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DESCRIPCIÓN

Composiciones terapéuticas de nucleasas y métodos

La presente invención se realizó con el apoyo de los Institutos Nacionales de Salud (subvenciones AI44257, 5
NS065933 y AR048796), la Alianza para la Investigación del Lupus y el Fondo para el Descubrimiento de Ciencias 
Biológicas del Estado de Washington (2087750). El gobierno tiene ciertos derechos en la invención.

Antecedentes
10

La liberación excesiva de partículas de (ribo)nucleoproteínas procedentes de células muertas y agonizantes puede 
causar la patología del lupus mediante dos mecanismos: (i) deposición o formación in situ de complejos de 
cromatina/anti-cromatina que causan nefritis y conducen a la pérdida de la función renal; y (ii) las nucleoproteínas 
activan la inmunidad innata a través del receptor de tipo toll (TLR) 7, 8 y 9, así como la vía o vías independientes de 
TLR. La liberación de nucleoproteínas puede servir como un antígeno potente para autoanticuerpos en el LES, 15
proporcionando la amplificación de células B y la activación de DC a través del co-compromiso de receptores de 
antígeno y TLRs. De este modo, existe una necesidad de un medio para eliminar los antígenos que incitan y/o 
atenúan la estimulación inmunitaria, la amplificación inmunitaria, y la enfermedad mediada por complejos 
inmunitarios en sujetos en necesidad del mismo.

20
Dwyer et al. (J Biol Chem. 2 de abril de 1999, 274(14):9738-43) investigan DNasas con propiedades potencialmente 
mejoradas y construyeron una fusión molecular de DNasa I humana con la bisagra y la región Fc de la cadena 
pesada de IgG1 humana, creando una proteína de fusión DNasa I-Fc.

Resumen25

La invención se expone en las reivindicaciones. En un aspecto, la invención proporciona un polipéptido que 
comprende una RNasa y un dominio Fc variante, en el que la RNasa se acopla operativamente, opcionalmente con 
un enlazador, al dominio Fc variante, en el que el dominio Fc variante es un dominio Fc de IgG1 humana variante 
que comprende una sustitución de aminoácidos que disminuye la unión, en comparación con el tipo natural, a un 30
receptor Fcγ o a una proteína del complemento o los dos, en el que el polipéptido tiene una función efectora 
reducida seleccionada opcionalmente entre el grupo que consiste en opsonización, fagocitosis, citotoxicidad 
dependiente del complemento y citotoxicidad celular dependiente de un anticuerpo.

En otro aspecto, la invención proporciona una composición que comprende el polipéptido del primer aspecto y un 35
portador farmacéuticamente aceptable.

Aspectos adicionales de la invención proporcionan un ácido nucleico que codifica el polipéptido del primer aspecto, 
un vector de expresión recombinante que codifica ese ácido nucleico y una célula huésped transformada con ese 
vector de expresión recombinante.40

Otro aspecto de la invención proporciona un método de fabricación del polipéptido del primer aspecto, que 
comprende: proporcionar una célula huésped que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el 
polipéptido; y mantener la célula huésped bajo condiciones en las que se expresa el polipéptido.

45
Un aspecto adicional de la invención proporciona el polipéptido del primer aspecto, para su uso en un método para 
tratar o prevenir una afección asociada con una respuesta inmunitaria anormal.

En la presente memoria se desvela una molécula de nucleasa híbrida que comprende un primer dominio nucleasa y 
un dominio Fc, en el que el primer dominio nucleasa se acopla operativamente al dominio Fc. En algunas 50
realizaciones desveladas, la molécula de nucleasa híbrida incluye además un primer dominio enlazador, y el primer 
dominio nucleasa se acopla operativamente al dominio Fc por medio del primer dominio enlazador.

En algunas realizaciones desveladas, una molécula de nucleasa híbrida es un polipéptido, en el que la secuencia de 
aminoácidos del primer dominio nucleasa comprende una secuencia de aminoácidos de la RNasa de tipo natural 55
humana, en el que el primer dominio enlazador es (Gly4Ser)n, en el que n es 0, 1, 2, 3, 4 o 5, en el que la secuencia 
de aminoácidos del dominio Fc comprende una secuencia de aminoácidos del dominio Fc de IgG1 de tipo natural 
humana, y en el que el primer dominio enlazador se acopla al extremo C-terminal del primer dominio nucleasa y al 
extremo N-terminal del dominio Fc. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida es un polipéptido 
que comprende o que consiste en una secuencia mostrada en la Tabla 2. En algunas realizaciones, una molécula de 60
nucleasa híbrida es un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 149. En algunas realizaciones, una molécula de 
nucleasa híbrida es un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 145. En algunas realizaciones, una molécula de 
nucleasa híbrida es un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 161. En algunas realizaciones, una molécula de 
nucleasa híbrida es un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 162. En algunas realizaciones, una molécula de 
nucleasa híbrida es un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 163.65
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En algunas realizaciones desveladas, una molécula de nucleasa híbrida comprende DNasa1 humana de tipo natural 
ligada con IgG1 humana de tipo natural. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida comprende 
DNasa1 G105R A114F humana ligada a un dominio Fc de IgG1 humana de tipo natural por medio de un dominio 
enlazador (gly4ser)n, en el que n = 0, 1, 2, 3, 4, o 5. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida 
comprende RNasa1 humana de tipo natural ligada a IgG1 humana de tipo natural ligada a DNasa1 humana de tipo 5
natural. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida comprende RNasa1 humana de tipo natural 
ligada a IgG1 humana de tipo natural ligada a DNasa1 G105R A114F humana. En algunas realizaciones, una 
molécula de nucleasa híbrida es un polipéptido, en el que la secuencia de aminoácidos del primer dominio nucleasa 
comprende una secuencia de aminoácidos de RNasa, en el que el primer dominio enlazador comprende entre 5 y 32 
aminoácidos de longitud, en el que la secuencia de aminoácidos del dominio Fc comprende una secuencia de 10
aminoácidos del dominio Fc humano, y en el que el primer dominio enlazador se acopla al extremo C-terminal del 
primer dominio nucleasa y al extremo N-terminal del dominio Fc. En algunas realizaciones, el dominio enlazador 
incluye (gly4ser)5 y sitios de restricción Bg1II, Agel, y XhoI. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa 
híbrida es un polipéptido, en el que la secuencia de aminoácidos del primer dominio nucleasa comprende una 
secuencia de aminoácidos de RNasa humana, en el que el primer dominio enlazador es un péptido NLG 15
comprendido entre 5 y 32 aminoácidos de longitud, en el que la secuencia de aminoácidos del dominio Fc 
comprende una secuencia de aminoácidos del dominio Fc de tipo natural humana, y en el que el primer dominio 
enlazador se acopla al extremo C-terminal del primer dominio nucleasa y al extremo N-terminal del dominio Fc.

En algunas realizaciones desveladas, el dominio Fc se une a un receptor Fc en una célula humana. En algunas 20
realizaciones, la semivida en suero de la molécula es significativamente más larga que la semivida en suero de solo 
el primer dominio nucleasa. En algunas realizaciones, la actividad de la nucleasa del primer dominio nucleasa de la 
molécula es la misma o mayor que solo el dominio nucleasa. En algunas realizaciones, la administración de la 
molécula a un ratón aumenta la tasa de supervivencia del ratón como se mide mediante un ensayo de modelo de 
ratón de lupus.25

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida incluye una secuencia líder. En algunas realizaciones, 
la secuencia líder es el péptido VK3LP humano procedente de la familia de la cadena ligera kappa humana, y la 
secuencia líder se acopla al extremo N-terminal del primer dominio nucleasa.

30
En algunas realizaciones, la molécula es un polipéptido. En algunas realizaciones, la molécula es un polinucleótido.

En algunas realizaciones, el primer dominio nucleasa comprende una RNasa. En algunas realizaciones, la RNasa es 
una RNasa humana. En algunas realizaciones, la RNasa es un polipéptido que comprende una secuencia de 
aminoácidos al menos 90 % similar a una secuencia de aminoácidos de RNasa expuesta en la Tabla 2. En algunas 35
realizaciones, la RNasa es un miembro de la familia de la RNasa A humana. En algunas realizaciones, la RNasa es 
una RNasa1 pancreática humana.

En algunas realizaciones, el primer dominio nucleasa comprende una DNasa. En algunas realizaciones, la DNasa es 
una DNasa humana. En algunas realizaciones, la DNasa es un polipéptido que comprende una secuencia de 40
aminoácidos al menos 90 % similar a una secuencia de aminoácidos de DNasa expuesta en la Tabla 2. En algunas 
realizaciones, la DNasa se selecciona entre el grupo que consiste de DNasa I humana, TREX1, y DNasa 1L3 
humana.

En algunas realizaciones, el dominio Fc es un dominio Fc humano. En algunas realizaciones, el dominio Fc es un 45
dominio Fc de tipo natural. En algunas realizaciones, el dominio Fc es un dominio Fc mutante. En algunas 
realizaciones, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1 humana. En algunas realizaciones, el dominio Fc es un 
polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos al menos 90 % similar a una secuencia de aminoácidos 
del dominio Fc expuesta en la Tabla 2.

50
En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 1 a aproximadamente 
50 aminoácidos. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 5 a 
aproximadamente 31 aminoácidos. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador tiene una longitud de 
aproximadamente 15 a aproximadamente 25 aminoácidos. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador 
tiene una longitud de aproximadamente 20 a aproximadamente 32 aminoácidos. En algunas realizaciones, el primer 55
dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 20 aminoácidos. En algunas realizaciones, el primer 
dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 25 aminoácidos. En algunas realizaciones, el primer 
dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 18 aminoácidos. En algunas realizaciones, el primer 
dominio enlazador comprende un péptido gly/ser. En algunas realizaciones, el péptido gly/ser es de fórmula 
(Gly4Ser)n, en el que n es un número entero positivo seleccionado entre el grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 60
8, 9, y 10. En algunas realizaciones, el péptido gly/ser incluye (Gly4Ser)3. En algunas realizaciones, el péptido 
gly/ser incluye (Gly4Ser)4. En algunas realizaciones, el péptido gly/ser incluye (Gly4Ser)5. En algunas realizaciones, 
el primer dominio enlazador incluye al menos un sitio de restricción. En algunas realizaciones, el primer dominio 
enlazador incluye aproximadamente 12 o más nucleótidos, incluyendo al menos un sitio de restricción. En algunas 
realizaciones, el primer dominio enlazador incluye dos o más sitios de restricción. En algunas realizaciones, el primer 65
dominio enlazador incluye una pluralidad de sitios de restricción. En algunas realizaciones, el primer dominio 
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enlazador comprende un péptido NLG. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador comprende un sitio de 
glicosilación ligado a N.

En algunas realizaciones, el primer dominio nucleasa se ligado al extremo N-terminal del dominio Fc. En algunas 
realizaciones, el primer dominio nucleasa se liga al extremo C-terminal del dominio Fc.5

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluye además un segundo dominio nucleasa. En 
algunas realizaciones, el primer dominio nucleasa y el segundo dominio nucleasa son dominios nucleasa distintos. 
En algunas realizaciones, el primer dominio nucleasa y el segundo dominio nucleasa son los mismos dominios 
nucleasa. En algunas realizaciones, el segundo dominio nucleasa se liga al extremo C-terminal del dominio Fc. En 10
algunas realizaciones, el segundo dominio nucleasa se liga al extremo N-terminal del dominio Fc. En algunas 
realizaciones, el segundo dominio nucleasa se liga al extremo C-terminal del primer dominio nucleasa. En algunas 
realizaciones, el segundo dominio nucleasa se liga al extremo N-terminal del primer dominio nucleasa.

Asimismo se desvela en la presente memoria un polipéptido dimérico que comprende un primer polipéptido y un 15
segundo polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende un primer dominio nucleasa, y un dominio Fc, en el 
que el primer dominio nucleasa se acopla operativamente al dominio Fc. En algunas realizaciones, el segundo 
polipéptido es una segunda molécula de nucleasa híbrida que comprende un segundo dominio nucleasa, y un 
segundo dominio Fc, en el que el segundo dominio nucleasa se acopla operativamente al segundo dominio Fc.

20
Asimismo se desvela en la presente memoria una composición farmacéutica que comprende al menos una molécula 
de nucleasa híbrida y/o al menos un polipéptido dimérico como se describe en la presente memoria, y un excipiente 
farmacéuticamente aceptable.

Asimismo se desvela en la presente memoria una molécula de ácido nucleico que codifica una molécula de nucleasa 25
híbrida desvelada en la presente memoria. Asimismo se desvela en la presente memoria un vector de expresión 
recombinante que comprende una molécula de ácido nucleico desvelada en la presente memoria. Asimismo se 
describe en la presente memoria una célula huésped transformada con un vector de expresión recombinante 
desvelado en la presente memoria.

30
Asimismo se desvela en la presente memoria un método de fabricación de una nucleasa híbrida desvelada en la 
presente memoria, que comprende: proporcionar una célula huésped que comprende una secuencia de ácido 
nucleico que codifica la molécula de nucleasa híbrida; y mantener la célula huésped bajo condiciones en las que se 
expresa la molécula de nucleasa híbrida.

