autores, el vector pAD11 mostré un aumento de aproximadamente 12 veces en el
nivel de expresiéon, en comparacion con el vector RcCMV (Invitrogen). Para preparar un sitio de unién entre el
extremo 3’ de EPO, G-CSF y p40N303Q y el extremo 5’ de hFc-1 en fase, se generé un sitio Nhe | en el extremo 3’
de la secuencia codificante de EPO, G-CSF y p40N303Q y en el extremo 5’ de la secuencia codificante de hFc-1.
Tras subclonar mediante cada uno de los sitios de las enzimas de restriccion, se generaron los vectores de
expresion finales de la hFc-1 fusionada con EFO, G-CSF o p40N303Q, y se designaron posteriormente pAD11 EPO-
hFc-1, pAD11 G-CSF-hFc-1y pAD11 p40N303Q-hFc-1, respectivamente.

Se muestran las secuencias de los aminoacidos de hFc-2, hFc-3, hFc-4, hFc-5 y hFc-6 en las SEQ ID NO: 19-23,
respectivamente. La hFc-6 incluye 9 aminoacidos (90-98) del dominio CH1 de la IgD del extremo C, 64 aminoacidos
de la region bisagra (99-162) de IgD, 8 aminoacidos (shtqplgv 163-170) del dominio CH2 de la IgD del extremo N,
100 aminoacidos (121-220) del dominio CH2 de la IgG4, y 107 aminoacidos (221-327) del dominio CH3 de la IgG4
(Fig. 1y 2). Para obtener moléculas de nucledtidos con codones optimizados que codifiquen la hfc-6 (SEQ ID NO: 6,
se sintetizd el gen mediante el servicio personalizado de TOP Gene Technologies (www.topgenetech.com). Para
hacer una fusioén entre el extremo 3’ de EPO, G-CSF, o p40N303Q y el extremo 5’ de hFc-6 en fase, se uso6 un sitio
Nhe | (gctagc: Ala-Ser) incluido en la region codificante del extremo N (90 y 91 aminoacidos) de hFc-6. También,
para insertar cada gen de la fusién hFc-6 en un vector pAD 11, se generd un sitio Xba | en el extremo 3’ del gen hFc-
6. Tras subclonar utilizando cada sitio de las enzimas de restriccion, se generaron los vectores de expresion final de
la EPO fusionada con hPc-6, G-CSF y p40N303Q, y se designaron a continuacion pAD11 EPD-hFc-6, pAD11 G-
CSF-hFc-6 y pAD11 p40N303QhFc-6, respectivamente. Las hFc-2, hFc-3, hFc-4 y hFc-5 tienen regiones CH2 y CH3
idénticas, pero tienen diferentes tamafios de la bisagra de IgD (Figs. 1y 2). La hFc-2 (SEQ ID NO: 19), hFc-3 (SEQ
ID NO: 20), hFc-4 (SEQ ID NO: 21) y hFc-5 (SEQ ID NO: 22) incluye 5 aminoacidos (158-162), 10 aminoacidos (153-
162), 20 aminoacidos (143-162), 30 aminoacidos (133-162) de la bisagra de la IgD del extremo C, respectivamente
(Fig. 1y 2). Para llevar a cabo la fusion de los genes entre EPO, G-CSF, p40N303Q o TNFR (receptor Il del factor
de necrosis tumoral) (SEQ ID NO: 30) y las moléculas de acido nucleico que codifican estas hFc (SEQ ID NO: 2-5),
se sintetizaron los fragmentos génicos minimos en el tamafio total de los genes fusionados mediante el servicio
personalizado de TOP Gene Technologies (www.topgenetech.com). Los fragmentos sintetizados de cada EPO, G-
CSF, p40N303Q o TNFR fusionados con una molécula de nucledtido que codifica la bisagra y la region CH2 del
extremo N de cada hFc-2, hFc-3, hFc-4 o hFc-5 incluyen las secuencias incluidas entre las secuencias completas de
EPO, G-CSF, p40N303Q o TNFR vy el sitio idéntico de la enzima, el sitio BstE Il (GGTGACC) que esta localizado en
los restos de aminoacidos 138-140° de la region CH2 en IgG4 (SEQ ID NO: 13). Los vectores de subclonacién
incluyendo algunos fragmentos génicos se cortaron con EcoR | y BstE Il localizados en el extremo 5’ y el extremo 3’,
respectivamente, y a continuacion se unieron a la region CH2-CH3 de la hFc-6. Finalmente, cada gen de fusion se
subclond en el pAD11 utilizando los sitios EcoR | y Xba |, y a continuacion se designaron pAD11 EPO-hFc-2, pAD11
EPO-hFc-3, pAD11 EPO-hFc-4, pAD11 EPO-hfc-5, pAD11 G-CSF-hFc-2, pAD11 G-CSF-hFc-3, pAD11 G-CSF-hFc-
4, pAD11 G-CSF-hFc-5, pAD11 p40N303Q-hfc-2, pAD11 p40N303Q-hFc-3, pAD11 p40N303Q-hfc-4, pAD11
p40N303Q-hFc-5 y pAD11 TNFR-hFc-5, respectivamente.

<Ejemplo 2> preparacion de los vectores de expresion de thFc-1 y thFc-2 acoplados a IFN-b

La thFc-1 incluye 23 aminoacidos (MDAMLRGLCCVLLLCGAVFVSPS) de la secuencia sefial del activador del
plasmindgeno del tejido humano (tPA), 15 aminoacidos (99-113) de la region bisagra de IgG1, 6 aminoacidos (111-
116) de la region CH2 de la IgG2 del extremo N, 103 aminoacidos (118-220) de la regién CH2 de IgG4, y 107
aminoacidos (221-327) de la region CH3 de IgG4 (Fig. 3). Se muestra una secuencia de aminoacidos de thFc-1 en la
SEQ ID NO: 28. La thFc-2 incluye 23 aminoacidos (MDAMLRGLCCVLLLCGAVFVSPS) de la secuencia sefial de
tPA, 15 aminoacidos (148-162) de la region bisagra de la IgD, 8 aminoacidos (163-170) de la region CH2 de la IgD
del extremo N, 100 aminoacidos (121-220) de la region CH2 de la IgG4, y 107 aminoacidos (221-327) de la region
CH3 de la IgG4 (Fig. 3). Se muestra una secuencia de aminoacidos de thFc-2 en la SEQ ID NO: 29. Para obtener
los nucledtidos de codones optimizados que codifican thFc-1 (SEQ ID NO: 26) o thFc-2 (SEQ ID NO: 27) acoplados
al extremo N del IFN-beta humano con la secuencia sefal eliminada, se sintetizaron estas moléculas de nucleétidos
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mediante el servicio personalizado de TOP Gene Technologies (Quebec, Canada) (www.topenetech.com). Para
insertar cada gen de fusidon en un vector de expresion, pAD11 (SEQ ID NO: 10), se generd un sitio EcoR | en el
extremo 5’ de thFc-1 o thFc-2 y se generd un sitio Not | en el extremo 3’ del codén de terminacion de IFN-beta. Tras
subclonar utilizando cada sitio de las enzimas de restriccion, se designaron los vectores de expresion final pAD11
thFc-1-AL(0)-IFN-beta y pAD11 thFc-2-AL(0)-IFN-beta, respectivamente.

Para acoplar thFc a IFN-beta mediante engarces de albumina de diferentes tamarios o el engarce Gly-Ser, los
fragmentos génicos que abarcan desde el sitio Pst | de la region CH3 de thFc-1 acoplado a IFN-beta cuya secuencia
sefial se habia eliminado mediante engarces de albumina de diferentes tamafios (3aa, 8aa, 13aa, 18aa, 23aa y
33aa) o el engarce Gly-Ser, fueron sintetizados por el servicio personalizado de TOP Gene Technologies
(www.topgenetech.com) (Fig. 4). Para insertar 7 diferentes fragmentos génicos en los vectores de expresion, pAD11
thFc-1-AL(0)- IFN-beta y pAD11 thFc-2-AL(0)-IFN-beta, se generd un sitio Pst | en el extremo 5 de los mismos y se
genero un sitio Not | en el extremo 3 del codon de terminacion de IFN-beta. Tras subclonar utilizando cada sitio de
las enzimas de restriccion, se designaron los vectores de expresion final pAD11 thFc-1-AL(1)-IFN-beta, pAD11 thFc-
1-AL(2)-IFN-beta, pAD11 thFc-1-AL(3)-IFN-beta, pAD11 thFc-1-AL(4)-IFN-beta, pAD11 thFc-1-AL(5)-IFN-beta,
pAD11 thFc-1-AL(6)-IFN-beta pAD11, thFc-1-GS-IFN-beta, y pAD11 thFc-2-AL(1)-IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(2)-
IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(3)-IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(4)-IFN-beta, pAD11 thFc-2-AL(5)-IFN-beta, pAD11 thFc-
2-AL(6)-IFN-beta pAD11 y thFc-2-GS-IFN-beta.

<Ejemplo 3> Expresion de las proteinas EPO-hFc humanas, G-CSF-hFc humanas, p40N303Q-hFc humanas,
TNFR-hFc-5 y thFc-IFN-beta humanas

Se usaron células COS-7 para el ensayo de la expresion y se cultivaron con medio DMEM (Invitrogen, Carlsbad)
complementado con suero bovino fetal al 10 % (Hyclone, South Logan) y antibidticos (Invitrogen, Carlsbad). Se
transfectaron los vectores que codificaban EPO-hFc, G-CSF-hFc, p4A0N303Q-hFc, TNFR-hFc-5, thFc-IFN-beta en 5
X 10% células COS-7 utilizando procedimientos de electroporacion convencionales. A las 48 h de la transfeccion, se
cosecharon los sobrenadantes y las células. Para comprobar la expresién de la proteina de fusion de cada vector, se
utilizaron todas las muestras para el ensayo ELISA con varios Kits (R&D system, Minneapolis, n® DEP0O para EPO;
Biosource, Camarillo, n.° KHC2032, para G-CSF; R&D system, Minneapolis, n.° DY1240 para p40N303Q de R&D
System, Minneapolis, n.° DRT200 para TNFR, PBL Biomedical Laboratories, n.° 41410-1A para IFN-beta) y el
analisis de la transferencia de western con anticuerpos dirigidos contra la IgG humana (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz). Como resultado, todos los vectores mostraron un patrén correcto de expresion en los sobrenadantes y
los lisados celulares (no se muestran los datos)

<Ejemplo 4> Purificacion de proteinas fusionadas con hFc

Se cultivaron células CHO/DHFR” (células de ovario de hamster chino, DG44, ATCC) con a-MEM (Invitrogen,
Carlsbad), suero bovino fetal dializado al 10 % (JRH Biosciences, Kansas), suplemento de HT (Invitrogen, Carlsbad)
y antibiéticos (Invitrogen, Carlsbad). Los vectores de expresion se transfectaron a células CHO de acuerdo con los
procedimientos de precipitacion simultanea de CaPO4 convencionales. A las 48 h de la transfeccion, las células CHO
se desprendieron de las placas y se diluyeron varias veces (1/2, 1/5, 1/20, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500). Las células
diluidas se sembraron en placas de 100 mm y se cultivaron con los medios sin el complemento de HT. Durante el
procedimiento de cribado, se suministraron medios recientes sin el suplemento de HT a las células sin pases. Se
generaron colonias durante 2-3 semanas después de la siembra y se movieron las colonias individuales a placas de
48 pocillos. Se cribaron las colonias positivas tras el ensayo ELISA para las detecciones de la EPO, G-CSF,
p40N303Q y TNFR. Cada colonia que mostro la expresion mas elevada se cultivo a gran escala (5 1) usando medio
sin suero (JRH Biosciences, Kansas). Los sobrenadantes sin suero cosechados se usaron para la purificacion de
cada proteina de fusion. Para la purificacion, columnas FF de proteina A recombinante de HiTrap (Amersham
Biosciences, Piscataway) se equilibraron con fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0). Se anadieron los sobrenadantes
filtrados a las columnas y se eluyeron con citrato de sodio 0,1 M (pH 3,0). Se obtuvieron finalmente las proteinas
eluidas tras dialisis con membrana (PCPM 12 14K, Spectrapor, Rancho Dominguez) mas de tres veces. Se
determinaron todas las concentraciones de las muestras de proteinas mediante el kit BCA (Pierce Biotechnology,
Rockford) para la medida de la proteina total y mediante kits ELISA para la medida de las EFO-hFc, G-CSF-hFc,
p40N303Q-hFcs, TNFR-hFc-5 y thFc-IFN-beta.