35
Asimismo se desvela en la presente memoria un método para tratar o prevenir una afección asociada con una 
respuesta inmunitaria anormal, que comprende administrar a un paciente en necesidad del mismo una cantidad 
eficaz de una molécula de nucleasa híbrida aislada desvelada en la presente memoria. En algunas realizaciones, la 
afección es una enfermedad autoinmunitaria. En algunas realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria se selecciona 
entre el grupo que consiste en diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis múltiple, encefalomielitis 40
autoinmune experimental, artritis reumatoide, artritis autoinmune experimental, miastenia gravis, tiroiditis, una forma 
experimental de uveorretinitis, tiroiditis de Hashimoto, mixedema primario, tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis 
atrófica autoinmune, enfermedad de Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, diabetes juvenil, 
síndrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, penfigoide, oftalmía simpática, uveítis facogénica, anemia hemolítica 
autoinmune, leucopenia idiopática, cirrosis biliar primaria, hepatitis Hbs-ve crónica activa, cirrosis criptogénica, colitis 45
ulcerosa, síndrome de Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis, dermatomiositis, LE 
discoide, lupus eritematoso sistémico (LES), y enfermedad del tejido conectivo. En algunas realizaciones, la 
enfermedad autoinmunitaria es lupus eritematoso sistémico.

Breve descripción de las diversas vistas de los dibujos50

Estas y otras características, aspectos y ventajas de la presente invención se entenderán mejor con respecto a la 
siguiente descripción y dibujos adjuntos, en los que:

La Figura (FIG.) 1 muestra la secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de la mRNasa-mIgG2a con mutaciones 55
en P238S, K322S, y P331 S. Esta secuencia se enumera en el listado de secuencias como 
huVK3LP+mrib1+mIgG2A-C-2S (SEQ ID NO: 114).
La FIG. 2 muestra un diagrama esquemático de algunas realizaciones de moléculas de nucleasa híbridas 
descritas en la presente memoria.
La FIG. 3 muestra el análisis en gel de SDS-PAGE de mRNasa-mIgG2a-c en condiciones tanto reductoras como 60
no reductoras.
La FIG. 4 muestra el análisis de inmunoprecipitación en gel de mRNasa-mIg2a-c.
La FIG. 5 muestra un título de ELISA para un anticuerpo anti-ARN antes y después de la inyección intravenosa 
de la molécula nucleasa híbrida RNasa-Ig procedente del ratón 410. Los datos muestran que la inyección de 
RNasa-Ig causó una reducción en el título del anticuerpo anti-ARN que persistió durante más de 3 semanas.65
La FIG. 6 muestra que la adición de RNasa-Ig abolió la inducción del interferón-α a partir de células 
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mononucleares de sangre periférica humanas estimuladas utilizando complejos inmunitarios formados con suero 
de un paciente con SLE (J11) más extracto nuclear (EN). El título del anticuerpo anti-ARN se redujo después de 
la inyección de RNasa-Ig.
La FIG. 7 muestra que la adición de RNasa-Ig abolió la inducción del interferón-α a partir de células 
mononucleares de sangre periférica humanas estimuladas utilizando complejos inmunitarios formados con suero 5
de un paciente con SLE (J11) más extracto nuclear.
La FIG. 8 muestra el análisis de difusión enzimática radial simple (DERS) de suero a partir de dos RNasas de 
ratones transgénicos (Tg) en comparación con un ratón B6 normal.
La FIG. 9 muestra la concentración de RNasaA en ratones Tg y ratones dobles Tg (DTg) medida por ELISA. 
Cada punto representa la concentración medida en un ratón individual.10
La FIG. 10 muestra la supervivencia de ratones TLR7.1 Tg frente a ratones TLR7.1xRNasaA DTg.
La FIG.11 muestra la PCR cuantitativa de GRIs en bazos de ratones Tg frente a ratones DTg.
La FIG. 12 muestra una estructura de prototipo para la creación de diferentes realizaciones de moléculas de 
nucleasa híbridas.
La FIG. 13 muestra la cinética enzimática para las moléculas de nucleasa híbrida hRNasa1-G88D-hIgG1 SCCH-15
P238S-K322S-P331S como se mide utilizando el sustrato RNase Alert™.
La FIG. 14 muestra la unión de hRNasa1-TN-hlgG1-TN a las estirpes celulares monocíticas humanas U937 y 
THP1. El pico de la izquierda en ambos gráficos es el control y el pico de la derecha en ambos gráficos es 
hRNasa1-TN-hlgG1-TN.
La FIG. 15 muestra la actividad de bloqueo de la IgIV humana para la unión a células U937 y THP-1 por 20
hRNasa1-TN-hlgG1-TN.
La FIG. 16 muestra los resultados de un ensayo de digestión de ADN por formas alternativas de Trex1-(g4s)n-
mIgG.
La FIG. 17 muestra los resultados de una membrana Western para los sobrenadantes del cultivo de trex1-
(Gly4S)4-Ig y trex1-(Gly4S)5-Ig a partir de transfecciones transitorias de COS-7.25
La FIG. 18 muestra patrones de digestión de ADN por diferentes clones CHO-DG44 transfectados de forma 
estable designados como 2A3, 3A5, y 8H8, que expresan moléculas de nucleasa híbridas ADNasa1L3-mIgG2a-
c.
La FIG. 19 muestra patrones de digestión de ADN de cantidades decrecientes de moléculas de nucleasa híbridas 
DNasa1L3-Ig después de varios tiempos de incubación con y sin heparina como inhibidor enzimático.30
La FIG. 20 muestra una membrana de Western de proteínas de fusión immuneprecipitadas a partir de células 
COS transfectadas de forma transitoria que expresan diferentes realizaciones de moléculas de nucleasa híbridas 
hRNasa1-Ig-hDNasal o hDNasa1-Ig.
La FIG. 21 muestra el análisis DERS para evaluar la presencia de actividad de la RNasa en los sobrenadantes 
COS que expresan diferentes realizaciones de moléculas de nucleasa híbridas hRNasa1-Ig-hDNasa1 o 35
hDNasa1-lg.
La FIG. 22 muestra una figura mixta que demuestra los resultados de los ensayos de actividad de la nucleasa 
DNasa realizados en sobrenadantes de COS de células transfectadas. La descripción de la numeración (p. ej., 
090210-8 y 091210-8) de la FIG. 21 se aplica a esta figura también.
La FIG. 23 muestra la cinética enzimática ensayada utilizando el sustrato Rnase Alert (Ambion/IDT) y la 40
fluorescencia se cuantificó con un lector de microplacas Spectramax M2. Los datos se analizaron utilizando el 
software Softmax Pro (Molecular Devices). Las velocidades de reacción en las diferentes concentraciones de 
sustrato se midieron y los datos se muestran como un gráfico de Lineweaver-Burk. El valor de Km aparente, 
corregido para el volumen es de 280 nM.
La FIG. 24 muestra los niveles de anticuerpos anti-ARN en sueros de ratón de ratones dobles transgénicos H564 45
y H564-RNasaA en intervalos sucesivos como el ratón transgénico de la misma edad.

Descripción detallada

Los términos utilizados en las reivindicaciones y en la memoria descriptiva se definen como se expone a 50
continuación a menos que se especifique lo contrario. En caso de conflicto directo con un término utilizado en una 
solicitud de patente provisional principal, el término utilizado en la presente memoria descriptiva prevalecerá.

"Aminoácido" se refiere a aminoácidos de origen natural y sintéticos, así como análogos de aminoácidos y miméticos 
de aminoácidos que funcionan de una manera similar a los aminoácidos de origen natural. Los aminoácidos de 55
origen natural son aquellos codificados por el código genético, así como aquellos aminoácidos que se modifican 
posteriormente, p. ej., hidroxiprolina, γ-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Los análogos de aminoácidos se refieren a 
compuestos que tienen la misma estructura química básica que un aminoácido de origen natural, es decir, un 
carbono α que se une a un hidrógeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, p. ej., homoserina, 
norleucina, sulfóxido de metionina, metionina metil sulfonio. Dichos análogos tienen grupos R modificados (p. ej., 60
norleucina) o esqueletos peptídicos modificados, pero retienen la misma estructura química básica que un
aminoácido de origen natural. Miméticos de aminoácidos se refiere a compuestos químicos que tienen una 
estructura que es diferente de la estructura química general de un aminoácido, pero que funciona de una manera 
similar a un aminoácido de origen natural.

65
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Los aminoácidos pueden ser referidos en la presente memoria por cualquiera de sus símbolos comúnmente 
conocidos de tres letras o por los símbolos de una letra recomendados por la Comisión de Nomenclatura Bioquímica 
IUPAC-IUB. Igualmente, los nucleótidos pueden referirse por sus códigos de una sola letra comúnmente aceptados.

Una "sustitución de aminoácidos" se refiere al reemplazo de al menos un residuo de aminoácidos existente en una 5
secuencia de aminoácidos predeterminada (una secuencia de aminoácidos de un polipéptido de partida) con un 
segundo residuo de aminoácidos de "reemplazo" diferente. Una "inserción de aminoácidos" se refiere a la 
incorporación de al menos un aminoácido adicional en una secuencia de aminoácidos predeterminada. Si bien la 
inserción consistirá habitualmente en la inserción de uno o dos residuos de aminoácidos, pueden hacerse las 
presentes "inserciones peptídicas" más extensas, p. ej., por inserción de aproximadamente tres a aproximadamente 10
cinco o incluso hasta aproximadamente diez, quince o veinte residuos de aminoácidos. El residuo o residuos 
insertados pueden ser de origen natural o de origen no natural, como se ha desvelado anteriormente. Una "deleción 
de aminoácidos" se refiere a la eliminación de al menos un residuo de aminoácidos de una secuencia de 
aminoácidos predeterminada.

15
"Polipéptido", "péptido" y "proteína" se utilizan indistintamente en la presente memoria para referirse a un polímero 
de residuos de aminoácidos. Los términos se aplican a polímeros de aminoácidos en los que uno o más residuos de 
aminoácidos es un mimético químico artificial de un correspondiente aminoácido de origen natural, así como a 
polímeros de aminoácidos de origen natural y a polímeros de aminoácidos de origen no natural.

20
"Ácido nucleico" se refiere a desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos y polímeros de los mismos en forma 
monocatenaria o bicatenaria. A menos que se limite específicamente, el término abarca ácidos nucleicos que 
contienen análogos conocidos de nucleótidos naturales que tienen propiedades de unión similares al ácido nucleico 
de referencia y se metabolizan de una manera similar en los nucleótidos de origen natural. A menos que se indique 
lo contrario, una secuencia de ácidos nucleicos particular también abarca implícitamente variantes modificadas de 25
manera conservadora de las mismas (p. ej., sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, 
así como la secuencia indicada explícitamente. Específicamente, puede conseguirse sustituciones de codones 
degenerados mediante la generación de secuencias en las que la tercera posición de uno o más codones 
seleccionados (o todos) se sustituye con residuos de base mixta y/o residuos de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic 
Acid Res. 19:5081, 1991; Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608, 1985); y Cassol et al., 1992; Rossolini et aΙ., 30
ΜοΙ. Cell. Probes. 8:91-98, 1994). Para arginina y leucina, las modificaciones en la segunda base pueden también 
ser conservadoras. El término ácido nucleico se utiliza indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificado por un 
gen.

Los polinucleótidos de la presente invención pueden estar compuestos de cualquier polirribonucleótido o 35
polidesoxirribonucleótido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Por ejemplo, los 
polinucleótidos pueden estar compuestos de ADN monocatenario y bicatenario, el ADN es una mezcla de regiones 
monocatenarias y bicatenarias, ARN monocatenario y bicatenario, y el ARN es una mezcla de regiones 
monocatenarias y bicatenarias, moléculas híbridas que comprenden ADN y ARN que puede ser monocatenarias o, 
más normalmente, bicatenarias o una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias. Además, el polinucleótido 40
puede estar compuesto de regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o ambos ARN y ADN. Un 
polinucleótido también puede contener una o más bases modificadas o esqueletos de ADN o ARN modificados para 
su estabilidad o por otros motivos. Las bases "modificadas" incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales, 
tales como inosina. Una variedad de modificaciones puede realizarse en el ADN y ARN; de este modo, 
"polinucleótido" abarca formas modificadas química, enzimática o metabólicamente.45

Como se utiliza en la presente memoria, la expresión "molécula de nucleasa híbrida" se refiere a polinucleótidos o 
polipéptidos que comprenden al menos un dominio nucleasa y al menos un dominio Fc. Las moléculas de nucleasa 
híbridas también se refieren como proteína o proteínas de fusión y gen o genes de fusión. Por ejemplo, en una 
realización, una molécula de nucleasa híbrida puede ser un polipéptido que comprende al menos un dominio Fc 50
ligado a un dominio nucleasa, tal como DNasa y/o RNasa. Como otro ejemplo, una molécula de nucleasa híbrida 
puede incluir un dominio nucleasa de RNasa, un dominio enlazador y un dominio Fc. La SEQ ID NO: 161 es un 
ejemplo de una molécula de nucleasa híbrida. Otros ejemplos se describen con más detalle a continuación. En una 
realización, una molécula de nucleasa híbrida de la invención puede incluir modificaciones adicionales. En otra 
realización, una molécula de nucleasa híbrida puede modificarse para añadir un resto funcional (p. ej., PEG, un 55
fármaco, o una etiqueta).

En ciertos aspectos, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden emplear uno o más "dominios 
enlazadores", tales como enlazadores polipeptídicos. Como se utiliza en la presente memoria, la expresión "dominio 
enlazador" se refiere a una secuencia que conecta dos o más dominios en una secuencia lineal. Como se utiliza en 60
la presente memoria, el término "enlazador polipeptídico" se refiere a una secuencia peptídica o polipeptídica (p. ej., 
una secuencia peptídica o polipeptídica sintética) que conecta dos o más dominios en una secuencia lineal de 
aminoácidos de una cadena polipeptídica. Por ejemplo, enlazadores polipeptídicos pueden utilizarse para conectar 
un dominio nucleasa a un dominio Fc. Preferentemente, dichos enlazadores polipeptídicos pueden aportar 
flexibilidad a la molécula polipeptídica. En ciertas realizaciones, el enlazador polipeptídico se utiliza para conectar (p. 65
ej., fundir genéticamente) uno o más dominios Fc y/o uno o más dominios nucleasa. Una molécula de nucleasa 
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híbrida de la invención puede comprender más de un dominio enlazador o enlazador peptídico.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresión "enlazador polipeptídico gly-ser" se refiere a un péptido que 
consiste en los residuos de glicina y serina. Un enlazador polipéptido gly/ser a modo de ejemplo comprende la 
secuencia de aminoácidos Ser(Gly4Ser)n. En una realización, n = 1. En una realización, n = 2. En otra realización, n5
= 3, es decir, Ser(Gly4Ser)3. En otra realización, n = 4, es decir, Ser(Gly4Ser)4. En otra realización, n = 5. En otra 
realización, n = 6. En otra realización, n = 7. En otra realización, n = 8. En otra realización, n = 9. En otra realización, 
n = 10. Otro enlazador polipéptido gly/ser a modo de ejemplo comprende la secuencia de aminoácidos 
Ser(Gly4Ser)n. En una realización, n = 1. En una realización, n = 2. En una realización preferente, n = 3. En otra 
realización, n = 4. En otra realización, n = 5. En otra realización, n = 6.10

Como se utiliza en la presente memoria, los términos "ligado", "fusionado", o "fusión", se utilizan indistintamente. 
Estos términos se refieren a la combinación de dos o más elementos o componentes o dominios, por cualquier 
medio, incluyendo conjugación química o medios recombinantes. Los métodos de conjugación química (p. ej., 
utilizando agentes de reticulación heterobifuncionales) se conocen en la materia.15

Como se utiliza en la presente memoria, la expresión "región Fc" se definirá como la porción de una inmunoglobulina 
nativa formada por los respectivos dominios Fc (o restos Fc) de sus dos cadenas pesadas.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresión "dominio Fc" se refiere a una porción de una cadena pesada 20
sencilla de inmunoglobulina (Ig). Como tal, el dominio Fc también puede referirse como "Ig" o "IgG." En algunas 
realizaciones, un dominio Fc comienza en la región bisagra justo aguas arriba del sitio de escisión de papaína y 
finaliza en el extremo C-terminal del anticuerpo. Por consiguiente, un dominio Fc completo comprende al menos un 
dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3. En ciertas realizaciones, un dominio Fc comprende al menos 
uno de: un dominio bisagra (p. ej., región bisagra superior, intermedia, y/o inferior), un dominio CH2, un dominio 25
CH3, un dominio CH4, o una variante, porción, o fragmento del mismo. En otras realizaciones, un dominio Fc 
comprende un dominio Fc completo (es decir, un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3). En una 
realización, un dominio Fc comprende un dominio bisagra (o porción del mismo) fusionado a un dominio CH3 (o 
porción del mismo). En otra realización, un dominio Fc comprende un dominio CH2 (o porción del mismo) fusionado 
a un dominio CH3 (o porción del mismo). En otra realización, un dominio Fc consiste en un dominio CH3 o porción 30
del mismo. En otra realización, un dominio Fc consiste en un dominio bisagra (o porción del mismo) y un dominio 
CH3 (o porción del mismo). En otra realización, un dominio Fc consiste en un dominio CH2 (o porción del mismo) y 
un dominio CH3. En otra realización, un dominio Fc consiste en un dominio bisagra (o porción del mismo) y un 
dominio CH2 (o porción del mismo). En una realización, un dominio Fc carece de al menos una porción de un 
dominio CH2 (p. ej., la totalidad o parte de un dominio CH2). En una realización, un dominio Fc de la invención 35
comprende al menos la porción de una molécula de Fc conocida en la materia que se requiere para la unión a FcRn. 
En otra realización, un dominio Fc de la invención comprende al menos la porción de una molécula de Fc conocida 
en la materia que se requiere para la unión a FcγR. En una realización, un dominio Fc de la invención comprende al 
menos la porción de una molécula de Fc conocida en la materia que se requiere para la unión a la proteína A. En 
una realización, un dominio Fc de la invención comprende al menos la porción de una molécula de Fc conocida en la 40
materia que se requiere para la unión a la proteína G. Un dominio Fc se refiere en la presente memoria en general a 
un polipéptido que comprende la totalidad o parte del dominio Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. Esto 
incluye, entre otros, polipéptidos que comprenden todo los dominios completos CH1, bisagra, CH2, y/o CH3, así 
como fragmentos de dichos péptidos que comprenden solamente, p. ej., el dominio bisagra, CH2 y CH3. El dominio 
Fc puede derivarse a partir de una inmunoglobulina de cualquier especie y/o cualquier subtipo, incluyendo, entre 45
otros, un anticuerpo IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgD, IgA, IgE, o IgM humana. El dominio Fc abarca moléculas variantes 
de Fc y Fc nativas. Al igual que con las variantes de Fc y Fc nativos, la expresión dominio Fc incluye moléculas en 
forma monomérica o multimérica, si se digieren del anticuerpo completo o se producen por otros medios.

Como se expone en la presente memoria, un experto en la materia entenderá que cualquier dominio Fc puede ser 50
modificado de forma tal que varía la secuencia de aminoácidos del dominio Fc nativo de una molécula de 
inmunoglobulina de origen natural. En ciertas realizaciones a modo de ejemplo, el dominio Fc retiene una función 
efectora (p. ej., unión a FcγR).

Los dominios Fc de un polipéptido de la invención pueden derivarse de diferentes moléculas de inmunoglobulina. 55
Por ejemplo, un dominio Fc de un polipéptido puede comprender un dominio CH2 y/o CH3 derivado de una molécula 
de IgG1 y una región bisagra derivada de una molécula de IgG3. En otro ejemplo, un dominio Fc puede comprender 
una región bisagra quimérica derivada, en parte, de una molécula de IgG1 y, en parte, de una molécula de IgG3. En 
otro ejemplo, un dominio Fc puede comprender una bisagra quimérica derivada, en parte, de una molécula de IgG1 
y, en parte, de una molécula de IgG4.60

Una secuencia de polipéptidos o aminoácidos "derivada de" un polipéptido o proteína designado se refiere al origen 
del polipéptido. Preferentemente, la secuencia de polipéptidos o aminoácidos que se deriva de una secuencia 
particular tiene una secuencia de aminoácidos que es esencialmente idéntica a la secuencia o una porción de la 
misma, en la que la porción consiste en al menos 10-20 aminoácidos, preferentemente al menos 20-30 aminoácidos, 65
más preferentemente al menos 30-50 aminoácidos, o que es de otra manera identificable para un experto en la 
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materia por tener su origen en la secuencia.

Los polipéptidos derivados de otro péptido pueden tener una o más mutaciones en relación con el polipéptido de 
partida, p. ej., uno o más residuos de aminoácidos que han sido sustituidos con otro residuo de aminoácidos o que 
tiene una o más inserciones o deleciones de residuos de aminoácidos.5

Un polipéptido puede comprender una secuencia de aminoácidos que es de origen no natural. Dichas variantes 
tienen necesariamente menos del 100 % de identidad de secuencia o similitud con las moléculas de nucleasa 
híbridas de partida. En una realización preferente, la variante tendrá una secuencia de aminoácidos de 
aproximadamente 75 % a menos del 100 % de identidad de secuencia de aminoácidos o similitud con la secuencia 10
de aminoácidos del polipéptido de partida, más preferentemente de aproximadamente 80 % a menos del 100 %, 
más preferentemente de aproximadamente 85 % a menos del 100 %, más preferentemente de aproximadamente 
90 % a menos del 100 % (p. ej., 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o, 99 %) y más preferentemente 
de aproximadamente 95 % a menos del 100 %, p. ej., sobre la longitud de la molécula variante.

15
En una realización, existe una diferencia de aminoácidos entre una secuencia polipeptídica de partida y la secuencia 
derivada de la misma. La identidad o similitud con respecto a esta secuencia se define en la presente memoria como 
el porcentaje de residuos de aminoácidos en la secuencia candidata que es idéntico (es decir, mismo residuo) con 
los residuos de aminoácidos de partida, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para 
conseguir el porcentaje máximo de identidad de secuencias.20

En una realización, un polipéptido de la invención consiste en, consiste esencialmente en, o comprende una 
secuencia de aminoácidos seleccionada entre la Tabla 2 y variantes funcionalmente activas de la misma. En una 
realización, un polipéptido incluye una secuencia de aminoácidos al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % idéntica a una secuencia 25
de aminoácidos expuesta en la Tabla 2. En una realización, un polipéptido incluye una secuencia de aminoácidos 
contiguos al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % idéntica a una secuencia de aminoácidos contiguos expuesta en la Tabla 2. En una 
realización, un polipéptido incluye una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400, o 500 (o cualquier número entero en estos números) 30
aminoácidos contiguos de una secuencia de aminoácidos expuesta en la Tabla 2.

En una realización, los péptidos de la invención se codifican por una secuencia nucleotídica. Las secuencias 
nucleotídicas de la invención pueden ser útiles para una serie de aplicaciones, incluyendo: clonación, terapia génica, 
expresión y purificación de proteínas, introducción de mutaciones, vacunación con ADN de un huésped en 35
necesidad del mismo, generación de anticuerpos para, p. ej., inmunización pasiva, PCR, generación de cebadores y 
sondas, diseño y generación de ARNip (véase, p. ej., la web de Dharmacon siDesign), y similares. En una 
realización, la secuencia nucleotídica de la invención comprende, consiste en, o consiste esencialmente en, una 
secuencia nucleotídica seleccionada entre la Tabla 2. En una realización, una secuencia nucleotídica incluye una 
secuencia nucleotídica al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 40
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % idéntica a una secuencia nucleotídica expuesta en la Tabla 2. En una 
realización, una secuencia nucleotídica incluye una secuencia nucleotídica contigua al menos 80 %, 81 %, 82 %, 
83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % 
idéntica a una secuencia nucleotídica contigua expuesta en Tabla 2. En una realización, una secuencia nucleotídica 
incluye una secuencia nucleotídica que tiene al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 45
90, 95, 100, 200, 300, 400, o 500 (o cualquier número entero en estos números) nucleótidos contiguos de una 
secuencia nucleotídica expuesta en la Tabla 2.

Las moléculas de nucleasa híbridas preferentes de la invención comprenden una secuencia (p. ej., al menos un 
dominio Fc) derivada de una secuencia de inmunoglobulina humana. No obstante, las secuencias desveladas 50
pueden comprender una o más secuencias de otra especie de mamífero. Por ejemplo, un dominio Fc o dominio 
nucleasa de primate puede incluirse en la secuencia del sujeto. Alternativamente, uno o más aminoácidos murinos 
pueden estar presentes en un polipéptido. En algunas realizaciones, las secuencias polipeptídicas de la divulgación 
no son inmunogénicas y/o han reducido su inmunogenicidad.

55
Un experto en la materia también entenderá que las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden 
alterarse de manera tal que varían la secuencia de las secuencias de origen natural o nativas de las que se 
derivaron, al tiempo que retienen la actividad deseable de las secuencias nativas. Por ejemplo, pueden efectuarse 
sustituciones de nucleótidos o de aminoácidos que conducen a sustituciones conservadoras o cambios en residuos 
de aminoácidos "no esenciales". Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una variante no natural de una 60
molécula de nucleasa híbrida derivada de una inmunoglobulina (p. ej., un dominio Fc) puede crearse introduciendo 
una o más sustituciones, adiciones o deleciones de nucleótidos en la secuencia nucleotídica de la inmunoglobulina 
de manera tal que una o más sustituciones, adiciones o deleciones de aminoácidos se introducen en la proteína 
codificada. Las mutaciones pueden introducirse por técnicas convencionales, tales como mutagénesis dirigida al sitio 
y mutagénesis mediada por PCR.65
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Las moléculas de nucleasa híbridas peptídicas de la invención pueden comprender sustituciones de aminoácidos 
conservadores en uno o más residuos de aminoácidos, p. ej., en residuos de aminoácidos esenciales o no 
esenciales. Una "sustitución de aminoácidos conservadores" es aquella en la que el residuo de aminoácidos se 
reemplaza con un residuo de aminoácidos que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de 
aminoácidos que tienen cadenas laterales similares se han definido en la materia, incluyendo cadenas laterales 5
básicas (p. ej., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales ácidas (p. ej., ácido aspártico, ácido glutámico), cadenas 
laterales polares no cargadas (p. ej., glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteína), cadenas 
laterales no polares (p. ej., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano), cadenas 
laterales ramificadas en beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromáticas (p. ej., 
tirosina, fenilalanina, triptófano, histidina). De este modo, un residuo de aminoácidos no esenciales en un polipéptido 10
de unión se reemplaza preferentemente con otro residuo de aminoácidos de la misma familia de cadena lateral. En 
otra realización, una variable de cadena de aminoácidos puede reemplazarse con una variable de cadena 
estructuralmente similar que difiere en el orden y/o composición de los miembros de la familia de cadena lateral. 
Alternativamente, en otra realización, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de la totalidad o 
parte de una secuencia codificante, tal como mediante mutagénesis de saturación, y los mutantes resultantes 15
pueden incorporarse en los polipéptidos de unión de la invención e identificarse sistemáticamente por su capacidad 
para unirse a la diana deseada.