<Ejemplo 5> Ensayo de unién a FcgRl y C1q

Para investigar si las proteinas fusionadas a hFc-5 se unen a FcgRI y C1qg, Mabthera (Rituximab, Roche), higG1
(Calbiochem, n° de Cat. 400120), Enbrel® (etanercept, Amgen), EPO-hFc-5, G-CSF-hFc-5 y p40N303Q-hFc-5 se
diluyeron en serie (de 2 yg/ml a 16 ng/ml en 2 veces) y se usaron para revestir una tira de 8 pocillos (COSTAR,
Nueva York) durante la noche en 4. Para preparar una curva patrén, se diluyeron en serie también FcgRI (R&D, n°
de Cat BAF1257) o Clq (AbD serotech, n° de Cat 2221-5504) (de 2 ug/ml a 32 ng/ml en 2 veces) y se usaron para
revestir una tira de 8 pocillos (COSTAR, Nueva York) durante la noche en 4. Tras lavar cada tira de muestras con
tampon de lavado (PBS que contenia Tween al 0,05 %) y bloquear con FBS al 10 % en PBS durante una hora a TA,
se afadieron FcgRI o C1q en cada pocillo a 2 yg/ml tras una incubacion de 2 horas a temperatura ambiente (TA). Se
lavaron todas las tiras con tampén de lavado. Para el ensayo de unién a C1q, se afiadié un anticuerpo dirigido contra
C1q conjugado con HRP (AbD serotech, n° de cat. 2221-5004P) en cada pocillo a 2,5 pyg/ml después de 30 min de
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incubacion a TA en condiciones de oscuridad. Para el ensayo de union a FcgRI, se afiadié un anticuerpo biotinilado
dirigido contra FcgRI (R&D, n° de cat. 1257-FC) en cada pocillo a 2 yg/ml tras 1 hora de incubacion a TA. Tras
lavarlos con tampén de lavado, se afiadié Estreptavidina-HRP (BD, n° de cat. 554066) diluida 3.000 veces a cada
tira tras una incubacion de 30 minutos a TA en condiciones de oscuridad. Tras el lavado de las tiras, se afadio
solucion de TMB (mezcla 1:1 de sustrato de peroxidasa TMB y solucién B de sustrato de peroxidasa, KPL, n° de Cat.
50-76-01, n° de Cat, 50-65-00) para el revelado y se afiadié H,SO4 2 N para detener el revelado. Tal como se
muestra en la Fig. 6(a) y en la Fig. 6(b), MabThera® Enbrel® e higG1 mostraron una buena unién a FcgRIl y C1q,
pero EPO-hFc-5, G-CSF-hFc-5 y p4A0N303Q-hFc-5 no.

<Ejemplo 6> Bioactividad in vitro de proteinas fusionadas a hFc purificadas

Para investigar las bioactividades in vitro de las proteinas EPO-hFc, se cultivd la linea celular F35E humana en
medio RPMI1640 (Cambrex, Charles City) complementado con FBS al 10 %, antibiéticos y 5 Ul/ml de EPO humana
recombinante (DongA, Republica de Corea). Se prepararon los bioensayos sembrando 2 X 10* células en los
pocillos de ensayo de una placa de cultivo de 96 pocillos (Corning, Paises Bajos). Se afadieron las muestras con
diluciones en serie (0, 0,064 mUIl/ml a 25 Ul/ml en 5 veces) de EPO, EPO-hFc-1, EPO-hFc-5, EPO-hFc-6, EPO-IgG1
Fc o Aranesp (darbepoetina alfa, Amgen), a estos pocillos y se incubaron las placas a 37 °C durante 72 horas en
una incubadora humidificada con CO; al 5 %. De acuerdo con el protocolo del fabricante, se llevé a cabo el ensayo
MTT utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-Aldrich, Corea). La linea celular F35E
humana mostré una fuerte respuesta proliferativa a rEPO, tal como se demostré de una manera dependiente de la
dosis en el numero de células y los valores de absorbancia. Tal como se muestra en la Fig. 7(a), Aranesp® y las
proteinas EPO acopladas a IgG1 Fc o las hFc mostraron pérdida de actividad biolégica en comparacion con la
proteina EPO. Sin embargo, EPO-hFc-1, EPO-hFc-5 y EPO-hFc-6 mostraron una bioactividad significativamente
mayor que EPO-IgG1 Fc. Ademas, EPO-hFc-5 y EPO-hFc-6 mostraron una bioactividad ligeramente mayor que
Aranesp® indicando que estas proteinas fusionadas a hFc parecen ser mejores que Aranesp® en términos de
mantener la bioactividad de la proteina EPO.

Para investigar las bioactividades in vitro de la proteina G-CSF-hFc, se cultivd una linea celular hematopoyética de
raton, NFS-60 en medio RPMI1640 (Cambrex, Charles City) complementado con FBS al 10 %, antibidticos, y 100
unidades/ml de IL-3 recombinante de raton (R&D system, Minneapolis). Se prepararon los bioensayos sembrando 2
X 10* células en los pocillos de una placa de cultivo de 96 pocillos (Corning, Paises Bajos). Las muestras con
diluciones en serie (que variaban desde 0 a 10.000 pg/ml en 3 veces) de G-CSF-hFc-5 y Neulasta (pedfilgrastim,
Amgen) se afadieron a estos pocillos y se incubaron las placas a 37 °C durante 72 horas en una incubadora
humidificada con CO- al 5 %. Se evaluaron las muestras de proteina en pocillos por triplicado y este experimento se
llevé a cabo repetidamente durante cinco veces. A las 72 horas de la incubacion, se llevé a cabo el ensayo MTT
utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-Aldrich, Corea), de acuerdo con el protocolo
del fabricante. Tal como se ilustra en la Fig. 7(b), GCSF-hFc-5 mostré una bioactividad ligeramente superior in vitro
que Neulasta®.

Para investigar la bioactividad in vitro de la proteina p40N303Q-hFc, se incubaron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de pacientes con artritis reumatoide con 2 pg/ml de anticuerpo dirigido contra CD3 humana (R&D
system, n°® MAB 100) con o sin 10 ng/ml de p40 humana (R&D system) o p40N303Q-hFc-5 en medio RPMI1640
(Cambrex, Charles City) complementado con FBS al 10 %, y antibiéticos. Después del dia 6, se midieron las células
positivas para CD4 e IL-17 mediante el analisis FACS. Tal como se muestra en la Fig. 7(c), pA0ON303Q-hFc-5 mostro
un efecto supresor mas fuerte sobre la generacion de células CD4* / IL-17* que la proteina p40, indicando la funcion
inhibidora de p4A0N303Q-hFc-5 sobre la polarizacion de Th17.

Para investigar la bioactividad in vitro de la proteina TNFR-hFc, se cultivaron células L929 de murino en medio
RPMI1640 (Cambrex, Charles City) complementado con FBS al 10 % y antibiéticos. Se preparé el ensayo de
inhibicion citopatica sembrando 3 X 10* células en los pocillos de una placa de cultivo celular de 96 pocillos (Corning,
Paises Bajos), a continuacion se trataron con 1 ng/ml de TNF-a. Las muestras con las diluciones en serie (que
variaban desde 15,6 a 1.000 ng/ml en 2 veces) de TNFR-hFc-5 y Enbrel® (etanercept, Amgen) se afiadieron a estos
pocillos y se incubaron las placas a 37 °C durante 48 horas en una incubadora humidificada con CO, al 5 %. Tras la
incubacion, se llevd a cabo el ensayo MTT utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-
Aldrich., Corea), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Tal como se ilustra en la Fig. 7(d), TNFR-hFc-5 mostré
una bioactividad in vitro ligeramente mayor que Enbrel®.

Para investigar las bioactividades in vitro de las proteinas thFc-I-AL(0)-IFN-beta y thFc-1-AL(3)-IFN-beta, se
cultivaron células WISH (ATCC, CCL-25) en DMEM F12 (Cambrex, Charles City) complementado con FBS al 10 % y
antibioticos. Se preparo el ensayo de inhibicion citopatica sembrando 3 X 10* células en los pocillos de una placa de
cultivo celular de 96 pocillos (Corning, Paises Bajos), a continuacion se trataron con 1.500 UFP/pocillo de VSV
(ATCC, VR-158). Las muestras con diluciones en serie (de 40 Ul/ml en 2 veces) de las proteinas de IFN-beta
recombinante (Norma WHO, NIBSC 00/572), thFc-1-AL(0)-IFN-beta y thFc-1-AL(3)-IFN-beta se afiadieron a estos
pocillos y se incubaron las placas a 37 °C durante 48 horas en una incubadora humidificada con CO, al 5 %. Tras la
incubacion, se llevd a cabo el ensayo MTT utilizando un kit de ensayo colorimétrico de crecimiento celular (Sigma-
Aldrich, Corea), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Tal como se ilustra en la Fig. 7(e), thFc-1-AL(3)-IFN-beta
mostré una bioactividad in vitro aproximadamente 20 veces mayor que thFc-1-AL(0)-IFN-beta, indicando el
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importante papel del engarce de la albumina en el mantenimiento de la bioactividad del IFN-beta fusionado a Fc.
<Ejemplo 7> Semivida in vivo de las proteinas fusionadas con hFc purificadas

Para comparar la semivida de EPO-hFc-1, EPO-hFc-5 y Aranesp, se trataron cinco monos cynomolgus con estas
proteinas en una dosis de 2.400 Ul/kg mediante una Unica inyeccién subcutanea (SC) o una Unica inyeccion
intravenosa (IV). Se obtuvieron muestras de sangre de cada mono antes de la inyecciény a 1, 3, 6, 12, 24, 30, 48,
54, 72, 78, 96, 120, 168, 336, 504 y 672 h después de la inyecciéon. Las muestras de sangre se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 min hasta coagularse. Después de una centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min,
se obtuvieron sueros de cada muestra y se almacenaron en un congelador. Todas las muestras obtenidas en cada
punto se ensayaron para la cuantificacion de EPO mediante el kit EPO ELISA (R&D, n°® de cat. DEP0O0). Tal como se
muestra en la Fig. 8(a), todos los monos individuales inyectados con EPO-hFc-1 o EFO-hFc-5 mediante las rutas SC
o IV mostraron una semivida mas larga que los monos individuales inyectados con Aranesp® mediante las rutas SC
olV.

Para investigar la farmacocinética de G-CSF-hFc-1, se administraron 100 pug/kg de LEUCOSTIM® filgrastim, DongA,
Republica de Corea) y G-CSF-hFc-1 mediante las rutas SC o IV a dos ratas Sprague Dawley macho (Charles River
Laboratories, Wilmington) por grupo. Se extrajo sangre antes de la inyecciony 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48,72, 96, 120 y
192 h después de la inyeccion. Se obtuvieron los sueros por centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 min tras
incubacion a temperatura ambiente durante 30 min y se almacenaron en un congelador. Se cuantificaron las
muestras con varios factores de dilucion tales como 1/2, 1/5, 1/50, 1/250, 1/500 utilizando el kit G-CSF (Biosource,
Camarillo, n°® KHC2032). Tal como se muestra en la Fig 8(b) G-CSF-hFc-1 inyectada mediante las rutas SC o IV
mostré una semivida mas larga que LEUCOSTIM® G-CSF-hFc-1 y G-CSF tuvieron 8,76 h'y 2,36 h de t12in vivo tras
la administracién de SC y 10,42 h y 1,78 h tras la administraciéon IV, respectivamente. Por tanto, G-CSF-hFc-1
mostré un aumento de 3,7 veces tras las inyecciones SC y de 5,9 veces tras la inyeccion IV, en comparacion con
LEUCOSTIM®.

Para investigar la farmacocinética de p4A0N303Q-hFc-5 y Enbrel®, se trataron tres monos cynomolgus por grupo con
una unica inyeccion SC en una dosis de 100 ug/kg. Se obtuvieron las muestras de sangre de cada mono antes de la
inyeccion y a 8, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 336, 504 y 672 h después de la inyeccion. Se incubaron las muestras de
sangre a temperatura ambiente durante 30 min hasta que se coagularon. Después de una centrifugacion a 3000 rpm
durante 10 min, se obtuvieron sueros de cada muestra y se almacenaron en un congelador. Todas las muestras
obtenidas en cada punto se ensayaron para la cuantificacion de la p40 humana y TNFR Il humano mediante los kits
ELISA (R&D system, Minneapolis, n°® DY1240 y n° DRT200, respectivamente). Tal como se muestra en la Fig. 8(c),
p40N303Q-hFc-5 mostré una semivida mas larga que el promedio de Enbrel® de 199 h frente a 127 h), aunque
p40N303Q-hFc-5 mostré un valor Cmax menor que Enbrel® (promedio de 3 ng/ml frente a 7 ng/ml).