El término "mejorar" se refiere a cualquier resultado terapéuticamente beneficioso en el tratamiento de un estado de 
enfermedad, p. ej., un estado de enfermedad autoinmunitaria (por ejemplo, LES), incluyendo profilaxis, disminución 20
en la gravedad o progresión, remisión, o cura del mismo.

La expresión "in situ" se refiere a procesos que ocurren en una célula viva que crece separada de un organismo 
vivo, p. ej., que crece en un cultivo tisular.

25
La expresión "in vivo" se refiere a procesos que ocurren en un organismo vivo.

El término "mamífero" o "sujeto" o "paciente", como se utiliza en la presente invención, incluye tanto seres humanos 
como no humanos e incluye, entre otros, seres humanos, primates no humanos, caninos, felinos, murinos, bovinos, 
equinos, y porcinos.30

El término porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o más secuencias de ácidos nucleicos o de polipéptidos, 
se refiere a dos o más secuencias o subsecuencias que tienen un porcentaje especificado de nucleótidos o residuos 
de aminoácidos que son los mismos, cuando se comparan y alinean para la máxima correspondencia, como se mide 
utilizando uno de los algoritmos de comparación de secuencias descritos a continuación (p. ej., BLASTP y BLASTN 35
u otros algoritmos disponibles para los expertos) o mediante inspección visual. Dependiendo de la aplicación, el 
porcentaje de "identidad" puede existir sobre una región de la secuencia que compara, p. ej., más de un dominio 
funcional, o, alternativamente, existe sobre la longitud completa de las dos secuencias a comparar.

Para la comparación de secuencias, normalmente una secuencia actúa como secuencia de referencia con la que se 40
comparan las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparación de secuencias, las secuencias 
de ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, las coordenadas posteriores se designan, si es necesario, 
y se designan los parámetros del programa de algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparación de secuencias 
calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencias para la secuencia o secuencias de ensayo con respecto a 
la secuencia de referencia, en función de los parámetros del programa designados.45

El alineamiento óptimo de secuencias para su comparación puede llevarse a cabo, p. ej., mediante el algoritmo de 
homología local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de 
homología de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante la búsqueda del método de similitud de 
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85:2444 (1988), mediante implementaciones computarizadas de 50
estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de programas de Wisconsin Genetics, Genetics 
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspección visual (véase en general Ausubel et al., 
infra).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud 55
de secuencias es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El 
software para realizar análisis BLAST está disponible públicamente a través de la web del Centro Nacional para la 
Información Biotecnológica.

La expresión "cantidad suficiente" significa una cantidad suficiente para producir un efecto deseado, p. ej., una 60
cantidad suficiente para modular la agregación de proteínas en una célula.

La expresión "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad que es eficaz para mejorar un síntoma de una 
enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una "cantidad profilácticamente eficaz" cuando la 
profilaxis puede considerarse terapia.65
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Cabe señalar que, al igual que se utiliza en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en 
singular de "un", "una" y "el", "la" incluyen referentes en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

Composiciones
5

Moléculas de nucleasa híbridas

En algunas realizaciones, una composición incluye una molécula de nucleasa híbrida. En algunas realizaciones, una 
molécula de nucleasa híbrida incluye un dominio nucleasa ligado operativamente a un dominio Fc. En algunas 
realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida incluye un dominio nucleasa ligado a un dominio Fc. En algunas 10
realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida es una proteína nucleasa. En algunas realizaciones, la molécula de 
nucleasa híbrida es un polinucleótido de nucleasa.

En algunas realizaciones, el dominio nucleasa se liga al dominio Fc por un dominio enlazador. En algunas 
realizaciones, el dominio enlazador es un péptido enlazador. En algunas realizaciones, el dominio enlazador es un 15
nucleótido enlazador. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluye una molécula líder, p. ej., un 
péptido líder. En algunas realizaciones, la molécula líder es un péptido líder situado en el extremo N-terminal del 
dominio nucleasa. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluirá un codón de terminación. En 
algunas realizaciones, el codón de terminación se encontrará en el extremo C-terminal del dominio Fc.

20
En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluye además un segundo dominio nucleasa. En 
algunas realizaciones, el segundo dominio nucleasa se liga al dominio Fc por un segundo dominio enlazador. En 
algunas realizaciones, el segundo dominio enlazador se encontrará en el extremo C-terminal del dominio Fc. La 
Figura 12 muestra al menos una realización de una molécula de nucleasa híbrida. En algunas realizaciones, una 
molécula de nucleasa híbrida incluye una secuencia mostrada en la Tabla 2.25

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida es una molécula de RNasa o molécula de DNasa o una 
molécula multienzimática (p. ej., RNasa y DNasa o dos nucleasas de ARN o ADN con diferente especificidad para 
un sustrato) unida a un dominio Fc que se une específicamente a complejos inmunitarios extracelulares. En algunas 
realizaciones, el dominio Fc no se une eficazmente a receptores Fcγ. En un aspecto, la molécula de nucleasa 30
híbrida no se une eficazmente a C1q. En otros aspectos, la molécula de nucleasa híbrida comprende un dominio Fc 
en la región marco de IgG1. En otros aspectos, la molécula de nucleasa híbrida comprende además mutaciones en 
los dominios bisagra, CH2 y/o CH3. En otros aspectos, las mutaciones son P238S, P331S o N297S, y pueden incluir 
mutaciones en una o más de tres cisteínas bisagra. En algunos de estos aspectos, las mutaciones en una o más de 
tres cisteínas bisagra pueden ser SCC o SSS. En otros aspectos, las moléculas contienen la bisagra SCC, pero por 35
lo demás son de tipo natural para los dominios CH2 y CH3 de Fc de IgG1 humana, y se unen eficazmente a 
receptores Fc, lo que facilita la captación de la molécula de nucleasa híbrida en el compartimento endocítico de las 
células a las que se unen. En otros aspectos, la molécula tiene una actividad contra los sustratos de ARN 
monocatenario y/o bicatenario.

40
En algunos aspectos, la actividad de la molécula de nucleasa híbrida es detectable in vitro y/o in vivo. En algunos 
aspectos, la molécula de nucleasa híbrida se une a una célula, a una célula maligna, o a una célula cancerosa e 
interfiere con su actividad biológica.

En otro aspecto, se proporciona una molécula de RNasa multifuncional que se une a otra enzima o anticuerpo con 45
especificidad de unión, tal como scFv orientado selectivamente a ARN o a un segundo dominio nucleasa con las 
mismas o diferentes especificidades que el primer dominio.

En otro aspecto, se proporciona una molécula de DNasa multifuncional que se une a otra enzima o anticuerpo con 
especificidad de unión, tal como scFv orientado selectivamente a ADN o a un segundo dominio nucleasa con las 50
mismas o diferentes especificidades que el primer dominio.

En otro aspecto, una molécula de nucleasa híbrida se adapta para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno en 
un mamífero mediante la administración de una molécula de nucleasa híbrida unida a una región Fc, en una 
cantidad terapéuticamente eficaz al mamífero en necesidad del mismo, en el que la enfermedad se previene o se 55
trata. En otros aspectos, la enfermedad o trastorno es una enfermedad autoinmunitaria o cáncer. En algunos de 
estos aspectos, la enfermedad autoinmunitaria es diabetes mellitus dependiente de insulina, esclerosis múltiple, 
encefalomielitis autoinmune experimental, artritis reumatoide, artritis autoinmune experimental, miastenia gravis, 
tiroiditis, una forma experimental de uveorretinitis, tiroiditis de Hashimoto, mixedema primario, tirotoxicosis, anemia 
perniciosa, gastritis atrófica autoinmune, enfermedad de Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, 60
diabetes juvenil, síndrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, penfigoide, oftalmía simpática, uveítis facogénica, 
anemia hemolítica autoinmune, leucopenia idiopática, cirrosis biliar primaria, hepatitis Hbs-ve crónica activa, cirrosis 
criptogénica, colitis ulcerosa, síndrome de Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis, 
dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso sistémico, y enfermedad del tejido conectivo.

65
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En algunas realizaciones, las dianas de la actividad enzimática de RNasa de las moléculas de nucleasa híbridas de 
RNasa son principalmente extracelulares, que consisten en, p. ej., ARN contenido en complejos inmunitarios con 
autoanticuerpo anti-RNP y el ARN se expresa en la superficie de las células sometidas a apoptosis. En algunas 
realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida de RNasa está activa en el entorno ácido de las vesículas 
endocíticas. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida de RNasa incluye un dominio Fc de tipo 5
natural (tn) con el fin de permitir, p. ej., que la molécula se una a FcR y entre en el compartimento endocítico a 
través de la vía de entrada utilizada por complejos inmunitarios. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa 
híbrida de RNasa que incluye un dominio Fc tn se adapta para que sea activa tanto extracelularmente como en el 
entorno endocítico (en el que puede expresarse TLR7). En algunos aspectos, esto permite que una molécula de 
nucleasa híbrida de RNasa que incluye un dominio Fc tn detenga la señalización de TLR7 a través de complejos 10
inmunitarios previamente envueltos o por ARNs que activan TLR7 después de la infección viral. En algunas 
realizaciones, la RNasa tn de una molécula de nucleasa híbrida de RNasa no es resistente a la inhibición por un 
inhibidor citoplásmico de RNasa. En algunas realizaciones, la RNasa tn de una molécula de nucleasa híbrida de 
RNasa no está activa en el citoplasma de una célula.

15
En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida que incluye un dominio Fc tn se utiliza para la terapia de 
una enfermedad autoinmunitaria, por ejemplo, LES.

En algunas realizaciones, se aumenta la unión del Fc dominio a un receptor Fc (FcR), p. ej., por alteraciones de 
glicosilación y/o cambios en la secuencia de aminoácidos. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa 20
híbrida tiene una o más alteraciones de Fc que aumentan la unión FcR.

Se prevén formas alternativas para la construcción de una molécula de nucleasa híbrida unida a un dominio Fc. En 
algunas realizaciones, la orientación de dominio puede alterarse para construir una molécula de Ig-RNasa o una 
molécula de Ig-DNasa o una molécula de RNasa-Ig o una molécula de RNasa-Ig que retiene la unión de FcR y tiene 25
dominios nucleasa activos.

En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas de DNasa incluyen un dominio Fc tn que puede 
permitir, p. ej., que las moléculas se sometan a endocitosis después de la unión de FcR. En algunas realizaciones, 
las moléculas de nucleasa híbridas de DNasa pueden ser activas hacia los complejos inmunitarios extracelulares 30
que contienen ADN, p. ej., ya sea en forma soluble o depositado como complejos insolubles.

En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas incluyen tanto DNasa como RNasa. En algunas 
realizaciones, estas moléculas de nucleasa híbridas pueden mejorar la terapia de LES puesto que pueden, p. ej., 
digerir los complejos inmunitarios que contienen ARN, ADN, o una combinación de ARN y ADN; y cuando incluyen 35
además un dominio Fc tn, son activas tanto extracelularmente como en el compartimento endocítico en el que 
pueden localizarse TLR7 y TLR9.

En algunas realizaciones, los dominios enlazadores incluyen 3, 4 o 5 variantes (gly4ser) que alteran la longitud del 
enlazador por progresiones de 5 aminoácidos. En otra realización, un dominio enlazador es de aproximadamente 18 40
aminoácidos de longitud e incluye un sitio de glicosilación ligado a N, que puede ser sensible a la escisión por 
proteasas in vivo. En algunas realizaciones, un sitio de glicosilación ligado a N puede proteger las moléculas de 
nucleasa híbridas de la escisión en el dominio enlazador. En algunas realizaciones, un sitio de glicosilación ligado a 
N puede ayudar en la separación del plegado de dominios funcionales independientes separados por el dominio 
enlazador.45

En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas pueden incluir dominios Fc de IgG1 humana mutantes 
y/o de tipo natural. En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas pueden expresarse a partir de 
transfecciones transitorias de COS y CHO estables. En algunas realizaciones, la unión CD80/86 y la actividad de 
RNasa se conservan en una molécula de nucleasa híbrida. En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa 50
híbridas incluyen construcciones DNasa1L3-Ig-enlazador-RNasa. En algunas realizaciones, una molécula de 
nucleasa híbrida incluye una construcción DNasa1-Ig-enlazador-RNasa o una construcción RNasa-Ig-enlazador-
DNasa. En algunas realizaciones, las uniones de fusión entre dominios enzimáticos y los otros dominios de la 
molécula de nucleasa híbrida se optimizan.

55
En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas incluyen moléculas de nucleasa híbridas DNasa-Ig y/o 
moléculas de nucleasa híbridas DNasa-RNasa híbrida.