Para investigar la farmacocinética de TNFR-hFc-5 y Enbrel, se trataron tres ratas Sprague Dawley macho (Charles
River Laboratories, Wilmington) por grupo con una Unica inyecciéon SC en una dosis de 500 pg/kg. Se obtuvieron
muestras de sangre de cada rata antes de la inyeccion y a 2, 4, 8, 12, 24, 30, 48, 72 y 120 h después de la
inyeccion. Se incubaron las muestras de sangre a temperatura ambiente durante 30 min hasta que se coagularon.
Después de la centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 min, se obtuvieron sueros de cada muestra y se almacenaron
en un congelador. Se ensayaron todas las muestras obtenidas en cada punto para la cuantificacion de TNFR I
humano mediante kits ELISA (R&D system, Minneapolis, n°® DRT200). Tal como se muestra en la Fig. 8(d), TNFR-
hFc-5 mostré un nivel del ABC ligeramente mayor que Enbrel® (promedio de 198,1 frente a 172,9 pug*h/ml), aunque
TNFR-hFc-5 mostré una semivida similar a Enbrel® (promedio 28,6 h frente a 29,4 h).

<Ejemplo 8> Bioactividad in vivo de las proteinas fusionadas a hFc purificadas

Para comparar la bioactividad in vivo de EPO-hFc-5 y Aranesp®, se trataron tres monos cynomolgus por grupo con
una inyeccion SC o una unica inyeccion IV en una dosis de 2.400 Ul/kg. Se obtuvieron muestras de sangre de cada
mono antes de la inyeccion y a 1, 3, 6, 12, 24, 30, 48, 54, 72, 78, 96, 120, 168, 336, 504 y 672 h después de la
inyeccion. Se midié el ndmero de diversas células de la sangre, incluyendo los reticulocitos para evaluar la
bioactividad in vivo de EPO-hFc-5 y Aranesp®. Tal como se muestra en la Fig 9(a), EPO-hFc-5 mostré una potencia
in vitro ligeramente mayor que Aranesp® en las rutas SC e IV en términos de aumento de los reticulocitos en monos.

Para investigar la bioactividad in vivo de G-CSF-hFc-1, se administraron LEUCOSTIM®filgrastim, (DongA, Republica
de Corea) como control y G-CSF-hFc-1 en una dosis de 100 pg/kg mediante las rutas SC o IV a dos ratas Sprague
Dawley macho (Charles River Laboratories, Wilmington) por grupo. Se obtuvo sangre utilizando un tubo de EDTA
antes de lainyeccidon y 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 192 h después de la inyeccion. Se traté cada muestra
de sangre con tampén de lisis RBC (BD Bioscience, Corea) durante 4 minutos y se llevé a cabo un recuento de los
leucocitos totales (glébulos blancos) diluidos en tampdn FACS por triplicado utilizando un hematocitometro. Se midio
el nimero de granulocitos usando FACSCalibur mediante la determinacion del tamario celular por FSC (dispersion
frontal) y de los granulos mediante SSC (dispersion lateral). Tal como se ilustra en la Fig. 9(b), LEUCOSTIM®
tratado mediante las rutas SC e IV indujo el nimero maximo de leucocitos y granulocitos a las 24 horas de la
inyeccion, mientras que G-CFS-hFc-1 indujo el nimero maximo de leucocitos y granulocitos a las 72 horas de la
inyeccion SC y a las 48 horas de la inyeccion IV. Desde las 24 h a las 120 h después de la inyeccion, G-CSF-hFc-1
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tuvo una bioactividad in vivo mas sostenida, en comparacion con LEUCOSTIM®.

Aplicabilidad industrial

Se dan a conocer proteinas de fusién que comprenden una molécula biolégicamente activa y un dominio Fc de la
inmunoglobulina (Ig) que estan unidos a la molécula biolégicamente activa. EI dominio Fc es un dominio Fc humano
hibrido de (i) IgG1, IgG2 o IgG4 o (ii) IgG4 e IgD. El Fc hibrido es util como un vehiculo de moléculas biolégicamente
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<211>720

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento 1 de Fc hibrido (hFc-1)

<400> 1
agcaacacca aggtggacaa gagagtggaa cocaagaget gdgacaagad ccacacctge 60
cctocctgec ccgeocctoce cgtggocgge cccagegtgt toetgtttec tcoeoccaagcoe 120
aaggataccc tgatgatctc cagaacccct gaggtgacct gogtggtogt ggatgtgage 180
caggaagatc ccgaagtgca gttcaactgg tacgtggatg geogtggaagt gcacaacgeco 240
aagaccaagc ccagagaaga gcagttcaac tecacctaca gagtggtgag cgtgetgace 300
gtgctgeace aggactggct gaadggeaag gagtacaagt gdaaggtgte caacaaagge 360
ctgeccaget ccatcgagaa gacdatcage aaagecaaag gecagoocag agaadeccag 420
gtgtacaccc tgcctcccag ccaggaagag atgaccaaga accaggtgtc cctgacctge 480
ctggtgaaag gcttcotacce cagcocgacatc gecgtggagt gggaaagcaa cggccagccce 540
gagaacaatt acaagacaac ccctccoegtg ctggatagog atggeagett ctttcotgtac 600
ageagactga deogtggacaa gagdagatgyg caggaaggcda acgtgttcag ctgoagegty 660
atgcacgaag coctgeacaa ccadtacace cagaagagee tgtooectgag cetgggceaag 720
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<210>2

<211> 660

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento 2 de Fc hibrido (hFC-2)

<400> 2
acecccgagt goccocagoca cacccageced ctgggegtgt teetgttece ceccaagoce 60
aaggacacee tgatgatcag cogeacecce gaggtgaccet gegtggtegt ggatgtgage 1290
caggaagatc cogaagtgea gtteaactgg tacgtggatg gegtggaagt geacaacgee 180
aagaccaagc ccagagaaga gcagttcaac tccacctaca gagtggtgag cgtgctgacc 240
gtgctgecace aggactgget gaacggcaag gagtacaagt gcaaggtgtc caacaaagge 300
ctgcccagcect ccatcgagaa gaccatcagc aaagccaaag gccagcccag agaaccccag 360
gtgtacacee tgectodeag ccaggaagag atgaccaaga aceaggtgte cetgaccetge 420
ctggtgaaag gcttctacce cagegacate gocgtggagt gggaaagcaa cggocagoce 480
gagaacaatt acaagacaac coctecegtyg ctggatageg atggeagett ctttetgtac 540
agcagactga ccgtggacaa gagcagatgg caggaaggca acgtgttcag ctgcagogtyg 600
atgcacgaag ccctgcacaa ccactacacc cagaagagcc tgtccctgag cctgggcoaag 660

<210>3

<211> 675

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento 3 de Fc hibrido (hFC-3)

<400> 3

25



10

15

gagcgcgaga
ttoocececa
gtegtggatyg
gaagtgcaca
gtgagcgtge
gtgtccaaca
cccagagaac
gtgtecctga
agcaacggec
agetteottte

ttcagctgea

ctgagectgy

ccaagacccc
agoccaagga
tgagccagga
acgacaagac
tgaccgtgcet
aaggcctgeo
cccaggtgta
ccetgectggt
agcoccgagaa
tgtacagcag
gogtgatgea

gcaag

ES 2623925713

cgagtgecccce
caccectgatyg
agatcccgaa
caagcccaga
gcaccaggac
cagctccatc
caccctgect
gaaaggctte
caattacaag
actgacegtyg

cgaagceoctyg

<210> 4

<211>705

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento 4 de Fc hibrido (hFC-4)

<400> 4

aagaaggaga
agccacaccc
atcagccgca
gtgocagttca
gaagagecagt
tggctgaacyg
gagaagacca
cccagocagg
taccccagcg
acaaccccte
gacaagagca

cacaaccact

aggagaagga
agcccctggg
cccccgaggt
actggtacgt
teaactecac
gcaaggagta
tcagcaaage
aagagatgac
acatcgeocegt
ccgtgcetgga
gatggeagga

acacccagaa

ggagcaggayg
cgtgttectg
gacctgcgtg
ggatggegtg
ctacagagtg
caagtgcaaqg
caaaggcocag
caagaaccag
ggagtgggaa
tagcgatggc
aggcaacgty

gagectgteoo

<210>5

<211>735

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

agccacaccc
atcagcogea
gtgcagttea
gaagageagt
tggctgaacg
gagaagacca
cccagccagg
taccccageyg
acaaccecte
gacaagagca

cacaaccact

gagcgogaga
ttecccecoceca
gtcgtggatg
gaagtgcaca
gtgagogtge
gtgtccaaca
¢ocagagaac
gtgtccctga
agcaacggcoc
agcttcttte
ttecagetgea

ctgagoctyy

26

agccocctggyg
cocccgaggt
actggtacgt
tcaactccac
gcaaggagta
tcagcaaagc
aagagatgac
acatcgeegt
cegtgotgga
gatggcagga

acacccagaa

ccaagaceod
agcccaagga
tgagccagga
acgccaagac
tgacogtget
aaggecctgec
cccaggtgta
cctgeotggt
agcccgagaa
tgtacagcag
goegtgatgea

geaag

cgtgttcctg
gacctgegty
ggatggegty
ctacagagty
caagtgcaag
caaaggccag
caagaaccag
ggagtgggaa
tagegatgge
aggcaacgty

gagectgtce

cgagtgocce

caccctgatg
agatcccgaa
caagcccaga
goaccaggac
cagctcocate
caccctgect
gaaaggcttce
caattacaag

actgaccgtg

cgaagecctg

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
680

675

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705



10

15

<220>

ES 2623925713

<223> fragmento 5 de Fc hibrido (hFC-5)

<400>

<210>
<211>
<212>

5

cgcaacaccg
gagdegagaga
ttecocccca
gtegtggatg
gaagtgcaca
gtgagogtge
gtgtccaaca
cocagagaac
gtgtecctga
agcaacggec

agcttectttc

tteagetgea

ctgageectgg

6
864
ADN

googeggegy
ccaagacccc
ageccaagga
tgagecagga
acgccaagac
tgaccgtygct
aaggcctgec
coecaggtgta
cctgactggt
ageccgagaa

tgtacagcag

gegtgatgea

gcaag

<213> Secuencia artificial

<220>

cgaggagaag
cgagtgeced
caccctgaty
agatcccgaa
caagcccaga
gcaccaggac
cageotcecate
caccctgect
gaaaggctta

caattacaag

actgaccgtg

cgaageecty

<223> Fragmento 6 de Fc hibrido (hFc-6)