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida incluye TREX1. En algunas realizaciones, una molécula 
de nucleasa híbrida TREX1 puede digerir cromatina. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida 60
TREX1 se expresa por una célula. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida expresada incluye 
TREX-1 murino y un dominio Fc (tn o mutante) murino. En algunas realizaciones, un dominio enlazador de 20-25 
aminoácidos (aa) entre TREX1 y la bisagra de IgG puede ser necesario para permitir la actividad de DNasa. En 
algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida con un dominio enlazador de 15 aa no está activa. En 
algunas realizaciones, el uso de los dominios enlazadores de 20 y 25 aminoácidos (además de 2 o más aminoácidos 65
para incorporar sitios de restricción) da lugar a la actividad funcional medida por la digestión de la cromatina. En 
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algunas realizaciones, una región hidrófoba de aproximadamente 72 aa puede ser eliminada desde el extremo 
COOH de TREX-1 antes de la fusión con el dominio Fc por el dominio enlazador. En algunas realizaciones, una 
versión de dominio enlazador de 20 aminoácidos de la molécula de nucleasa híbrida exhibe altos niveles de 
expresión en comparación con los controles y/u otras moléculas de nucleasa híbridas. En algunas realizaciones, los 
ensayos enzimáticos cinéticos se utilizan para comparar la actividad enzimática de las moléculas de nucleasa 5
híbridas y controles de una manera cuantitativa.

En algunas realizaciones, una optimización adicional de la unión de fusión elegida para el truncamiento de una 
enzima TREX1 puede utilizarse para mejorar la expresión de las moléculas de nucleasa híbridas.

10
En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluye una molécula de nucleasa híbrida de dominio Fc 
que incluye TREX1-enlazador-Ig humana con dominios enlazadores de 20 y/o 25 aa. En algunas realizaciones, el 
dominio o los dominios enlazadores son variantes de un casete (gly4ser)4 o (gly4ser)5 con uno o más sitios de 
restricción unidos para su incorporación en la construcción de moléculas de nucleasa híbridas. En algunas 
realizaciones, debido a la dimerización cabeza-cola útil para la actividad enzimática TREX1; puede utilizarse un 15
dominio enlazador flexible mayor para facilitar el plegado apropiado.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida es una molécula de nucleasa híbrida que incluye TREX1 
en tándem. En algunas realizaciones, un método alternativo para facilitar el plegado cabeza-cola de TREX1 es 
generar una molécula de nucleasa híbrida de TREX1-TREX1-Ig híbrido que incorpora dos dominios TREX1 en 20
tándem, seguido por un dominio enlazador y un dominio Fc de Ig. En algunas realizaciones, el posicionamiento de 
casetes de TREX1 de una manera cabeza-cola puede corregirse para el plegado cabeza-cola en cualquiera de los 
brazos de la inmunoenzima e introducir un único dominio funcional que incluye TREX1 en cada brazo de la 
molécula. En algunas realizaciones, cada inmunoenzima de una molécula de nucleasa híbrida tiene dos enzimas 
TREX1 funcionales unidas a un único dominio Fc de IgG.25

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluye TREX1-enlazador1-Ig-enlazador2-RNasa.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluye RNasa-Ig-enlazador-TREX1. En algunas 
realizaciones, los casetes se derivan de la fusión de amino y carboxilo de cada enzima para su incorporación en las 30
moléculas de nucleasa híbridas en las que se invierte la configuración enzimática. En algunas realizaciones, la 
enzima RNasa exhibe actividad funcional comparable independientemente de su posición en las moléculas de 
nucleasa híbridas. En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas alternativas pueden diseñarse para 
ensayar si una configuración particular demuestra la mejora de la expresión y/o función de los componentes de 
molécula de nucleasa híbrida.35

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida incluye 1L3-Ig. En algunas realizaciones, la 1L3 DNasa se 
construye a partir de una secuencia murina y se expresa. En algunas realizaciones, la enzima está activa. En 
algunas realizaciones, una nucleasa híbrida que incluye 1L3 DNasa-Ig-RNasa murina se construye y se expresa. En 
algunas realizaciones, la molécula incluye 1L3-Ig humana, 1L3-Ig-RNasa humana, y/o RNasa-Ig-1L3 humana.40

En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas incluyen DNasa1-Ig. En algunas realizaciones, un 
alelo variante de origen natural, A114F, que muestra la sensibilidad reducida a actina se incluye en una molécula de 
nucleasa híbrida incluye DNasa1-Ig. En algunas realizaciones, esta mutación se introduce en una molécula de 
nucleasa híbrida para generar un derivado más estable de la DNasa1 humana. En algunas realizaciones, se fabrica 45
un DNasa1-enlazador-Ig que contiene un dominio enlazador de 20 o 25 aa. En algunas realizaciones, las moléculas 
de nucleasa híbridas incluyen RNasa-Ig-enlazador-DNasa1 en las que se encuentra el dominio DNasa1 en el lado 
COOH del dominio Fc de Ig. En algunas realizaciones, se fabrican moléculas de nucleasa híbridas que incorporan 
DNasa1 e incluyen: DNasa1-enlazador-Ig-enlazador2-RNasa, y/o RNasa-Ig-enlazador-DNasa1.

50
Otro aspecto de la presente divulgación es el uso de métodos de terapia génica para tratar o prevenir trastornos, 
enfermedades y afecciones con una o más moléculas de nucleasa híbridas. Los métodos de terapia génica se 
refieren a la introducción de secuencias de ácido nucleico de la molécula de nucleasa híbrida (ADN, ARN y ADN o 
ARN antisentido) en un animal para conseguir la expresión del polipéptido o polipéptidos de la presente invención. 
Este método puede incluir la introducción de uno o más polinucleótidos que codifican un polipéptido de la molécula 55
de nucleasa híbrida de la presente invención ligada operativamente a un promotor y otros elementos genéticos 
necesarios para la expresión del polipéptido por el tejido diana.

En aplicaciones de terapia génica, los genes de moléculas de nucleasa híbridas se introducen en células con el fin 
de conseguir la síntesis in vivo de un producto genético terapéuticamente eficaz. La "terapia génica" incluye las 60
terapias génicas convencionales en las que se consigue un efecto duradero mediante un único tratamiento, y la 
administración de agentes terapéuticos génicos, que implica la administración única o administración repetida de un 
ADN o ARNm terapéuticamente eficaz. Los oligonucleótidos pueden modificarse para potenciar su captación, p. ej., 
mediante la sustitución de sus grupos fosfodiéster cargados negativamente con grupos no cargados.

65
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Dominios Fc

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida incluye un dominio Fc. Los dominios Fc útiles para 
producir las moléculas de nucleasa híbridas de la presente invención pueden obtenerse a partir de una serie de 
fuentes diferentes. En realizaciones preferentes, un dominio Fc de la molécula de nucleasa híbrida se deriva de una 5
inmunoglobulina humana. Se entiende, sin embargo, que el dominio Fc puede derivarse de una inmunoglobulina de 
otra especie de mamífero, incluyendo, por ejemplo, especies roedoras (p. ej. un ratón, rata, conejo, conejillo de 
indias) o primates no humanos (p. ej., chimpancé, macaco). Además, el dominio Fc de la molécula de nucleasa 
híbrida o porción del mismo puede derivarse de cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA e 
IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina, incluyendo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En una realización preferente, se 10
utiliza el isotipo humano IgG1.

Una variedad de secuencias génicas del dominio Fc (p. ej., secuencias génicas de la región constante humana) se 
disponen en forma de depósitos accesibles al público. Los dominios de la región constante que comprenden una 
secuencia del dominio Fc pueden seleccionarse por tener una función efectora particular (o carecer de una función 15
efectora particular) o con una modificación particular para reducir la inmunogenicidad. Muchas secuencias de 
anticuerpos y genes que codifican al anticuerpo se han publicado y las secuencias del dominio Fc adecuadas (p. ej., 
secuencias de bisagra, CH2 y/o CH3, o porciones de las mismas) pueden derivarse de estas secuencias utilizando 
técnicas reconocidas en la materia. El material genético obtenido utilizando cualquiera de los métodos anteriores 
puede entonces alterarse o sintetizarse para obtener polipéptidos de la presente invención. Se apreciará además 20
que el alcance de esta invención abarque alelos, variantes y mutaciones de las secuencias de ADN de la región 
constante.

Las secuencias del dominio Fc pueden clonarse, p. ej., utilizando la reacción en cadena de la polimerasa y los 
cebadores que se seleccionan para amplificar el dominio de interés. Para clonar una secuencia del dominio Fc a 25
partir de un anticuerpo, el ARNm puede aislarse del hibridoma, bazo o células linfáticas, transcribirse de forma 
inversa en el ADN, y los genes de anticuerpos se amplifican por PCR. Los métodos de amplificación por PCR se 
describen con detalle en las patentes de Estados Unidos n.º 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188; y en, p. ej., 
"PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications" Innis et al. eds., Academic Press, San Diego, Calif. (1990); 
Ho et al. 1989. Gene 77:51; Horton et al. 1993. Methods Enzymol. 217:270). La PCR puede ser iniciada por 30
cebadores de la región constante consenso o mediante cebadores más específicos basados en las secuencias de 
ADN de cadena pesada y ligera y de aminoácidos publicadas. Como se ha discutido anteriormente, la PCR también 
se puede utilizar para aislar clones de ADN que codifican las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo. En este 
caso, las bibliotecas pueden identificarse sistemáticamente por cebadores consenso o sondas homólogas mayores, 
tales como sondas de región constante de ratón. Numerosos conjuntos de cebadores adecuados para la 35
amplificación de genes de anticuerpos se conocen en la materia (p. ej., cebadores en 5' basados en la secuencia del 
extremo N-terminal de los anticuerpos purificados (Benhar y Pastan. 1994. Protein Engineering 7:1509); 
amplificación rápida de los extremos de ADNc (Ruberti, F. et al. 1994. J. Immunol. Methods 173:33); secuencias 
líder del anticuerpo (Larrick et al. 1989 Biochem. Biophys. Res. Commun. 160:1250). La clonación de secuencias de 
anticuerpos se describe adicionalmente en Newman et al., patente de Estados Unidos n.º 5.658.570, presentada el 40
25 de enero de 1995.

Las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden comprender uno o más dominios Fc (p. ej., 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10, o más dominios Fc). En una realización, los dominios Fc pueden ser de diferentes tipos. En una 
realización, al menos un dominio Fc presente en la molécula de nucleasa híbrida comprende un dominio bisagra o 45
porción del mismo. En otra realización, la molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un 
dominio Fc que comprende al menos un dominio CH2 o porción del mismo. En otra realización, la molécula de 
nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un dominio Fc que comprende al menos un dominio CH3 o 
porción del mismo. En otra realización, la molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un 
dominio Fc que comprende al menos un dominio CH4 o porción del mismo. En otra realización, la molécula de 50
nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un dominio Fc que comprende al menos un dominio bisagra o 
porción del mismo y al menos un dominio CH2 o porción del mismo (p. ej., en la orientación bisagra-CH2). En otra 
realización, la molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un dominio Fc que comprende al 
menos un dominio CH2 o porción del mismo y al menos un dominio CH3 o porción del mismo (p. ej., en la 
orientación CH2-CH3). En otra realización, la molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un 55
dominio Fc que comprende al menos un dominio bisagra o porción del mismo, al menos un dominio CH2 o porción 
del mismo, y al menos un dominio CH3 o porción del mismo, por ejemplo en la orientación bisagra-CH2-CH3, 
bisagra-CH3-CH2, o CH2-CH3-bisagra.

En ciertas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida comprende al menos una región Fc completa derivada de 60
una o más cadenas pesada de inmunoglobulinas (p. ej., un dominio Fc que incluye los dominios bisagra, CH2 y CH3
aunque estos no tienen que derivarse del mismo anticuerpo). En otras realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida 
comprende al menos dos dominios Fc completos derivados de una o más cadenas pesadas de inmunoglobulina. En 
realizaciones preferentes, el dominio Fc completo se deriva de una cadena pesada de inmunoglobulina IgG humana 
(p. ej., IgG1 humana).65
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En otra realización, una molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un dominio Fc que 
comprende un dominio CH3 completo. En otra realización, una molécula de nucleasa híbrida de la invención 
comprende al menos un dominio Fc que comprende un dominio CH2 completo. En otra realización, una molécula de 
nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un dominio Fc que comprende al menos un dominio CH3, y al 
menos uno de una región bisagra, y un dominio CH2. En una realización, una molécula de nucleasa híbrida de la 5
invención comprende al menos un dominio Fc que comprende un dominio bisagra y CH3. En otra realización, una 
molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un dominio Fc que comprende un dominio 
bisagra, CH2 y CH3. En realizaciones preferentes, el dominio Fc se deriva de una cadena pesada de 
inmunoglobulina IgG humana (p. ej., IgG1 humana).

10
Los dominios de región constante o porciones de los mismos que componen un dominio Fc de una molécula de 
nucleasa híbrida de la invención pueden derivarse de diferentes moléculas de inmunoglobulina. Por ejemplo, un 
polipéptido de la invención puede comprender un dominio CH2 o porción del mismo derivado de una molécula de 
IgG1 y una región CH3 o porción de la misma derivada de una molécula de IgG3. En otro ejemplo, una molécula de 
nucleasa híbrida puede comprender un dominio Fc que comprende un dominio bisagra derivado, en parte, de una 15
molécula de IgG1 y, en parte, de una molécula de IgG3. Como se expone en la presente invención, un experto en la 
materia entenderá que un dominio Fc puede ser alterado de tal forma que varíe la secuencia de aminoácidos de una 
molécula de anticuerpo de origen natural.

En otra realización, una molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende uno o más dominios Fc truncados 20
que son, no obstante, suficientes para conferir propiedades de unión del receptor Fc (FcR) a la región Fc. De este 
modo, un dominio Fc de una molécula de nucleasa híbrida de la invención puede comprender o consistir en una 
porción de unión a FcRn. Las porciones de unión a FcRn pueden derivarse de las cadenas pesadas de cualquier 
isotipo, incluyendo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En una realización, se utiliza una porción de unión a FcRn de un 
anticuerpo del isotipo humano IgG1. En otra realización, se utiliza una porción de unión a FcRn de un anticuerpo de 25
isotipo humano IgG4.

En una realización, una molécula de nucleasa híbrida de la invención carece de uno o más dominios de región 
constante de una región Fc completa, es decir, se delecionan parcial o totalmente. En ciertas realizaciones, las 
moléculas de nucleasa híbridas de la invención carecerán de un dominio CH2 completo (construcciones ΔCH2). Los 30
expertos en la materia apreciarán que tales construcciones pueden resultar preferentes debido a las propiedades 
reguladoras del dominio CH2 de la tasa catabólica del anticuerpo. En ciertas realizaciones, las moléculas de 
nucleasa híbridas de la invención comprenden regiones Fc delecionadas en el dominio CH2 derivadas de un vector 
(p. e., de IDEC Pharmaceuticals, San Diego) que codifican un dominio de región constante de IgG1 humana (véase, 
p. ej., el documento WO 02/060955A2 y el documento WO02/096948A2). Este vector a modo de ejemplo se 35
modifica por ingeniería genética para delecionar el dominio CH2 y proporcionar un vector sintético que expresa una 
región constante de IgG1 delecionada en el dominio. Se observará que estas construcciones a modo de ejemplo 
están modificadas por ingeniería genética preferentemente para fusionar el dominio CH3 de unión directamente a 
una región bisagra del respectivo dominio Fc.

40
En otras construcciones, puede ser deseable proporcionar un espaciador peptídico entre uno o más dominios Fc 
constituyentes. Por ejemplo, un espaciador peptídico puede colocarse entre una región bisagra y un dominio CH2 
y/o entre un dominio CH2 y CH3. Por ejemplo, las construcciones compatibles podrían expresarse cuando se haya 
delecionado el dominio CH2 y el dominio CH3 restante (sintético o no sintético) se una a la región bisagra con un 
espaciador peptídico de 1-20, 1-10, o 1-5 aminoácidos. Tal espaciador peptídico puede añadirse, por ejemplo, para 45
asegurar que los elementos reguladores del dominio de la región constante permanezcan libres y accesibles o que 
la región bisagra siga siendo flexible. Preferentemente, cualquier péptido enlazador compatible con la presente 
invención será relativamente no inmunogénico y no impedirá el plegado apropiado de Fc.

Cambios en los aminoácidos de Fc50

En ciertas realizaciones, un dominio Fc empleado en una molécula de nucleasa híbrida de la invención se altera, p. 
ej., mediante la mutación de aminoácidos (p. ej., adición, deleción o sustitución). Como se utiliza en la presente 
memoria, la expresión "variante del dominio Fc" se refiere a un dominio Fc que tiene al menos una sustitución de 
aminoácidos en comparación con Fc de tipo natural del que se deriva el dominio Fc. Por ejemplo, cuando el dominio 55
Fc se deriva de un anticuerpo de IgG1 humana, una variante comprende al menos una mutación de aminoácidos (p. 
ej., sustitución) en comparación con un aminoácido de tipo natural en la posición correspondiente de la región Fc de 
IgG1 humana.

La sustitución o sustituciones de aminoácidos de una variante Fc pueden situarse en una posición en el dominio Fc 60
referida según corresponda al número de porción que ese residuo daría en una región Fc en un anticuerpo.

En una realización, la variante Fc comprende una sustitución en una posición de aminoácidos situada en un dominio 
bisagra o porción del mismo. En otra realización, la variante Fc comprende una sustitución en una posición de 
aminoácidos situada en un dominio CH2 o porción del mismo. En otra realización, la variante Fc comprende una 65
sustitución en una posición de aminoácidos situada en un dominio CH3 o porción del mismo. En otra realización, la 
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variante Fc comprende una sustitución en una posición de aminoácidos situada en un dominio CH4 o porción del 
mismo.

En ciertas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención comprenden una variante Fc que 
comprende más de una sustitución de aminoácidos. Las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden 5
comprender, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más sustituciones de aminoácidos. Preferentemente, las 
sustituciones de aminoácidos están situadas espacialmente separadas unas de otras por un intervalo de al menos 1 
posición de aminoácidos o más, por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 o más posiciones de aminoácidos. 
Más preferentemente, los aminoácidos modificados por ingeniería genética están situados espacialmente separados 
unos de otros por un intervalo de al menos 5, 10, 15, 20, o 25 o más posiciones de aminoácidos.10

En ciertas realizaciones, la variante Fc confiere una mejora en al menos una función efectora conferida por un 
dominio Fc que comprende dicho dominio Fc de tipo natural (p. ej., una mejora en la capacidad del dominio Fc para 
unirse a receptores Fc (p. ej., FcγRI, FcγRII, o FcγRIII) o proteínas del complemento (por ejemplo, C1q), o para 
activar la citotoxicidad dependiente de un anticuerpo (CCDA), fagocitosis, o citotoxicidad dependiente del 15
complemento (CDC)). En otras realizaciones, la variante Fc proporciona un residuo de cisteína modificado por 
ingeniería genética.

Las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden emplear variantes Fc reconocidas en la materia que se 
conocen por conferir una mejora en la función efectora y/o unión a FcR. Específicamente, una molécula de nucleasa 20
híbrida de la invención puede incluir, por ejemplo, un cambio (p. ej., una sustitución) en una o más de las posiciones 
de los aminoácidos descritos en las publicaciones PCT internacionales WO88/07089A1, W096/14339A1, 
WO98/05787A1, W098/23289A1, WO99/51642A1, WO099/58572A1, WO00/09560A2, WO00/32767A, 
WO00/42072A2, WO02/44215A2, WO02/060919A2, WO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2, 
WO04/035752A2, WO04/063351 A2, WO04/074455A2, WO04/099249A2, WO05/040217A2, WO04/044859, 25
WO05/070963A1, WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1, WO06/047350A2, y 
WO06/085967A2; las publicaciones de patentes de Estados Unidos n.º US2007/0231329, US2007/0231329, 
US2007/0237765, US2007/0237766, US2007/0237767, US2007/0243188, US20070248603, US20070286859, 
US20080057056.; o las patentes de Estados Unidos n.º 5.648.260; 5.739.277; 5.834.250; 5.869.046; 6.096.871; 
6.121.022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624; 6.538.124; 6.737.056; 6.821.505; 6.998.253; 7.083.784; y 30
7.317.091. En una realización, el cambio específico (p. ej., la sustitución específica de uno o más aminoácidos 
desvelados en la materia) puede efectuarse en una o más de las posiciones de aminoácidos desveladas. En otra 
realización, puede realizarse un cambio diferente en una o más de las posiciones de aminoácidos desveladas (p. ej., 
la sustitución diferente de una o más posiciones de aminoácidos desveladas en la materia).

35
En ciertas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende una sustitución de 
aminoácidos en un dominio Fc que altera las funciones efectoras independientes del antígeno del anticuerpo, en 
particular la semivida en circulación del anticuerpo. Tales moléculas de nucleasa híbridas exhiben un aumento o 
disminución de la unión a FcRn en comparación con las moléculas de nucleasa híbridas que carecen de estas 
sustituciones y, por lo tanto, tienen un aumento o disminución de la semivida en el suero, respectivamente. Se prevé 40
que las variantes Fc con afinidad mejorada para FcRn tienen semividas en suero más largas, y tales moléculas 
tienen aplicaciones útiles en métodos para tratar mamíferos en los que se desea un semivida larga del polipéptido 
administrado, p. ej., para tratar una enfermedad o trastorno crónico. Por el contrario, se espera que las variantes Fc 
con disminución de la afinidad de unión a FcRn tengan semividas más cortas, y tales moléculas también son útiles, 
por ejemplo, para la administración a un mamífero en el que un tiempo de circulación acortado puede ser ventajoso, 45
p. ej., en el diagnóstico por imágenes in vivo o en situaciones en las que el polipéptido de partida tiene efectos 
secundarios tóxicos cuando está presente en la circulación durante periodos prolongados. Asimismo es menos 
probable que las variantes Fc con disminución de la afinidad de unión a FcRn atraviesen la placenta y, en 
consecuencia, resultan también útiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas. 
Además, otras aplicaciones en las que puede ser deseable una afinidad de unión a FcRn reducida incluyen aquellas 50
aplicaciones en las que se desea la localización del cerebro, riñón, y/o hígado. En una realización a modo de 
ejemplo, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención exhiben una reducción del transporte a través del 
epitelio de los glomérulos del riñón de la vasculatura. En otra realización, las moléculas de nucleasa híbridas de la 
invención exhiben un transporte reducido a través de la barrera hematoencefálica (BHE) del cerebro en el espacio 
vascular. En una realización, una molécula de nucleasa híbrida con unión a FcRn alterada comprende al menos un 55
dominio Fc (p. ej., uno o dos dominios Fc) que tienen una o más sustituciones de aminoácidos en el "bucle de unión 
a FcRn" de un dominio Fc. Las sustituciones de aminoácidos a modo de ejemplo que alteraron la actividad de unión 
a FcRn se desvelan en la publicación PCT internacional n.º WO05/047327.

En otras realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende una variante Fc que 60
comprende una sustitución de aminoácidos que altera las funciones efectoras dependientes del antígeno del 
polipéptido, en particular, CDD o la activación del complemento, p. ej., en comparación con una región Fc de tipo 
natural. En una realización a modo de ejemplo, dichas moléculas de nucleasa híbridas exhiben unión alterada a un 
receptor gamma Fc (p. ej., CD16). Tales moléculas de nucleasa híbridas exhiben ya sea un aumento o disminución 
de la unión a gamma FcR en comparación con los polipéptidos de tipo natural y, por lo tanto, median en la función 65
efectora mejorada o reducida, respectivamente. Se prevé que las variantes Fc con afinidad mejorada para FcγRs 
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potencien la función efectora, y tales moléculas tienen aplicaciones útiles en métodos de tratamiento de mamíferos 
en los que se desea la destrucción de la molécula diana. Por el contrario, se espera que las variantes Fc con una 
disminución de la afinidad de unión a FcγR reduzcan la función efectora, y tales moléculas también son útiles, por 
ejemplo, para el tratamiento de condiciones en las que la destrucción de células diana no es deseable, p. ej., cuando 
las células normales pueden expresar moléculas diana, o cuando la administración crónica del polipéptido podría dar 5
lugar a la activación del sistema inmunitario no deseada. En una realización, el polipéptido que comprende Fc exhibe 
al menos una función efectora dependiente del antígeno alterada seleccionada entre el grupo que consiste en 
opsonización, fagocitosis, citotoxicidad dependiente del complemento, citotoxicidad celular dependiente de un 
antígeno (CCDA), o modulación de células efectoras en comparación con un polipéptido que comprende una región 
Fc de tipo natural.10

En una realización, las moléculas de nucleasa híbridas exhiben una unión alterada a un FcγR activador (p. ej., Fcγl, 
Fcγlla, o FcγRIIIa). En otra realización, las moléculas de nucleasa híbridas exhiben una afinidad de unión alterada a 
un FcγR inhibidor (p. ej. FcγRIIb). Las sustituciones de aminoácidos a modo de ejemplo que alteraron FcR o la 
actividad de unión al complemento se desvelan en la publicación PCT internacional n.º WO05/063815.15

Una molécula de nucleasa híbrida de la invención también puede comprender una sustitución de aminoácidos que 
altera la glicosilación de la molécula de nucleasa híbrida. Por ejemplo, el dominio Fc de la molécula de nucleasa 
híbrida puede comprender un dominio Fc que tiene una mutación que conduce a la reducción de la glicosilación (p. 
ej., glicosilación ligada a N u O) o puede comprender una glicoforma alterada del dominio Fc de tipo natural (p. ej., 20
un glicano con un contenido bajo en fucosa o exento de fucosa). En otra realización, la molécula de nucleasa híbrida 
tiene una sustitución de aminoácidos próxima o dentro de un motivo de glicosilación, por ejemplo, un motivo de 
glicosilación ligada a N que contiene la secuencia de aminoácidos NXT o NXS. Las sustituciones de aminoácidos a 
modo de ejemplo que reducen o alteran la glicosilación se desvelan en la publicación PCT internacional n.º 
WO05/018572 y en la publicación de patente de Estados Unidos n.º 2007/0111281.25

En otras realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida de la invención comprende al menos un dominio Fc que 
tiene un residuo de cisteína modificado por ingeniería genética o análogo del mismo que se encuentra en la 
superficie expuesta al disolvente. Preferentemente, el residuo de cisteína modificado por ingeniería genética o 
análogo del mismo no interfiere con una función efectora conferida por Fc. Más preferentemente, la alteración no 30
interfiere con la capacidad de Fc para unirse a receptores Fc (p. ej., FcγRI, FcγRII, o FcγRIII) o proteínas del 
complemento (p. ej., C1q), o para activar la función efectora inmunitaria (p. ej., citotoxicidad dependiente de un 
anticuerpo (CCDA), fagocitosis o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)). En realizaciones preferentes, 
las moléculas de nucleasa híbridas de la invención comprenden un dominio Fc que comprende al menos un residuo 
de cisteína libre modificado por ingeniería genética o análogo del mismo que está esencialmente libre de enlaces 35
disulfuro con un segundo residuo de cisteína. Cualquiera de los residuos de cisteína modificados por ingeniería 
genética anteriores o análogos de los mismos pueden conjugarse posteriormente con un dominio funcional utilizando 
técnicas reconocidas en la materia (p. ej., conjugados con un enlazador heterobifuncional reactivo con tiol).