<400>

6

aagaaggaga
agocacacde
atcagecgca
gtgecagttca
gaagagcagt
tggctgaacyg
gagaagacca
cocagocagy
taceccagey
acaacccete

gacaagagca

cacaaccact

27

aggagaagga
agococtyggy
ccecccgaggt
actggtacgt
tcaactccac
gcaaggagta
tcagcaaagc
aagagatgac
acateogeegt
cegtgatgga

gatggcagga

acacccagaa

ggagcaggag
cgtgtbtoctyg
gacetgegtg
ggatggegtyg
ctacagagtg

caagtgcaag

caaaggcceag
caagaaccag
ggagtgggaa
tagegatgge

aggcaacgtyg

gageoctgtee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720

735



10

gctagcaaga
agcgtgccca
gccaccaccc
gagcaggagyg
gtgttoctgt
acetgegtgy
gatggcgtgg
tacagagtgg

aagtgcaagg

aaaggccaga
aagaaccagg
gagtgggaaa
agcgatggea
ggcaacgtgt
agcctgtoee
<210>7

<211> 579
<212> ADN

gcaagaagga
ccgeccageoc
gcaacaccgyg
agoegegagac
toccaoccaa
tegtggatgt
aagtgcacaa
tgagegtget
tgtccaacaa
ccagagaacs
tgtecctgac
goaacggeoca
getteotttet
tcagctgeayg

tgagoctggg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2623925713

gatcttcoge
ccaggcocgag
cogoggegge
caagaccogoe
goccaaggac
gagoccaggaa
cgccaagacc
gaccgtgetg
aggoctgoce
ccaggtgtac
ctgectggtg
goccgagaac
gtacagcaga
cgtgatgoac

caag

tggcccgaga
ggcagcctygyg
gaggagaaga
gagtgocceca
accctgatga
gatccegaag
aagcccagaqg
caccaggact
agctccatcg
accctgacte
aaaggecttet
aattacaaga

ctgaccgtgg

gaagcecctge

gcccoccaaggc
ccaaggccac
agaaggagaa
gocacaccca
teageageac
tgeagttcaa
aagagcagtt
ggctgaacgg
agaagaccat
ccagocagga
accccagega
caacecckee
acaagagcag

acaaccacta

ccaggccagc
caccgccocce
ggagaaggayg
gecectggge
cecegaggtyg
ctggtacgtg
caactccacc
caaggagtac
cagcaaagoc
agagatgace
categecgtg
cgtgotggat
atggcaggaa

cacccagaag

<223> Gen de EPO humana sintetizado de acuerdo con la optimizacién de codones

<400> 7

atgggegtge
ctgggectge
cgctacctge
agcctgaacg

atggaggtygg

gtgctgegeg
cacgtggaca

gcccagaagg

accgoogaca

aagcetgtaca

<210> 8

acgagbgooe
ccgtgetggg

tggaggccaa

agaacatcac

gocageagge

gecaggecct
aggcogtgay
aggccatcag

ccttcocogeaa

cocggcgagygc

cgectggetyg
cgocccocooc
ggaggccgag
cgtgcocccgac

cgtggaggty

goetggtgaac
cggoctgoge
cccococgac
gotgttooge

ctgcogoace

tggetgetge
cgooctgatet
aacatcacca
accaaggtga

tggcagggee

agcagocage
agcctgacca
gcogocageyg
gtgtacageca

ggcgacege

28

tgagectget
gcgacagecyg
ccggctgege
acttctacge

tggecctget

cetgggagec
cocctgotgeg
cogocccoct

acttccoctgeg

gagaectgoog
cgtgctggag
cgagcactgc
ctggaagcge

gagcgaggeo

cotgeagetg
cgoccctggge
gcgcaccatc

cggcaagctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

864

60

120

180

240

300

360

420

480

540

579
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10

<211>612

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Gen de G-CSF humano sintetizado de acuerdo con la optimizacién de codones

<400> 8
atggccggce ccgocaccca gagccccatg aagectgatgg ccctgecaget getgetgtgg 60
cacagcgccc tgtggacegt gcaggaggcc accccoctgg gecccocgcecag cagcectgoce 120
cagagcttoe tgctgaagtg cctggagcag gtgcgoaaga tccagggcga cggogocgcee 180
ctgeaggaga agoetgtgege cacctacaag ctgtgecace ccgaggaget ggtgetgetg 240
ggccacagee tgggeatece ctgggocecce ctgageaget gocccageoca ggoectgeag 300
ctggecgget goctgagoca geoetgeacage ggoctgttee tgtaccaggg cctgetgeag 360
gecoctggagyg gcocatcagcce cgagctggge cccaccctgg acaccctgca goctggacgtg 420
gcogacttcocg ccaccaccat ctggcagcag atggaggagce tgggcatgge ccccgcocctg 480
cagcccaccce agggcgccat gcccgcctte gecageogoct tccageogeocg cgcocggeggc 540
gtgctggtgg ccagecaccet geagagette ctggaggtga getacegegt getgegecac 600
ctggeccage ¢ 612

<210>9

<211>984

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Gen p40 humano sintetizado de acuerdo con la optimizaciéon de codones

<400> 9

atgtgocace ageagetggt gatcageotgg tteagectag tgttectgge cageccccty 60

gtggccatct gggagctgaa gaaggacgtg tacgtggtgg agctggactg gtaccccgac 120
gocccoggeg agatggtggt gotgacctgce gacaccocoyg aggaggacgg catcacctgg 180
accctggacc agagcagcga ggtgctgggce agocggcaaga coctgaccat ccaggtgaag 240
gagtteggeg acgeocggeoca gtacacctge cacaagggeg gegaggtget gagecacage 300

29



10

ctgetgetge
aaggagccca
acctgctggt
ggcagcagcg
cgocggcegaca
gccgecgagg
gagaactaca
ctgeagetga
acctggagca
agcaagcgcg
cgcaagcagg

gagtgggcca

<210> 10
<211> 5698
<212> ADN

tgcacaagaa
agaacaagac
ggctgaccac
acccccaggg
acaaggagta
agagcctgec
ccageagett
agcoceoctgaa
ccecccacag
agaagaagga
ccagcatcag

goegtgocaty

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pAD11

<400> 10

ES 2623925713

ggaggacggce
cttectgege
catcagcacc
cgtgacctge
cgagtacagc
categaggtg
ctteateege
gaacagecge
ctacttcagc
ccgegtgtte
cgtgogegece

cagce

atctggagea
tgegaggceca
gacctgacct
ggcgecogeca
gtggagtgeco
atggtggacy
gacatcatca
caggtggagyg
ctgaccttct
accgacaaga

caggaccgct

30

cogacatect
agaactacag
tcagcgtgaa
ccctgagege
aggaggacag
cegtgeacaa
agegcgacee
tgagetggga
gcgtgeaggt
ccagcgeocac

actacagcag

gaaggaccag
cggeegette
gagcagccgc
cgagegcegtyg
cgcctgecee
gotgaagtac
cccocaagaac
gtaceccegac
gcagggcaag
cgtgatctge

cagctggage

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

%84



gacggatcgg
acttgacgge
cgaccattga
ctaccctgge
tcagtggaag
gagaagaate
ccaccacgag
caaccggaat
caggaagcca
tttgaaagtg
tacccaggeg
tacgagaaga
tgecattttta

ttetgtggty

ataaaatttt

gactagagca
aatcctageg
actgcatcgt
ctoegetcag
gtaaacagaa
gacctttaaa
gagcteattt
tggcaagtaa
tgaatcaacc
acacgttttt
tcctectectga
aagactaaca
taagaccatg
tgacataatt

taagtgtata

ES 2623925713

ttgggggggy
tgaaggetgg
cgcegtgtee
gaacgagttc
tctggtgatt
ggacagaatt
tettgecaaa
agtagacatg
aggccaccte
cocagaaatt
ggtccaggag
ggaagatget
ggacttttge
ggacaaacta

atgtgttaaa

ggacagctea
taggatttta
caaaatatgg
aagtacttcc
atgggtagga
aatatagtte
agtttggatg
gtttggatag
agactctttg
gatttgggga
gaaaaaggca
ttcaagttct
tggetttaga
cctacagaga

ctactgattc

31

gggctgegat
tcecegetge
ggattggcaa
aaagaatgac
aaacctggtt
tecagtagaga
atgcettaag
teggaggeayg
tgacaaggat
aatataaact
tcaagtataa
ctgctocect
tctttgtgaa
tttaaagcte

taattgtttg

ttegegecaa
catecatggtt
gaacggagac
cacaacctct
ctcecattcect
actcaaagaa
acttattgaa
ttetgtttac
catgcaggaa
tctceccagaa
gtttgaagtc
cotaaageta
ggaaccettac
taaggtaaat

tgtattttag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840

200



atteccaaccet
ctgttttget
tctactecte
ctaagttttt
accacaaagg
tttataagta
catagagtgt

tgtaaagggyg

ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
tatggtgecac
ctgettgtgt
aaggcttgac
gcgatgtacg
caattacggg
taaatggeec
atgttceccat
ggtaaactge
acgtcaatga
ttcctactty
ggcagtacat
coattgacgt
gtaacaactc
taagcagagce
cgactcacta
ttcttttteg
tttagaacgg
cactttctac
ttttcgttaa
teagattgta

tgtacttcag

atggaactga
cagaagaaat
Caaaaaagaa
tgagtcatge
aaaaagetge
ggcataacag
ctgctattaa
ttaataagga
tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtocaaac
tcteocagtaca
gttggaggte
cgacaattge
ggcoccagatat
gtcattagtt
gectggetga
agtaacgcca
ccacttggea
cggtaaatgy
geagtacate
caatgggaogt
caatgggagt
cgcoccattg
tetetggeta
tagggagace
ctattgtaaa
gaagatgtoe
tetgttgaca
actttagctt
agtactttet

cacagtttta
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tgaatgyggag
goeatctagt
gagaaaggta
tgtgtttagt
actgcetatac
ttataatcat
taactatgct
atatttgatg
ttttacttge
caattgttgt
tcacaaattt
tcatcaatgt
atctgctetg
getgagtagt
atgaagaatc
acgcgttgac
catagceccat
cogoccaacy
atagggactt
gtacatcaag
coegectgge
tacgtattag
ggatageggt
ttgttttgge
acgcaaatgg
actagagaac
caagetgget
attcatgtta
cttgtatcac
accattgtet
gcatttgtaa
ctaatcactt

gagaacaatt

cagtggtgga
gatgatgagg
gaagacccoca
aatagaactc
aagaaaatta
aacatactgt
caaaaattgt
tatagtgeet
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
atgccgeata
gogogagoaa
tgettagggt
attgattatt
atatggagtt
accocogeoe
tccattgacy
tgtatcatat
attatgecea
tcatcgetat
ttgacteacy
accaaaatea
gcggtaggeg
ccactgetta
agegtgagtt
tatggagggyg
catggaccet
cctottattt
cgaattttta
ttttttcaag

gttataatta

32

atgeoetttaa
ctactgetga
aggactttee
ttgottgett
tggaaaaata
tttttettac
gtacctttag
tgactagaga
cteccacace
tttattgcag
geattttttt
gtetggatet
gttaagccag
aatttaaget
taggogtttt
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtea
tcaatgggtg
gocaagtacy
gtacatgacc
taccatggtyg
gggattteca
acgggacttt
tgtacggtgg
ctggettate
tggggaccet
gcaaagtttt
catgataatt
totttteatt
aattcacttt
gcaatcaggy

aatgataagg

tgaggaaaac
ctctcaacat
ttcagaatty
tgotatttac
ttetgtaace
tecacacagyg
ctttttaatt
tcataatcag
tecccctgaa
cttataatgg
cactgcatte
ceagatococ
tatctgctee
acaacaagge
gegetgette
taatagtaat
taacttacgyg
ataatgacgt
gagtatttac
cococtattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctocace
ccaaaatgte
gaggtctata
gaaattaata
tgattgttet
cagggtgtty
ttgtttettt
ttetgtaact
tgtttatttg
tatattatat

tagaatattt

960

1020

1080

1149

1200

12560

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

17440

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



ctgcatataa
gtoateatee
aaatactctg
ctacagectee
taatacgact
gtgtggtgga
ctagagcteg
catooooegt
atgaggaaat
ggcaggacag
gotoetatgge
gteatagetyg
cggaagcata
gttgegetea
cggocaacge
tgactagetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
cactgacgag
ataaagatac
gaagottace
ctcacgctgt
cgaaceocece
cacggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagctcttga
goagattacg
tgacgetecag
gatcttcacce
tgagtaaact

ctgtctattt

attectggetg
tgoctttete
agtccaaacc
tgggcaacgt
cactataggy
attcaccgeg
ctgatcagee
gocttaettyg
tgcatogeat
caagggggay
ttotgaggeyg
tttectgtgt
aagtgtaaag
ctgecegett
geggggagayg
cgoetoeggteg
tecacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacetgt
aggtatctca
gtteageceg
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatet
tecggcaaac
cgeagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtetgaca

cgttcatcea

ES 2623925713

gcgtggaaat

tttatggtta
gggccoctet
gctggttatt
cgaattgaag
goccgetetag
tocgactgtge
accctggaag
tgtoctgagta
gattgggaag
gaaagaacca

gaaattgtta

cctggggtge
tecagtoggg
geggtttgeg
tteggotgeg
caggggataa
aaaaggceoge
atcgacgete
ccocotggaag
cogootttet
gttcoggtgta
accgetgege
agocactgge
cagagttctt
gogeotctget
aaaccaccygc
aaggatctea
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg

tagttgoctyg

attcttattyg
caatgatata
gctaaccaty
gtgctgtete

cttggtaceg

agggccctat
cttctagttyg
gtgocactec
ggtgtoattc
acaatagcag
gotggggeto
teegoetcaca
ctaatgagty
aaacctgteg
tattgggege
gegageggta
cgeaggaaag
gttgctggeg
aagtoagagy
ctooctegtyg
coctteggga
ggtogtteoge
cttateeggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagocagtt
tggtageggt
agaagataect
agggattttyg
atgaagtttt
cttaatcagt

actcococegte

33

gtagaaacaa
cactgtttga
ttcatgeoctt
atcattttgg
agcetaggate
tctatagtgt
ccagecatct
cactgtoectt
tattctgggg
gcatgctggg
gagagottgg
attccacaca
agctaactca
tgecagetge
tetteagett
teagctcact
aacatgtgag
tttttecata
tggogaaaco
cgototeootg
agegtggoge
tcoccaagetgg
aactategte
ggtaacagga
cctaactacg
accttoggaa
ggtttttttg
ttgatetttt
gtcatgagat
aaatcaatct

gaggcaccta

gtgtagataa

ctacatcctg
gatgaggata
ctteottttte
caaagaattg
cactagtceca
cacctaaatg
gttgtttgee
tectaataaa
ggtggagtgg
gatgcggtag
cgtaatoatg
acatacgage
cattaattge
attaatgaat
cctegetoac
caaaggceggt
caaaaggeca
ggcteegoec
cgacaggact
ttoegaceoct
ttteteatag
gctgtgtgea
ttgagtecaa
ttageagage
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaageca
ctacggggte
tatcaaaaag
aaagtatata
teteagegat

ctacgatacy

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800
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ggagggctta ccatetggee ccagtgotge aatgataceg cgagacccac gotcaccegge 4860
tcecagattta tcageaataa accagocage cggaagggos gagogceagaa gtggtoctge 4920
aactttatcc gectcecatecc agtctattaa ttgttgocgg gaagetagag taagtagttce 4980
gccagttaat agtttgcocgeca acgttgttge cattgetaca ggeatcgtgg tgtcacgete 5040
gtegtttggt atggettcat tcagetcocogg ttcocccaacga tcaaggegag ttacatgate 5100
ceccatgttg tgeaaaaaag cggttagete ctteggtect cegategttg teagaagtaa 5160
gttggeegea gtgttatcace teatggttat ggeageactyg cataattete ttactghbecat 5220
gecateegta agatgettit ctgtgactgg tgagtactca accaagtcat tetgagaata 5280
gtgtatgeogg cgaccgagtt goctocttgoccc ggogtcaata cgggataata ccgegccaca 5340
tagcagaact ttaaaagtgc tcatcattgg aaaacgttct tcggggcgaa aactctcaag 5400
gatcttaccg ctgttgagat ccagttcgat gtaacccact cgtgcaccca actgatctte 5460
ageatetttt actttcacca goegtttetgg gtgageaaaa acaggaagge aaaatgecge 5520
aaaaaaggga ataagggcoga cacggaaatg ttgaatacte atactettee tttttcaata 5580
ttattgaage atttatcagg gttattgtet catgagegga tacatatttg aatgtattta 5640
gaaaaataaa caaatagggg ttccgecgcac atttccccocga aaagtgecac ctgacgtce 5698
<210> 11
<211> 330
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Region constante de la IgG1 humana parcial (N.° de acceso de GenBank CAA75032)
<400> 11
Ala Ser Phe Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15
Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80
Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95
Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

34
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Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Azn

Leu

Val

305
Gln
<210>12

<211> 326
<212> PRT

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

185

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

<213> Homo sapiens

<220>

Asp

Asgp

Gly

Asn
180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Ser

Ser
325

ES 2623925713

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
Val
Ser
Glu
Pro
Val
295

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Trp
Val
280
Aszp

His

Pro

Ser

Asgp

Azn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asgp

Ser

Ala

Lys
330

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asgp

Trp

300

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

<223> Region constante de la IgG2 humana (N.° de acceso de GenBank CAC20455)

<400> 12

35

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Thr

Azn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Azn

Thr
320



Ala Ser
1

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val
50

Leu Ser
65

Phe

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

ES 2623925713

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Phe Pro Leu
10

Leu Gly Cys
25
Trp Asn Ser

Leu Gln Ser

Ser Ser Asn
75

36

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Phe

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr
80



ES 2623925713

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Agn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
115 120 125

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Trp Val val Val Asp
130 135 140

Val Ser His Glu Agp Pro Glu Val Gln Phe Agn Trp Tyr Val Asp Gly
145 150 155 160

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn
165 170 175

Ser Thr Phe Cys Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp
180 185 1%0

Leu Asgsn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro
185 200 205

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu
210 215 220

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Prc Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn
225 230 235 240

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile
245 250 255

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
260 265 270

Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
275 280 285

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
290 295 300

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
305 310 315 320

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325

<210> 13

<211> 327

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region constante de la IgG4 humana parcial (N.° de acceso de GenBank AAH25985)

<400> 13

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

37



Phe

Gly

Glu

Asgp

Asp

145

Gly

Azn

Trp

Pro

Glu

225

Azn

Ile

Thr

Cys
305

Leu

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Ser

Glu

Thr

Azn

185

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Val

20

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
245

Trp

Val

Asp

His

Leu
325
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Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Lys

Glu
310

Gly

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Azn

Ser

280

Arg

38

25

Trp

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

Trp

His

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Azn

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Gly

Ser

60

Thr

Ser

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Azn

205

Gly

Glu

Tyr

Azn

Phe

285

Asn

Thr

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Azn

270

Val

Gln

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asgp

Leu

Arg

Lys

240

Asgp

Lys

Ser

Ser

Ser
320
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<210> 14

<211> 383

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Region constante de la IgD humana (N.° de acceso de GenBank P01880)

<400> 14

39



Ala

His

Tyr

Gln

Met

65

Glu

Ile

Thr

Pro

Glu

145

Cys

Val

Val

Lys

Asn
225

Trp

Pro

Val

Ala

Leu
305

Pro

Pro

His

Pro

50

Thr

Tyr

Phe

Ala

Ala

130

Lys

Pro

Gln

Gly

Val

210

Gly

Asn

Pro

Lys

Ser
290

Thr

Lys

Pro

35

Gln

Ser

Lys

Gln

115

Thr

Glu

Ser

Asp

Ser

195

Pro

Ser

Ala

Gln

Leu
275

Trp

Met

Lys

Asp

20

Thr

Arg

Ser

Cys

Trp

100

Pro

Thr

Lys

His

Leu

180

Asgp

Thr

Gln

Gly

Arg

260

Ser

Leu

Trp

Ala

Azn

Ser

Thr

Gln

Val

85

Pro

Gln

Arg

Glu

Thr
165

Trp

Leu

Gly

Ser

Thr

245

Leu

Leu

Leu

Leu

ES 2623925713

Pro

Ser

Val

Phe

Leu

70

Val

Glu

Ala

Azn

Glu

150

Gln

Lys

Gly

Gln

230

Ser

Met

Azn

Cys

Glu
310

Asgp

Pro

Thr

Pro

55

Ser

Gln

Ser

Glu

Thr

135

Gln

Pro

Arg

Asgp

Val

215

His

Val

Ala

Glu
285

Asp

Val

Val

Val

40

Glu

Thr

His

Pro

Gly

120

Gly

Glu

Leu

Asp

Ala

200

Glu

Ser

Thr

Leu

Leu

280

Val

Gln

40

Phe

Val

25

Thr

Ile

Pro

Thr

Lys

105

Ser

Arg

Glu

Gly

Lys

185

His

Glu

Arg

Cys

Arg

265

Ala

Ser

Arg

Pro
10

Leu

Trp

Gln

Leu

Ala

90

Ala

Leu

Gly

Arg

Val

170

Ala

Leu

Gly

Leu

Thr

250

Glu

Ser

Gly

Glu

Ile

Ala

Tyr

Arg

Gln

75

Ser

Gln

Ala

Gly

Glu

155

Tyr

Thr

Thr

Leu

Thr

235

Leu

Pro

Ser

Phe

Val
315

Ile

Cys

Met

Arg

60

Gln

Lys

Ala

Lys

Glu

140

Thr

Phe

Trp

Leu

220

Asn

Ala

Asgp

Ser

300

Asn

Ser

Gly

45
Asp
Trp
Ser
Ser
Ala
125

Glu

Lys

Thr
Glu
205
Glu
Pro
His
Ala
Pro
285

Pro

Thr

Gly

Ile

30

Thr

Ser

Arg

Lys

Ser

110

Thr

Lys

Thr

Thr

Cys

190

Val

Arg

Arg

Pro

Gln

270

Pro

Pro

Ser

Cys

15

Thr

Gln

Tyr

Gln

Lys

95

Val

Thr

Lys

Pro

Pro

175

Phe

Ala

His

Ser

Ser

255

Ala

Glu

Asn

Gly

Arg

Gly

Ser

Tyr

Gly

80

Glu

Pro

Ala

Lys

Glu

160

Ala

Val

Gly

Ser

Leu

240

Leu

Pro

Ala

Ile

Phe
320
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Ala Pro Ala Arg Pro Pro Pro Gln Pro Gly Ser Thr Thr Phe Trp Ala
325 330 335

Trp Ser Val Leu Arg Val Pro Ala Pro Pro Ser Pro Gln Pro Ala Thr
340 345 350

Tyr Thr Cys Val Val Ser His Glu Asp Ser Arg Thr Leu Leu Asn Ala
355 360 365

Ser Arg Ser Leu Glu Val Ser Tyr Val Thr Asp His Gly Pro Met
370 375 380

<210> 15
<211>193

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Precursor de la EPO humana (N.° de acceso de GenBank NP_000790)

<400> 15

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Len Trp Leu Leu Leun Ser Len
1 5 10 15

Leu Ser Leu Pr¢ Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20 25 30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu
50 55 &0

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp lys Arg
65 70 75 80

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu
85 90 95

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser
100 105 110

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly
115 120 125

Leun Arg Ser Leu Thr Thr Leun Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
130 135 140

Ala TIle Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
145 150 155 160

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lyg Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
165 170 175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
180 185 190

41
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15

20

<210> 16
<211> 207
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

ES 2623925713

<223> G-CSF humano (N.° de acceso de GenBank CAA27291)

<400> 16

Met

Glu

Leu

65

Val

Cys

Ser

Ser

Asp

145

Pro

Phe

Phe

<210> 17
<211> 328
<212> PRT

Ala

Leu

Gly

Gln

50

Val

Leu

Pro

Gly

Pro

130

Phe

Ala

Gln

Leu

Gly

Pro
35
Val

Ser

Ser

Leu

115

Glu

Ala

Leu

Arg

Glu
195

<213> Homo sapiens

<220>

Pro

Trp

20

Ala

Arg

Glu

Gly

Gln

100

Phe

Thr

Gln

Arg

180

Val

Ala

His

Ser

Lys

Cys

His

85

Ala

Leu

Gly

Thr

Pro

165

Ala

Ser

Thr

Ser

Ser

Ile

Ala

70

Ser

Tyr

Pro

Ile

150

Thr

Gly

Tyr

Gln

Ala

Leu

Gln

55

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

135

Gln

Gly

Arg

Ser

Leu

Pro

40

Gly

Tyr

Gly

Leu

Gly

120

Leu

Gln

Gly

Val

Val
200

Pro

Trp

25

Gln

Asp

Lys

Ile

Ala

105

Asgp

Gln

Ala

Leu

185

Leu

Met

10
Thr
Ser
Gly
Leu
Pro

90
Gly
Leu
Thr
Met
Met
170

Val

Arg

Lys

Val

Phe

Ala

Cys

75

Trp

Cys

Gln

Glu
155
Pro

Ala

His

Ala
60

His

Ala

Ala

Gln

140

Glu

Ala

Ser

Leu

Met

Glu

Leu

45

Leu

Pro

Pro

Ser

Leu

125

Leu

Leu

Phe

His

Ala
205

<223> subunidad p40 de la IL12 humana (N.° de acceso de GenBank AAG32620)