En una realización, la molécula de nucleasa híbrida de la invención puede comprender un dominio Fc fusionado 40
genéticamente que tiene dos o más de sus dominios Fc constituyentes seleccionados independientemente entre los 
dominios Fc descritos en la presente memoria. En una realización, los dominios Fc son los mismos. En otra 
realización, al menos dos de los dominios Fc son diferentes. Por ejemplo, los dominios Fc de las moléculas de 
nucleasa híbridas de la invención comprenden el mismo número de residuos de aminoácidos o pueden diferir en su 
longitud en uno o más residuos de aminoácidos (p. ej., aproximadamente 5 residuos de aminoácidos (p. ej., 1, 2, 3, 45
4, o 5 residuos de aminoácidos), aproximadamente 10 residuos, aproximadamente 15 residuos, aproximadamente 
20 residuos, aproximadamente 30 residuos, aproximadamente 40 residuos, o aproximadamente 50 residuos). En 
otras realizaciones, los dominios Fc de las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden diferir en la 
secuencia en una o más posiciones de aminoácidos. Por ejemplo, al menos dos de los dominios Fc pueden diferir en 
aproximadamente 5 posiciones de aminoácidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, o 5 posiciones de aminoácidos), 50
aproximadamente 10 posiciones, aproximadamente 15 posiciones, aproximadamente 20 posiciones, 
aproximadamente 30 posiciones, aproximadamente 40 posiciones, o aproximadamente 50 posiciones).

Dominios enlazadores
55

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida incluye un dominio enlazador. En algunas realizaciones, 
una molécula de nucleasa híbrida incluye una pluralidad de dominios enlazadores. En algunas realizaciones, el 
dominio enlazador es un enlazador polipeptídico. En ciertos aspectos, es deseable emplear un enlazador 
polipeptídico para fusionar uno o más dominios Fc a uno o más dominios de nucleasa para formar una molécula 
nucleasa híbrida.60

En una realización, el enlazador polipeptídico es sintético. Como se utiliza en la presente memoria, el término 
"sintético" con respecto a un enlazador polipeptídico incluye péptidos (o polipéptidos) que comprenden una 
secuencia de aminoácidos (que puede o no puede ser de origen natural) que se liga en una secuencia lineal de 
aminoácidos a una secuencia (que puede o no puede ser de origen natural) (p. ej., una secuencia de dominio Fc) a 65
la que no se liga naturalmente en la naturaleza. Por ejemplo, el enlazador polipeptídico puede comprender 
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polipéptidos de origen no natural que son formas modificadas de polipéptidos de origen natural (p. ej., que 
comprenden una mutación, tal como una adición, sustitución o deleción) o que comprenden una primera secuencia 
de aminoácidos (que puede o no puede ser de origen natural). Los enlazadores polipeptídicos de la invención se 
pueden emplear, por ejemplo, para asegurar que los dominios Fc se yuxtaponen para asegurar el plegado y 
formación propios de un dominio Fc funcional. Preferentemente, un enlazador polipeptídico compatible con la 5
presente invención será relativamente no inmunogénico y no inhibe cualquier asociación no covalente entre 
subunidades monoméricas de una proteína de unión.

En ciertas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención emplean un enlazador polipeptídico 
para unirse a cualquiera de dos o más dominios del marco en una única cadena polipeptídica. En una realización, 10
los dos o más dominios pueden seleccionarse independientemente de cualquiera de los dominios Fc o dominios 
nucleasa discutidos en la presente memoria. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un enlazador polipeptídico puede 
utilizarse para fusionar dominios Fc idénticos, formando con ello una región Fc homomérica. En otras realizaciones, 
un enlazador polipeptídico puede utilizarse para fusionar diferentes dominios Fc (p. ej., un dominio Fc de tipo natural 
y una variante de dominio Fc), formando de este modo una región Fc heteromérica. En otras realizaciones, un 15
enlazador polipeptídico de la invención puede utilizarse para fusionar genéticamente el extremo C-terminal de un 
primer dominio Fc (p. ej., un dominio bisagra o porción del mismo, un dominio CH2 o porción del mismo, un dominio 
CH3 completo o porción del mismo, una porción de unión a FcRn, una porción de unión a FcγR, una porción de 
unión al complemento, o porción del mismo) al extremo N-terminal de un segundo dominio Fc (p. ej., un dominio Fc 
completo).20

En una realización, un polipéptido enlazador comprende una parte de un dominio Fc. Por ejemplo, en una 
realización, un enlazador polipeptídico puede comprender un dominio bisagra de inmunoglobulina de un anticuerpo 
de IgG1, IgG2, IgG3, y/o IgG4. En otra realización, un enlazador polipeptídico puede comprender un dominio CH2 de 
anticuerpo de IgG3, IgG1, IgG2, y/o IgG4. En otras realizaciones, un enlazador polipeptídico puede comprender un 25
dominio CH3 de un anticuerpo de IgG3, IgG1, IgG2, y/o IgG4. Otras porciones de una inmunoglobulina (p. ej., una 
inmunoglobulina humana) pueden utilizarse también. Por ejemplo, un enlazador polipeptídico puede comprender un 
dominio CH1 o porción del mismo, un dominio CL o porción del mismo, un dominio VH o porción del mismo, o un 
dominio VL o porción del mismo. Dichas porciones pueden derivarse de cualquier inmunoglobulina, incluyendo, por 
ejemplo, un anticuerpo de IgG3, IgG1, IgG2, y/o IgG4.30

En realizaciones a modo de ejemplo, un enlazador polipeptídico puede comprender al menos una porción de una 
región bisagra de inmunoglobulina. En una realización, un enlazador polipeptídico comprende un dominio bisagra 
superior (p. ej., un dominio bisagra superior de IgG1, IgG2, IgG3, o IgG4). En otra realización, un enlazador 
polipeptídico comprende un dominio bisagra intermedio (p. ej., un dominio bisagra intermedio de IgG1, IgG2, IgG3, o 35
un IgG4). En otra realización, un enlazador polipeptídico comprende un dominio bisagra inferior (p. ej., un dominio 
bisagra inferior de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4).

En otras realizaciones, los enlazadores polipeptídicos pueden construirse combinando elementos de bisagra 
derivados de los mismos o diferentes isotipos de anticuerpos. En una realización, el enlazador polipeptídico 40
comprende una bisagra quimérica que comprende al menos una porción de una región bisagra de IgG1 y al menos 
una porción de una región bisagra de IgG2. En una realización, el enlazador polipeptídico comprende una bisagra 
quimérica que comprende al menos una porción de una región bisagra de IgG1 y al menos una porción de una 
región bisagra de IgG3. En otra realización, un enlazador polipeptídico comprende una bisagra quimérica que 
comprende al menos una porción de una región bisagra de IgG1 y al menos una porción de una región bisagra IgG4. 45
En una realización, el enlazador polipeptídico comprende una bisagra quimérica que comprende al menos una 
porción de una región bisagra de IgG2 y al menos una porción de una región bisagra de IgG3. En una realización, el 
enlazador polipeptídico comprende una bisagra quimérica que comprende al menos una porción de una región 
bisagra de IgG2 y al menos una porción de una región bisagra de IgG4. En una realización, el enlazador 
polipeptídico comprende una bisagra quimérica que comprende al menos una porción de una región bisagra de 50
IgG1, al menos una porción de una región bisagra de IgG2, y al menos una porción de una región bisagra de IgG4. 
En otra realización, un enlazador polipeptídico puede comprender una bisagra superior e intermedia de IgG1 y un 
único motivo de repetición de bisagra intermedia de IgG3. En otra realización, un enlazador polipeptídico puede 
comprender una bisagra superior de IgG4, una bisagra intermedia de IgG1 y una bisagra inferior de IgG2.

55
En otra realización, un enlazador polipeptídico comprende o consiste en un enlazador gly-ser. Como se utiliza en la 
presente memoria, la expresión "enlazador gly-ser" se refiere a un péptido que consiste en los residuos de glicina y 
serina. Un enlazador gly/ser a modo de ejemplo comprende una secuencia de aminoácidos de la fórmula (Gly4Ser)n, 
en la que n es un número entero positivo (p. ej., 1, 2, 3, 4, o 5). Un enlazador gly/ser preferente es (Gly4Ser)4. Otro 
enlazador gly/ser preferente es (Gly4Ser)3. Otro enlazador gly/ser preferente es (Gly4Ser)5. En ciertas realizaciones, 60
el enlazador gly-ser puede insertarse entre otras dos secuencias del enlazador polipeptídico (p. ej., cualquiera de las 
secuencias enlazadoras polipeptídicas descritas en la presente memoria). En otras realizaciones, un enlazador gly-
ser está unido en uno o ambos extremos de otra secuencia del enlazador polipeptídico (p. ej., cualquiera de las 
secuencias enlazadoras polipeptídicas descritas en la presente memoria). En otras realizaciones, dos o más 
enlazadores gly-ser se incorporan en serie en un enlazador polipeptídico. En una realización, un enlazador 65
polipeptídico de la invención comprende al menos una porción de una región bisagra superior (p. ej., derivada de 
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una molécula de IgG1, IgG2, IgG3, o IgG4), al menos una porción de una región bisagra intermedia (p. ej., derivada 
de una molécula de IgG1, IgG2, IgG3, o IgG4) y una serie de residuos de aminoácidos gly/ser (p. ej., un enlazador 
gly/ser, tal como (Gly4Ser)n).

En una realización, un enlazador polipeptídico de la invención comprende un dominio de región bisagra de 5
inmunoglobulina de origen no natural, p. ej., un dominio de región bisagra que no se encuentra de forma natural en 
el polipéptido que comprende el dominio de región bisagra y/o un dominio de región bisagra que ha sido alterado de 
manera que difiere en la secuencia de aminoácidos de un dominio de región bisagra de inmunoglobulina de origen 
natural. En una realización, las mutaciones pueden efectuarse en los dominios de la región bisagra para fabricar un 
enlazador polipeptídico de la invención. En una realización, un enlazador polipeptídico de la invención comprende un 10
dominio bisagra que no comprende un número de cisteínas de origen natural, es decir, el enlazador polipeptídico 
comprende o bien un menor número de cisteínas o bien un mayor número de cisteínas que una bisagra de molécula 
de origen natural.

En otras realizaciones, un enlazador polipeptídico de la invención comprende una secuencia peptídica 15
biológicamente relevante o una porción de la secuencia de la misma. Por ejemplo, una secuencia peptídica 
biológicamente relevante puede incluir, entre otros, secuencias derivadas de un péptido anti-rechazo o anti-
inflamatorio. Dichos péptidos anti-rechazo o anti-inflamatorios pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en 
un péptido inhibidor de citoquina, un péptido inhibidor de la adhesión celular, un péptido inhibidor de la trombina, y 
un péptido inhibidor de plaquetas. En una realización preferente, un enlazador polipeptídico comprende una 20
secuencia peptídica seleccionada entre el grupo que consiste en una secuencia peptídica inhibidora de IL-1 o 
antagonista, una secuencia peptídica mimética de eritropoyetina (EPO), una secuencia peptídica mimética de 
trombopoyetina (TPO), una secuencia peptídica mimética de FGCE, una secuencia peptídica antagonista del FNT, 
una secuencia peptídica de unión a integrina, una secuencia peptídica antagonista de selectina, una secuencia 
peptídica anti-patógenos, una secuencia peptídica mimética del péptido intestinal vasoactivo (PIV), una secuencia 25
peptídica antagonista de la calmodulina, un antagonista de mastocitos, una secuencia peptídica antagonista de SH3, 
una secuencia peptídica antagonista del receptor de uroquinasa (UK), una secuencia peptídica mimética de 
somatostatina o cortistatina, y una secuencia peptídica que inhibe macrófagos y/o células T. Las secuencias 
peptídicas a modo de ejemplo, cualquiera de las cuales se pueden emplear como un enlazador polipeptídico, se 
desvelan en la patente de Estados Unidos n.º 6.660.843.30

Se entenderá que las formas variantes de estos enlazadores polipeptídicos a modo de ejemplo pueden crearse 
introduciendo una o más sustituciones, adiciones o deleciones de nucleótidos en la secuencia de nucleótidos que 
codifica un enlazador polipeptídico de manera tal que una o más sustituciones, adiciones o deleciones de 
aminoácidos se introducen en el enlazador polipeptídico. Por ejemplo, las mutaciones pueden introducirse por 35
técnicas convencionales, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR.