<400> 17

Ala

Ala

30

Lys

Gln

Glu

Gln

110

Glu

Asgp

Gly

Ala

Leu

190

Gln

Leu

15
Thr
Cys
Glu
Glu
Ser

95
Leu
Gly
Val
Met
Ser
175

Gln

Pro

Gln

Pro

Leu

Lys

Leu

80

Ser

His

Ile

Ala

Ala

160

Ala

Ser

Met Cys His Gln Gln Leu Val Ile Ser Trp Phe Ser Leu Val Phe Leu

1

5

42
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Ala

Val

Thr

Ser

65

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu

145

Gly

Ala

Cys

Glu

Ser

225

Leu

Glu

Phe

Val

Ser

305

Glu

Ser

Glu

Cys

50

Ser

Phe

Ser

Thr

Arg

130

Thr

Ser

Glu

Gln

Val

210

Ser

Gln

Tyr

Cys

Phe

290

Ile

Trp

Pro

Leu

35

Asp

Glu

Gly

His

Asp

115

Cys

Thr

Ser

Arg

Glu

195

Met

Phe

Leu

Pro

Val

275

Thr

Ser

Ala

Leu

20

Asp

Thr

Val

Asgp

Ser

100

Ile

Glu

Ile

Asp

Val

180

Asgp

Val

Phe

Lys

Asgp

260

Gln

Asp

Val

Ser

Val

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Leu

Leu

Ala

Ser

Pro

165

Arg

Ser

Asgp

Ile

Pro

245

Thr

Val

Lys

Arg

Val
325
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Ala

Tyr

Glu

Gly

70

Gly

Leu

Lys

Lys

Thr

150

Gln

Gly

Ala

Ala

Arg

230

Trp

Gln

Thr

Ala

310

Pro

Ile

Pro

Glu

55

Ser

Gln

Leu

Asp

Azn

135

Asgp

Gly

Asp

Cys

Val

215

Asp

Lys

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Cys

Trp

Asp

40

Asp

Gly

Tyr

Leu

Gln

120

Tyr

Leu

Val

Asn

Pro

200

His

Ile

Asn

Thr

Lys

280

Ala

Asp

Ser

43

Glu

25

Ala

Gly

Lys

Thr

His

105

Lys

Ser

Thr

Thr

Lys

185

Ala

Lys

Ile

Ser

Pro

265

Ser

Thr

Arg

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys

90

Lys

Glu

Gly

Phe

Cys

170

Glu

Ala

Leu

Lys

Arg

250

His

Lys

Val

Tyr

Lys

Gly

Thr

Leu

75

His

Lys

Pro

Arg

Ser

155

Gly

Tyr

Glu

Lys

Pro

235

Gln

Ser

Arg

Ile

Tyr
315

Lys

Glu

Trp

60

Thr

Lys

Glu

Lys

Phe

140

Val

Ala

Glu

Glu

Tyr

220

Asp

Val

Tyr

Glu

Cys

300

Ser

Asgp

Met

45

Thr

Ile

Gly

Asp

Asn

125

Thr

Lys

Ala

Tyr

Ser

205

Glu

Pro

Glu

Phe

Lys

285

Arg

Ser

Val

30

Val

Leu

Gln

Gly

Gly

110

Lys

Cys

Ser

Thr

Ser

190

Azn

Pro

Val

Ser

270

Lys

Lys

Ser

Tyr

Val

Asp

Val

Glu

95

Ile

Thr

Trp

Ser

Leu

175

Val

Pro

Tyr

Lys

Ser

255

Asp

Asn

Trp

Val

Leu

Gln

Lys

80

Val

Trp

Phe

Trp

Arg

160

Ser

Glu

Ile

Thr

Asn
240

Trp

Thr

Arg

Ala

Ser
320
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<210> 18

<211> 240
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hFc-1

<400> 18

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg
1 5

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
20

Val Phe Leu Phe Pro Pro lys Pro
35 40

Thr Pro Glu Val Thr Cys val Vval
50 55

Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val
65 70

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
85

Ser Val Leun Thr Val Leu His Gln
100

Lyg Cys Lyg Val Ser Asn Lyg Gly
115 120

Ile Ser Lysg Ala Lys Gly Gln Pro
130 135

Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr
145 150

Len Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
185

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
180

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
195 200

Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe
210 215

Leun His Asn His Tyr Thr Gln Llys
225 230

<210> 19

<211> 220

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

44

Val

Ala

25

lys

Val

Agp

Phe

Asp

105

Leu

Arg

lys

Asp

Lys

185

Ser

Ser

Ser

Glu

10

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn

20

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

170

Thr

Arg

Cys

Len

Pro

Pro

Thr

Val

Val

15

Ser

Len

Ser

Pro

Gln

155

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
235

Lys

Val

Len

Ser

60

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

140

Val

Val

Pro

Thr

Val

220

Len

Ser

Ala

Met

45

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

125

Val

Ser

Glu

Pro

Val

205

Met

Ser

Cys

Gly

30

Ile

Glu

Hisg

Arg

Lys

110

Glu

Tyr

Len

Trp

Val

130

Asp

His

Len

Asp

15

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

95

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

175

Leu

Lys

Glu

Gly

Lys

Ser

Arg

Pro

Ala

80

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

160

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
240
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15

<220>

ES 2623925713

<223> secuencia de aminoacidos de hFc-2

<400> 19

Thr
1

Pro

Thr

Asn

Arg

65

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

145

Glu

Phe

Gly

Tyr

<210> 20
<211> 225
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Pro

Cys

Trp

50

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

130

Tyr

Asn

Phe

Azn

Thr
210

Glu

Lys

Val

35

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

115

Met

Pro

Asn

Leu

Val

195

Gln

Cys

Pro

20
Val
Val
Gln
Gln
Gly
100
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
180

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Phe

Asp

85

Leu

Arg

Lys

Asgp

Lys

165

Ser

Ser

Ser

Ser

Asgp

Asp

Gly

Asn
70

Trp

Pro

Glu

Azn

Ile

150

Thr

Arg

Cys

Leu

<223> secuencia de aminoacidos de hFc-3

<400> 20

His

Thr

Val

Val

55

Ser

Ser

Pro

Gln

135

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
215

Thr

Leu

Ser

40

Glu

Thr

Azn

Ser

Gln

120

Val

Val

Pro

Thr

Val

200

Leu

45

Gln

Met

25

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

105

Val

Ser

Glu

Pro

Val

185

Met

Ser

Pro
10

Ile

Glu

His

Arg

Lys

90

Glu

Tyr

Trp
Val
170
Asp

His

Leu

Len

Ser

Asp

Asn

Val

75

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

155

Leu

Lys

Glu

Gly

Gly

Arg

Pro

Ala

60

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

140

Ser

Ser

Ala

Lys
220

Val

Thr

Glu

45

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

125

Azn

Ser

Arg

Leu
205

Phe

Pro

30

Val

Thr

Val

Cys

Ser

110

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

190

His

Len
15

Glu

Gln

Lys

Lys

95
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
175

Gln

Azn

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

80

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

160

Ser

Glu

His
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Glu Arg Glu Thr Lys Thr Pro Glu

Gly Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
20

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
35 40

Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr
50 55

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
65 70

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
85

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
100

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln
115 1290

Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met
130 135

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
145 150

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asgn Asgn
165

Azp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
130

Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val
185 200

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
210 215

Lys
225

<210> 21

<211> 235

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de hFc-4

<400> 21

46

Cys

Pro

25

Val

vVal

Gln

Gln

Gly

105

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

185

Phe

Lys

Pro

10

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

90

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

170

Ser

Ser

Ser

Ser

Asgp

Asgp

Gly

Asn
75

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

155

Thr

Arg

Cys

His

Thr

Val

Val

60

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

140

Ala

Thr

Ser

Ser
220

Thr

Leu

Ser

45

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

125

Val

Val

Pro

Thr

Val

205

Leu

Gln
Met

30
Gln

Val

Tyr

Gly
Ile
110
Val
Ser
Glu
Pro
Val
190

Met

Ser

Pro

15

Ile

Glu

His

Arg

Lys
95
Glu

Tyr

Trp

Val
175

Asgp

His

Leu

Ser

Asgp

Asn

Val
80

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

160

Leu

Lys

Glu

Gly
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Lys

Pro

Pro

Cys

Trp

65

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
145

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
225

<210> 22
<211> 245
<212> PRT

Lys

Glu

Lys

Val

50

Tyr

Glu

Hisg

Lys

Gln

130

Met

Pro

Asn

Len

Val

210

Gln

Glu

Cys

Pro

35

Val

Val

Gln

Gln

Gly
115

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

195

Phe

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Pro

20

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

100

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

180

Ser

Ser

Ser

Glu

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn
85

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

165

Thr

Arg

Cys

Leu

ES 2623925713

Lys

His

Thr

Val

Val

70

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

150

Ala

Thr

Len

Ser

Ser
230

<223> secuencia de aminoacidos de hFc-5

<400> 22

Glu

Thr

Leu

Ser

55

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

135

Val

Val

Pro

Thr

Val

215

Leu

Glu

Gln

Met

40

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile
120

Val

Ser

Glu

Pro

Val

200

Met

Ser

47

Gln

Pro

25

Ile

Glu

His

Arg

Lys

105

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

185

Asp

Hisg

Leu

Glu

10

Len

Ser

Asp

Asn

Val

90

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

170

Len

Lys

Glu

Gly

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

75

Val

Tyr

Thr

Len

Cys

155

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
235

Arg

Val

Thr

Glu

60

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
220

Glu

Phe

Pro

45

Val

Thr

Val

Cys

Ser
125

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

205

Hisg

Thr

Len

30

Glu

Gln

Lys

Len

Lys

110

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

190

Gln

Asn

Lys

15

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

95

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

175

Ser

Glu

Hisg

Thr

Pro

Thr

Asn

Arg

80

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

160

Glu

Phe

Gly

Tyr



10

ES 2623925713

Arg Asn Thr Gly Arg Gly Gly Glu

Glu Glu Gln Glu Glu Arg Glu Thr
20

Thr Gln Pro Leu Gly Val Phe Leu
35 40

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
50 55

Ser Gln Glu Asgp Pro Glu Val Gln
65 70

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
85

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
100

Azn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
115 1290

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
130 135

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
145 150

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
165

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
180

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
185 200

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
210 215

Val Met His Glu Ala Leu His Asn
225 230

Leu Ser Leu Gly Lys
245

<210> 23

<211> 288

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de hFc-6

<400> 23

48

Glu

Lys

25

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

105

Val

Ala

Gln

Gly

Pro
185
Ser

Glu

His

Lys

10

Thr

Pro

Thr

Azn

Arg

90

Val

Ser

Lys

Glu

Phe
170

Glu

Phe

Gly

Tyr

Lys

Pro

Pro

Cys

Trp

75

Glu

Azn

Gly

Glu

155

Tyr

Azn

Phe

Asn

Thr
235

Lys

Glu

Lys

Val

60

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

140

Met

Pro

Azn

Val
220

Gln

Glu

Cys

Pro

45

Val

Val

Gln

Gln

Gly

125

Pro

Thr

Ser

Tyr
Tyr
205

Phe

Lys

Lys

Pro

30

Lys

Val

Asgp

Phe

Asp

110

Arg

Lys

Asp

Lys
190
Ser

Ser

Ser

Glu

Ser

Asp

Asgp

Gly

Asn
85

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
175

Thr

Arg

Cys

Leu

Lys

His

Thr

Val

Val

80

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

160

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
240



Ala

Ala

Len

Gly

Arg

65

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

145

Lys

Ile

Pro

Len
Asn
225

Ser

Len

<210> 24

<211> 377
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

Ser

Gln

Ala

Gly

50

Glu

Phe

Pro

Val

Thr

130

Val

Cys

Ser

Pro

Val

210

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Ala

Lys

35

Glu

Thr

Len

Glu

Gln

115

Lys

Len

Lys

Lys

Ser
195

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
275

Ser

Ser

20

Ala

Glu

Lys

Phe

Val

100

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

180

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

260

His

Lys

Ser

Thr

Lys

Thr

Pro

85

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

165

Lys

Glu

Phe
Glu
Phe
245

Gly

Tyr

ES 2623925713

Lys

Val

Thr

Lys

Pro

70

Pro

Cys

Trp

Glu

Len

150

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

230

Phe

Asn

Thr

Glu

Pro

Ala

Lys

55

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

135

His

Lys

Gln

Met

Pro

215

Asn

Leu

Val

Gln

Ile

Thr

Pro

40

Glu

Cys

Pro

Val

Val

120

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr
200

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
280

49

Phe

Ala

25

Ala

Lys

Pro

Arg

10

Gln

Thr

Glu

Ser

Llys Asp

20

Val Asp

105

Asp

Phe

Asp

Len

Arg

185

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

265

Ser

Gly

Asn

Trp

Pro

170

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

250

Cys

Len

Trp

Pro

Thr

Lys

Hisg

75

Thr

Val

Val

Ser

Len

155

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

235

Leu

Ser

Ser

Pro

Gln

Arg

Glu

60

Thr

Len

Ser

Glu

Thr

140

Asn

Ser

Gln

Val

Val

220

Pro

Thr

Val

Len

Glu

Ala

Asn

45

Glu

Gln

Met

Gln

Val

125

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser
205

Glu

Pro

Val

Met

Ser
285

Ser

Glu

30

Thr

Gln

Pro

Ile

Glu

110

Hisg

Arg

Lys

Glu

Tyr

130

Leu

Trp

Val

Asp

His

270

Len

Pro

15
Gly
Gly
Glu
Leu
Ser

95
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
175

Thr

Thr

Glu
Leu
Lys
255

Glu

Gly

Lys

Ser

Arg

Glu

Gly

80

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

160

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

240

Ser

Ala

Lys
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<223> Region constante de la IgG3 humana (N.° de acceso de GenBank CAC20456)

<400> 24

Ala Ser Phe Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 15

Ser Thr Pro Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Prc Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Thr Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Arg Val Glu Leu Lys Thr Pro Leu Gly Asp Thr Thr His Thr Cys Pro
100 105 110

Arg Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg
115 120 125

Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys
130 135 140

Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asgp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro
145 150 155 160

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
165 170 175

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
180 185 1%0

Val val Asp Val Ser His Glu Asgp Pro Glu Val Gln Phe Lys Trp Tyr

50
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Val

Gln

225

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

305

Tyr

Tyr

Phe

Lys

<210> 25
<211> 609
<212> PRT

Asp
210
Tyr

Asp

Arg

Lys

290

Asgp

Asn

Ser

Ser

Ser
370

185

Gly

Azn

Trp

Pro

Glu

275

Azn

Ile

Thr

Lys

Cys
355

<213> Homo sapiens

<220>

Val

Ser

Leu

Ala

260

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

340

Ser

Ser

Glu

Thr

Azn

245

Pro

Gln

Val

Val

Pro

325

Thr

Val

ES 2623925713

Val

Phe

230

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

310

Pro

Val

Met

Ser

His

215

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
295

Trp

His

Pro
375

200

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

280

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

360

Gly

Ala

Val

Tyr

Thr

265

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

345

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Ile

Pro

Pro

Ser

Ser

330

Arg

Leu

<223> albumina humana (N.° de acceso de GenBank CAA00606)

<400> 25

51

Thr

Val

235

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

315

Asp

Trp

His

Lys

220

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

300

Gln

Gly

Gln

Azn

205

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

285

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg
365

Arg

Val

Ser

Lys

270

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

350

Phe

Glu

Leu

Azn

255

Gly

Glu

Tyr

Azn

Phe

335

Asn

Thr

Glu

His

240

Lys

Gln

Met

Pro

Azn

320

Leu

Ile

Gln



Met

Tyr

His

Ile

Lys

65

Glu

Lys

Lys

Ser

Arg

Ala

50

Leu

Ser

Trp

Arg

Phe

35

Phe

Val

Ala

Cys

Val

Gly

20

Lys

Ala

Azn

Glu

Thr

Thr

Val

Asp

Gln

Glu

Azn

85

Val

ES 2623925713

Phe

Phe

Leu

Tyr

Val

70

Cys

Ala

Ile

Arg

Gly

Leu

55

Thr

Asgp

Thr

Ser

Arg

Glu

40

Gln

Glu

Lys

52

Leu

Asgp

25

Glu

Gln

Phe

Ser

Arg

Leu

10

Ala

Asn

Cys

Ala

Leu

90

Glu

Phe

His

Phe

Pro

Lys

75

His

Thr

Leu

Lys

Lys

Phe

60

Thr

Thr

Tyr

Phe

Ser

Ala

45

Glu

Cys

Leu

Gly

Ser

Glu

30

Leu

Asp

Val

Phe

Glu

Ser

15

Val

Val

His

Ala

Gly
95

Met

Ala

Ala

Leu

Val

Asgp

80

Asgp

Ala



Asp

His

Asp

145

Lys

Glu

Cys

Leu

Ala

225

Ala

Lys

Asp

Cys

Lys

308

Glu

Lys

Leu

Cys

385

Phe

Glu

val

Cys

Lys

130

Val

Tyr

Leu

Gln

Arg

210

Ser

Arg

Leu

Leun

Glu

290

Pro

Met

Asp

Phe

Leu

370

Ala

Lys

Leu

Arg

Cys

115

Asp

Met

Leu

Leu

Ala

195

Asp

Len

Len

Val

Leu

275

Asn

Leu

Pro

val

Leu

355

Leu

Ala

Pro

Phe

Tyr
435

100

Ala

Asp

Cys

Tyr

Phe

180

Ala

Glu

Gln

Ser

Thr

260

Glu

Gln

Leu

Ala

Cys

340

Tyr

Arg

Ala

Leu

Glu

420

Thr

Lys

Asn

Thr

Glu

165

Phe

Azp

Gly

Lys

Gln

245

Asp

Cys

Asgp

Glu

Asp

325

Lys

Glu

Leu

Asp

Val

405

Gln

Lys

ES 2623925713

Gln

Pro

Ala

150

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

230

Arg

Ala

Ser

Lys

310

Leu

Asn

Tyr

Ala

Pro

390

Glu

Lys

Glu

Asn

135

Phe

Ala

Lys

Ala

hAla

215

Gly

Phe

Thr

Asp

Ile

295

Ser

Pro

Tyr

Ala

Lys

375

His

Glu

Gly

val

Pro

120

Leu

Hig

Arg

Arg

Ala

200

Ser

Glu

Pro

Lys

Rsp

2380

Ser

His

Ser

Ala

Arg

360

Thr

Glu

Pro

Glu

Pro
440

53

105

Glu

Pro

Asp

Arg

Tyr

185

Cys

Ser

Arg

Lys

val

265

Arg

Sar

Leu

Glu

345

Arg

Tyr

Cyse

Gln

Tyr

425

Gln

Arg

Arg

Asn

His

170

Lys

Leu

Ala

aAla

Ala

250

His

Ala

Lys

Ile

Ala

330

Ala

His

Glu

Tyr

Asgn

410

Lys

val

Asn

Leu

Glu

155

FPro

Ala

Leu

Lys

Phe

235

Glu

Thr

Asp

Lau

Ala

315

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala

395

Leu

Phe

Ser

Glu

val

140

Glu

Tyr

Ala

Pro

Gln

220

Lys

Phe

Glu

Leun

Lys

300

Glu

Asp

Asp

Asp

Thr

380

Lys

Ile

Gln

Thr

Cys

125

Arg

Thr

Phe

Phe

Lys

205

Arg

Ala

Ala

Cys

Ala

285

Glu

Val

Phe

val

Tyr

365

Leu

Val

Lya

Azn

Pro
445

110

Phe

Fro

Phe

Tyr

Thr

150

Leu

Leu

Trp

Glu

Cys

270

lys

Cys

Glu

Val

Fhe

350

Ser

Glu

Fhe

Gln

Ala

430

Thr

Leun

Glu

Leu

Ala

175

Glu

Asp

Lys

Ala

val

255

His

Tyr

Cys

Asn

Glu

335

Leu

val

Lys

Asp

Asn

415

Leu

Leun

Gln

val

Lys

160

Pro

Cys

Glu

Cys

val

240

Ser

Gly

Ile

Glu

Asp

320

Ser

Gly

val

Cys

Glu

400

Cysa

Leu

val
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Glu

Pro

465

Val

Ser

Glu

Arg

545

Pro

Ala

Ala

Leu

<210> 26
<211> 762
<212> ADN

Val

450

Glu

Asn

Thr

Ala

Thr

530

Gln

Lys

Phe

Glu

Ser

Ala

Gln

Lys

Leu

515

Phe

Ile

Ala

Val

Glu
595

Arg

Lys

Cys

500

Glu

Thr

Lys

Thr

Glu
580

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Azn

Arg

Cys

485

Cys

Val

Phe

Lys

Lys

565

Lys

Lys

ES 2623925713

Leu

Met

470

Val

Thr

Asgp

His

Gln

550

Glu

Cys

Lys

<223> fragmento 1 de Fc hibrido (thFc-1)

<400> 26

Gly

455

Pro

Leu

Glu

Glu

Ala

535

Thr

Gln

Cys

Leu

Lys

Cys

His

Ser

Thr

520

Asp

Ala

Leu

Lys

Val
600

54

Val

Ala

Glu

Leu

505

Tyr

Ile

Leu

Lys

Ala

585

Ala

Gly

Glu

Lys

490

Val

Val

Cys

Val

Ala

570

Asp

Ala

Ser

Asp

475

Thr

Azn

Pro

Thr

Glu

555

Val

Asp

Ser

Lys

460

Tyr

Pro

Arg

Lys

Leu

540

Leu

Met

Lys

Gln

Cys

Leu

Val

Arg

Glu

525

Ser

Val

Asgp

Glu

Ala
605

Cys

Ser

Ser

Pro

510

Phe

Glu

Lys

Asgp

Thr

590

Ala

Lys

Val

Asp

485

Cys

Azn

Lys

His

Phe

575

Cys

Leu

His

Val

480

Arg

Phe

Ala

Glu

Lys

560

Ala

Phe

Gly
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15

atggatgcca
agecectecg
cecgtggecyg
tocagaacae
cagttcaact
gagcagtteca
ctgaacggca
aagaccatca
agccaggaag
cocagogaca

accccteeceg

aagagcagat

aaccactaca

tgctgagagg
aacccaagag
gocccagogt
ctgaggtgac
ggtacgtgga
actccaccta
aggagtacaa
gcaaagecaa
agatgaccaa
tegecgtgga

tgctggatag

ggcaggaagyg

cocagaagag

ES 2623925713

cctgtgetge
ctgcgacaag
gttectgttt
ctgegtggte
tggcegtggaa
cagagtggty
gtgcaaggty
aggccageoce
gaaccaggtyg
gtgggaaagce

cgatggcagc

caacgtgttco

cctgtcectyg

<210> 27

<211> 759

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223 fragmento 2 de Fc hibrido (thFc-2)

<400> 27

atggatgeoca
agcccctcea
acccagecce
cgeaccocey
ttecaactggt
cagttcaact
aacggcaagg
accatcagca
caggaagaga
agcegacateg
cctecegtge
agcagatggce

cactacaccc

tgctgagagg
aggaggagca
tgggcgtgtt
aggtgacctg
acgtggatgg
c¢cacctacag
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
cegtggagtyg
tggatagega
aggaaggcaa

agaagagcct

cctgtgetge
ggaggagcgco
cctgttcece
cgtggtegtg
cgtggaagtg
agtggtgage
caaggtgtec
ccagcoccaga
ccaggtgtcc
ggaaagcaac
tggcagette
cgtgtteage

gteoctgage

gtgctgectge
acccacacct
cctaccaage
gtggatgtga
gtgcacaacg
agcgtgetga
tccaacaaag
agagaacecod
tecctgacet
aacggcocage

ttcetttctgt

agctgecagoy

agactgggat

gtgctgetge
gagaccaaga
cccaagccca
gatgtgagcoe
cacaacgeca
gtgctgaceg
aacaaaggcc
gaaccccagyg
ctgacctgece
ggccageeceg
tttetgtaca
tgcagegtga

ctgggcaag

55

tgtgcggoege
geccteoectg
ccaaggatac
gocaggaaga
ccaagaccaa
ccgtgetgea
gecctgececag
aggtgtacac
gectggtgaa
cogagaacaa

acagcagact

tgatgcacga

cc

tgtgcggege
cccocgagtyg
aggacacoct
aggaagatec
agaccaagcc
tgctgeacea
tgcocageote
tgtacaceocct
tggtgaaagg
agaacaatta
gcagactgac

tgcacgaagce

cgtgttcgtg
[alalalels falnlaln)
cctgatgate
toeccgaagtg
gcccagagaa
ccaggactgg
ctccatcgag
cetgectece
aggcttctac
ttacaagaca

gaccgtggac

agoccctgeac

cgtgttogty
ccccagccac
gatgatcagc
cgaagtgcag
cagagaagaqg
ggactggetyg
catcgagaag
gccteoccage
cttctaccee
caagacaace
cgtggacaag

cctgeacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

762

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

759
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<210> 28

<211> 254

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2623925713

<223> secuencia de aminoacidos de thFc-1

<400> 28

Met Asp Ala Met

1

Ala Val Phe Val

Len Arg Gly

Ser Pro Ser

20

Thr Cysg Pro Pro

35

Leu Phe Pro Pro

50

Glu Val Thr Cys
65

Gln Phe Asn Trp
Lys Pro Arg Glu
100

Leun Thr Val Leun
115

Lys Val Ser Asn
130

Lys Ala Lys Gly
145

Ser Gln Glu Glu
Lys Gly Phe Tyr
180

Gln Pro Glu Asn
195

Gly Ser Phe Phe
210

Gln Glu Gly Asn
225

Asn His Tyr Thr
<210> 29

<211> 253
<212> PRT

Lys Pro Lys
55

Val

Tyr

g5

Glu

His

Lys

Gln

Met

165

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
245

5

Val

70

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

150

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

230

Lys

Cyg Pro Ala

Val

Asp

Phe

Asp

Len

135

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

215

Ser

Ser

40

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

120

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

200

Arg

Cys

Len

56

Len

Glu

Pro

Cys Cys

10

Pro Lys

25

Val

Val

Ser

105

Len

Ser

Pro

Gln

Ala

185

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro Val

Thr Leu

Ser

Glu

90

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

170

Val

Pro

Thr

Val

Len
250

Val Leu Leu Len

Ser Cys Asp Lys

Ala Gly Pro¢ Ser

Met Ile Ser Arg

Gln

75

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

155

Ser

Glu

Pro

Val

Met

235

Ser

60

Glu

Hisg

Arg

Lys

Glu

140

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

220

Hisg

Len

Cys Gly

15

30

45

Asp

Asn

Val

Glu

125

Lys

Thr

Thr

Glu

Len

205

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

Val

110

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

190

Asp

Ser

Ala

Ser

Glu

Lys

95

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

175

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr His

Val Phe

Thr Pro

Val

80

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

160

Val

Gly

Asp

Trp

His
240
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2623925713

<223> secuencia de aminoacidos de thFc-2

<400> 29

Met Asp
1

Ala Val
Lys Thr
Phe Pro

50

Val Thr
65

Phe Asn

Pro Arg
Thr Val
Val Ser

130

Ala Lys
145

Gln Glu

Gly Phe

Pr¢o Glu

Ser Phe
210

Glu Gly
225

Hig Tyr
<210> 30

<211> 771
<212> ADN

Ala

Phe

Pro

35

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

115

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

195

Phe

Asn

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Val

20

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

100

Hisg

Lys

Gln

Met

Pro

180

Asn

Len

Val

Gln

Len

5

Ser

Cys

Pro

Val

Val
85

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

165

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
245

Arg

Pro

Pro

Lys

Val

70

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

150

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

230

Ser

Gly

Ser

Ser

Asp

55

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

135

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

215

Cys

Leu

Len

Lys

Hisg

40

Thr

Val

Val

Ser

Leu

120

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

200

Len

Ser

Ser

Cys

Glu

25

Thr

Leu

Ser

Glu

Thr

105

Asn

Ser

Gln

Val

Val

185

Pro

Thr

Val

Leu

Cys

10

Glu

Gln

Met

Gln

Val
90

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

170

Glu

Pro

Val

Met

Ser
250

Val

Gln

Pro

Ile

Glu

75

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

155

Len

Trp

Val

Asp

His

235

Leu

Len

Glu

Leu

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

140

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

220

Glu

Gly

Len

Glu

Gly

45

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

125

Thr

Len

Cys

Ser

Asp

205

Ser

Ala

Lys

Len

Arg

30

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

110

Lys

Ile

Pro

Len

Asn

130

Ser

Arg

Len

Cys

15

Glu

Phe

Pro

Val

Thr
95

Val

Cys

Ser

Pro

Val

175

Gly

Asp

Trp

His

Gly

Thr

Leu

Glu

Gln

80

Lys

Len

Lys

Lys

Ser

160

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
240

<223> Gen del receptor 2 del TNF soluble humano sintetizado de acuerdo con la optimizacion de codones
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<400> 30
atggetoceg tggecegtgtg ggecgetetg goecghgggee tggagetghtg ggccgetgece 60
cacgecctge ctgeccaggt ggectttaca coctatgete ccegageccegg cageoacctge 120
agactgagag agtactacga ccagacagcc cagatgtgtt gcagcaagtg cagccccggce 180
cagcacgcca aggtgttctg caccaagacc agcgacaccg tgtgtgacag ctgcgaggac 240
agcacctaca cccagctgtg gaactgggtg cccgagtgcc tgagcectgtgg cagcagatge 300
ageteocgace aggtggagac ccaggoctge accagagage agaatagaat ctgeacctge 360
agacctgget ggtactgtge cctgageaag caggaggget geagactghtg tgcecctetg 420
agaaagtgca gacctggett tggogtggec agaccoggca ocgagaccag cgacgtggtg 480
tgcaaaccct gtgcccctgg caccttcage aacaccacat ccagcaccga catctgcaga 540
cocccaccaga tctgcaacgt ggtggccatt cccggcaatg ccagcatgga tgeccegtgtge 600
accagcacca gccccaccag aagcatggec cctggcegccg tgcacctgec ccageccegtg 660
agcaccagaa gcocagcacac ccdagcoccaca cocgageoda geacageocce tagcaccage 720
ttecctgetge ccatgggecc cagccctoct goccgagggca gcacaggoga t 771

<210> 31

<211> 257

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> receptor 2 del TNF soluble humano codificado por el gen sintetizado de acuerdo con la optimizacién de
codones

<400> 31

58
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Met

Trp

Ala

Thr

Val

65

Ser

Gly

Glu

Ser

Pro

145

Cys

Asp

Asn

Met

Gln

225

Phe

Asp

<210> 32
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Ala

Pro

Ala

50

Phe

Thr

Ser

Gln

Lys

130

Gly

Lys

Ile

Ala

Ala

210

His

Leu

Pro

Ala

Glu

35

Gln

Cys

Tyr

Arg

Asn

115

Gln

Phe

Pro

Cys

Ser

195

Pro

Thr

Leu

Val

Ala

20

Pro

Met

Thr

Thr

Cys

100

Arg

Glu

Gly

Cys

Arg

180

Met

Gly

Gln

Pro

<223> Engarce de Gly-Ser

<400> 32

Ala

His

Gly

Cys

Lys

Gln

85

Ser

Ile

Gly

Val

Ala

165

Pro

Asp

Ala

Pro

Met
245

ES 2623925713

Val

Ala

Ser

Cys

Thr

70

Len

Ser

Cys

Cys

Ala

150

Pro

His

Ala

Val

Thr

230

Gly

Trp

Len

Thr

Ser

55

Ser

Trp

Asp

Thr

Arg

138

Arg

Gly

Gln

Val

His

215

Pro

Pro

Ala

Pro

Cys

40

Lys

Asp

Asn

Gln

Cys

120

Len

Pro

Thr

Ile

Cys

200

Len

Glu

Ser

Ala

Ala

25

Arg

Cys

Thr

Trp

Val

105

Arg

Cys

Gly

Phe

Cys

185

Thr

Pro

Pro

Pro

Len

10

Gln

Leu

Ser

Val

Val

20

Glu

Pro

Ala

Thr

Ser

170

Asn

Ser

Gln

Ser

Pro
250

Ala

val

Arg

Pro

Cys

75

Pro

Thr

Gly

Pro

Glu

155

Asn

val

Thr

Pro

Thr

235

Ala

Val

Ala

Glu

Gly

60

Asp

Glu

Gln

Trp

Len

140

Thr

Thr

val

Ser

Val

220

Ala

Glu

Gly

Phe

Tyr

45

Gln

Ser

Cys

Ala

Tyr

125

Arg

Ser

Thr

Ala

Pro

205

Ser

Pro

Gly

Len

Thr

30

Tyr

Hisg

Cys

Len

Cys

110

Cys

Lys

Asp

Ser

Ile

130

Thr

Thr

Ser

Ser

Glu

15

Pro

Asp

Ala

Glu

Ser

95

Thr

Ala

Cys

Val

Ser

175

Pro

Arg

Arg

Thr

Thr
255

Len

Tyr

Gln

Lys

Asp

80

Cys

Arg

Leu

Arg

Val

160

Thr

Gly

Ser

Ser

Ser

240

Gly

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

1

5

59

10

15
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido quimérico que es una fusion que comprende (i) un polipéptido hibrido IgG-IgD v (ii) un polipéptido,
una proteina o un péptido fusionado en el extremo N o el extremo C del polipéptido hibrido 1IgG-IgD,
en el que (i) el polipéptido hibrido IgG-IgD se representa por la siguiente férmula:

N’-(Z1)P-Y-Z2-23-Z4-C’
en la que:

N’ es el extremo N y C’ es el extremo C del polipéptido.

Z1 es una secuencia de aminoacidos que consta de 5 a 9 restos de aminoacidos consecutivos procedentes del
lado del extremo C de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 90 a 98 de la SEQ ID NO: 14;

Y es una secuencia de aminoacidos que consta de 5 0 mas restos de aminoacidos consecutivos procedentes del
lado del extremo C de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 99 a 162 de la SEQ ID NO: 14;

Z2 es una secuencia de aminoacidos que consta de 4 a 37 restos de aminoacidos consecutivos del lado del
extremo N de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 163 a 199 de la SEQ ID NO: 14

Z3 es una secuencia de aminoacidos que consta de 73 a 106 restos de aminoacidos consecutivos del lado del
extremo C de la secuencia de aminoacidos en las posiciones 115 a 220 de la SEQ ID NO: 13;

Z4 es una secuencia de aminoacidos que consta de los restos de aminoacidos en las posiciones 221 a 327 de la
SEQ ID NO: 13;y

p es un nimero enterode 0o 1;y

en el que (ii) el polipéptido, la proteina o el péptido es una hormona, citocina, factor de crecimiento, molécula
coestimulante, receptor hormonal, receptor de citocinas, receptor del factor de crecimiento o péptido corto.

2. El polipéptido quimérico de la reivindicacién 1, en el que p es 0.

3. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el polipéptido hibrido
IgG-IgD tiene la secuencia de aminoacidos tal como se expone en la SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22 o0 23.

4. El polipéptido quimérico de la reivindicacion 1, en el que la fusion del polipéptido, la proteina o el péptido tiene una
semivida en circulacion aumentada en comparacién con la semivida en circulaciéon de la forma natural.

5. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el polipéptido, proteina o
péptido es EPO, G-CSF, GM-CSF, insulina, hormona del crecimiento humano, GLP-1, p40, receptor de TNF, IL-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, proteina 1 morfogenética dsea, betacelulina, interferén alfa, IL-10, FSH, Factor
VIl, CTLA4, IFN-beta, PD-1, IL-10R, CXCL-11, receptor de TGF-beta , TGF-beta, IL-17, IL- 17R, BTC, OPG o RANK,
o una de sus variantes o fragmentos.

6. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el polipéptido, proteina o
péptido es una variante de p40 que contiene la sustitucién Asn303Gin.

7. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el polipéptido, proteina o
péptido es una proteina secretada, una forma madura de una proteina secretada, o una regiéon Fab de un
anticuerpo.

8. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el polipéptido hibrido IgG-IgD y
el polipéptido, proteina o péptido se acoplan entre si mediante un engarce.

9. El polipéptido quimérico de la reivindicacion 8, en el que el engarce es un engarce de albumina o un engarce
sintético.

10. El polipéptido quimérico de la reivindicacién 9, en el que:
(a) dicho engarce de albumina comprende las secuencias de aminoacidos 321 a 323, 318 a 325, 316 a 328, 313
a 330, 311 a 333 0306 a 338 de la SEQ ID NO: 25; 0

(b) dicho engarce sintético es un péptido de 10 a 20 restos de aminoacidos, en el que el péptido esta compuesto
por restos de Gly y Ser.

11. Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

12. Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 11.

13. Un procedimiento de produccién del polipéptido quimérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10, en el que el procedimiento comprende las etapas de: (i) introducir una molécula de acido nucleico de la
reivindicacion 11 en una célula huésped de mamifero, (ii) hacer crecer la célula en condiciones en las que se pueda
expresar el polipéptido en su medio de crecimiento, y (iii) cosechar el polipéptido expresado.

60
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14. Un polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en un procedimiento de
tratamiento médico.
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[FIG.4]
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