Los enlazadores polipeptídicos de la invención son al menos un aminoácido en longitud y pueden comprender 
diferentes longitudes. En una realización, un enlazador polipeptídico de la invención es de aproximadamente 1 a 
aproximadamente 50 aminoácidos de longitud. Como se utiliza en este contexto, el término "aproximadamente" 40
indica +/- dos residuos de aminoácidos. Ya que la longitud del enlazador debe ser un número entero positivo, la 
longitud de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 aminoácidos de longitud, significa una longitud de 1 a 48-52 
aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención es de aproximadamente 10-
20 aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención es de aproximadamente 
15 a aproximadamente 50 aminoácidos de longitud.45

En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención es de aproximadamente 20 a aproximadamente 45 
aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención es de aproximadamente 15 
a aproximadamente 25 aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención es 
de aproximadamente 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, 50
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 , 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 
60, o más aminoácidos de longitud.

Los enlazadores polipeptídicos pueden introducirse en las secuencias polipeptídicas utilizando técnicas conocidas 
en la materia. Las modificaciones pueden ser confirmadas por el análisis de secuencia de ADN. El ADN plasmídico 55
puede utilizarse para transformar células huésped para la producción estable de los polipéptidos producidos.

Dominios nucleasa

En ciertos aspectos, una molécula de nucleasa híbrida incluye un dominio nucleasa. Por consiguiente, las moléculas 60
de nucleasa híbridas de la invención comprenden normalmente al menos un dominio nucleasa y al menos un 
dominio Fc ligado. En ciertos aspectos, una molécula de nucleasa híbrida incluye una pluralidad de dominios 
nucleasa.

En algunas realizaciones, un dominio de nucleasa es DNasa. En algunas realizaciones, la DNasa es una DNasa 65
secretada tipo I. En algunas realizaciones, la DNasa es DNasa 1 y/o una enzima similar a DNasa 1 (DNasaL), 1-3. 
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En algunas realizaciones, la DNasa es TREX1.

En algunas realizaciones, un dominio nucleasa es una RNasa. En algunas realizaciones, la RNasa es una RNasa 
extracelular o secretora de la superfamilia de la RNasa A, p. ej., RNasa A.

5
En una realización, el dominio nucleasa se liga operativamente (p. ej., conjuga químicamente o fusiona 
genéticamente (p. ej., ya sea directamente o por un enlazador polipeptídico)) al extremo N-terminal de un dominio 
Fc. En otra realización, el dominio nucleasa se liga operativamente (p. ej., conjuga químicamente o fusiona 
genéticamente (p. ej., ya sea directamente o por un enlazador polipeptídico)) al extremo C-terminal de un dominio 
Fc. En otras realizaciones, un dominio nucleasa se liga operativamente (p. ej., conjuga químicamente o fusiona 10
genéticamente (p. ej., ya sea directamente o por un enlazador polipeptídico)) por una cadena lateral de aminoácidos 
de un dominio Fc. En ciertas realizaciones a modo de ejemplo, el dominio nucleasa se fusiona a un dominio Fc por 
un dominio bisagra de inmunoglobulina humana o porción del mismo.

En ciertas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención comprenden dos o más dominios 15
nucleasa y al menos un dominio Fc. Por ejemplo, los dominios nucleasa pueden ligarse operativamente tanto a los 
extremos N-terminal y C-terminal de un dominio Fc. En otras realizaciones a modo de ejemplo, los dominios 
nucleasa pueden ligarse operativamente a los extremos N- y C-terminales de múltiples dominios Fc (p. ej., dos, tres, 
cuatro, cinco, o más dominios Fc) que se ligan entre sí en serie para formar una matriz en tándem de dominios Fc.

20
En otras realizaciones, dos o más dominios nucleasa se ligan entre sí (p. ej., por un enlazador polipeptídico) en 
serie, y la matriz en tándem de dominios nucleasa se liga operativamente (p. ej., conjuga químicamente o fusiona 
genéticamente (p. ej., ya sea directamente o por un enlazador polipeptídico)) ya sea en el extremo C-terminal o N-
terminal de un dominio Fc o una matriz en tándem de dominios Fc. En otras realizaciones, la matriz en tándem de 
dominios nucleasa se liga operativamente tanto al extremo C-terminal como al extremo N-terminal de un dominio Fc 25
o una matriz en tándem de dominios Fc.

En otras realizaciones, uno o más dominios nucleasa pueden insertarse entre dos dominios Fc. Por ejemplo, uno o 
más dominios nucleasa pueden formar la totalidad o parte de un enlazador polipeptídico de una molécula de 
nucleasa híbrida de la invención.30

Las moléculas de nucleasa híbridas preferentes de la invención comprenden al menos un dominio nucleasa (p. ej., 
RNasa o DNasa), al menos un dominio enlazador, y al menos un dominio Fc.

En ciertas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención tienen al menos un dominio nucleasa 35
específico para una molécula diana que media un efecto biológico. En otra realización, la unión de las moléculas de 
nucleasa híbridas de la invención a una molécula diana (p. ej., ADN o ARN) da lugar a la reducción o eliminación de 
la molécula diana, p. ej., de una célula, un tejido, o de la circulación.

En ciertas realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden comprender dos o más 40
dominios nucleasa. En una realización, los dominios nucleasa son idénticos, p. ej., RNasa y RNasa, o TREX1 y 
TREX1. En otra realización, los dominios nucleasa son diferentes, p. ej., DNasa y RNasa.

En otras realizaciones, las moléculas de nucleasa híbridas de la invención pueden ensamblarse entre sí o con otros 
polipéptidos para formar proteínas de unión que tienen dos o más polipéptidos ("multímeros"), en los que al menos 45
un polipéptido del multímero es una molécula de nucleasa híbrida de la invención. Las formas multiméricas a modo 
de ejemplo incluyen proteínas de unión alteradas diméricas, triméricas, tetraméricas, hexaméricas y similares. En 
una realización, los polipéptidos del multímero son los mismos (es decir, proteínas de unión alteradas homoméricas, 
p. ej., homodímeros, homotetrámeros). En otra realización, los polipéptidos del multímero son diferentes (p. ej. 
heteroméricos).50

Métodos de fabricación de moléculas de nucleasa híbridas

Las moléculas de nucleasa híbridas de la presente invención pueden fabricarse en gran medida en células huésped 
transformadas utilizando técnicas de ADN recombinante. Para ello, se prepara una molécula de ADN recombinante 55
que codifica el péptido. Los métodos de preparación de tales moléculas de ADN son bien conocidos en la materia. 
Por ejemplo, las secuencias que codifican los péptidos podrían extirparse del ADN utilizando enzimas de restricción 
adecuadas. Alternativamente, la molécula de ADN podría sintetizarse utilizando técnicas de síntesis química, tales 
como el método con fosforamidato. Asimismo, podría utilizarse una combinación de estas técnicas.

60
La invención también incluye un vector capaz de expresar los péptidos en un huésped apropiado. El vector 
comprende la molécula de ADN que codifica los péptidos ligados operativamente a secuencias de control de 
expresión apropiadas. Los métodos que afectan a este enlace operativo, antes o después de que se inserte la 
molécula de ADN en el vector, son bien conocidos. Las secuencias de control de la expresión incluyen promotores, 
activadores, potenciadores, operadores, dominios nucleasa ribosomales, señales de inicio, señales de terminación, 65
señales de capuchón, señales de poliadenilación y otras señales implicadas en el control de la transcripción o la 
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traducción.

El vector resultante que tiene la molécula de ADN en el mismo se utiliza para transformar un huésped apropiado. 
Esta transformación puede realizarse utilizando métodos bien conocidos en la materia.

5
Cualquiera de un gran número de células huésped disponible y bien conocida puede utilizarse en la práctica de la 
presente invención. La selección de un huésped particular depende de una serie de factores reconocidos por la 
materia. Estos incluyen, por ejemplo, compatibilidad con el vector de expresión elegido, toxicidad de los péptidos 
codificados por la molécula de ADN, tasa de transformación, facilidad de recuperación de los péptidos, 
características de expresión, bioseguridad y costes. Hay que alcanzar un equilibrio de estos factores para el 10
entendimiento de que no todos los huéspedes pueden ser igualmente eficaces para la expresión de una secuencia 
de ADN particular. Dentro de estas directrices generales, los huéspedes microbianos útiles incluyen bacterias (tales 
como E. coli sp.), levaduras (tales como Saccharomyces sp.) y otros hongos, insectos, plantas, células de 
mamíferos (incluyendo humanos) en cultivo, u otros huéspedes conocidos en la materia.

15
A continuación, el huésped transformado se cultiva y se purifica. Las células huésped pueden cultivarse bajo 
condiciones de fermentación convencionales de forma que se expresan los compuestos deseados. Tales 
condiciones de fermentación son bien conocidas en la materia. Finalmente, los péptidos se purifican a partir del 
cultivo por métodos bien conocidos en la materia.

20
Los compuestos también pueden prepararse por métodos sintéticos. Por ejemplo, pueden utilizarse técnicas de 
síntesis en fase sólida. Las técnicas adecuadas son bien conocidas en la materia, e incluyen las descritas en 
Merrifield (1973), Chem. Polypeptides, págs. 335-61 (Katsoyannis y Panayotis eds.); Merrifield (1963), J. Am. Chem. 
Soc. 85:2149; Davis et al. (1985), Biochem. Intl. 10:394-414; Stewart y Young (1969), Solid Phase Peptide 
Synthesis; patente de Estados Unidos. n.º 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (3ª ed.) 2: 105-253; y Erickson 25
et al. (1976), The Proteins (3ª ed.) 2: 257-527. La síntesis en fase sólida es la técnica preferente para fabricar 
péptidos individuales ya que es el método más rentable para fabricar pequeños péptidos. Los compuestos que 
contienen péptidos derivatizados o que contienen grupos no peptídicos pueden sintetizarse por técnicas de química 
orgánica bien conocidas.

30
Otros métodos de expresión/síntesis de moléculas se conocen en general en la materia por un experto.

Composiciones farmacéuticas y usos terapéuticos

En ciertas realizaciones, solamente se administra una molécula de nucleasa híbrida. En ciertas realizaciones, una 35
molécula de nucleasa híbrida se administra antes de la administración de al menos otro agente terapéutico. En 
ciertas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida se administra simultáneamente con la administración de al 
menos otro agente terapéutico. En ciertas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida se administra después de 
la administración de al menos otro agente terapéutico. En otras realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida se 
administra antes de la administración de al menos otro agente terapéutico. Como un experto en la materia apreciará, 40
en algunas realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida se combina con el otro agente/compuesto. En algunas 
realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida y otro agente se administran simultáneamente. En algunas 
realizaciones, la molécula de nucleasa híbrida y otro agente no se administran simultáneamente, la molécula de 
nucleasa híbrida se administra antes o después de que se administre el agente. En algunas realizaciones, el sujeto 
recibe tanto la molécula de nucleasa híbrida como el otro agente durante un mismo periodo de prevención, aparición 45
de un trastorno, y/o periodo de tratamiento.

Las composiciones farmacéuticas de la invención pueden administrarse en terapia de combinación, es decir, 
combinadas con otros agentes. En ciertas realizaciones, la terapia de combinación comprende molécula de 
nucleasa, en combinación con al menos otro agente. Los agentes incluyen, entre otros, composiciones químicas 50
preparadas sintéticamente in vitro, anticuerpos, regiones de unión a antígenos, y combinaciones y conjugados de los 
mismos. En ciertas realizaciones, un agente puede actuar como un agonista, antagonista, modulador alostérico, o 
toxina.

En ciertas realizaciones, la invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula de 55
nucleasa híbrida junto con un diluyente, portador, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante 
farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, la invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula de 
nucleasa híbrida y una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, junto con un 60
diluyente, portador, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, los materiales de formulación aceptables son preferentemente no tóxicos para los 
receptores en las dosificaciones y concentraciones empleadas. En algunas realizaciones, el material o materiales de 
formulación son para administración SC y/o IV. En ciertas realizaciones, la composición farmacéutica puede 65
contener materiales de formulación para modificar, mantener o conservar, por ejemplo, el pH, la osmolalidad, la 
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viscosidad, la claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la estabilidad, la velocidad de disolución o 
liberación, la adsorción o la penetración de la composición. En ciertas realizaciones, los materiales de formulación 
adecuados incluyen, entre otros, aminoácidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina); 
antimicrobianos; antioxidantes (tales como ácido ascórbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de sodio); tampones 
(tales como borato, bicarbonato, Tris-HCl, citratos, fosfatos u otros ácidos orgánicos); agentes de carga (tales como 5
manitol o glicina); agentes quelantes (tales como ácido etilendiaminotetraacético (EDTA)); agentes complejantes 
(tales como cafeína, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina); materiales de carga; 
monosacáridos; disacáridos; y otros carbohidratos (tales como glucosa, manosa o dextrinas); proteínas (tales como 
seroalbúmina, gelatina o inmunoglobulinas); colorantes, aromatizantes y agentes de dilución; agentes 
emulsionantes; polímeros hidrófilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones 10
formadores de sal (tales como sodio); conservantes (tales como cloruro de benzalconio, ácido benzoico, ácido 
salicílico, timerosal, alcohol fenetílico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, ácido sórbico o peróxido de 
hidrógeno); disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol); alcoholes de azúcar (tales como 
manitol o sorbitol); agentes de suspensión; tensioactivos o agentes humectantes (tales como plurónicos, PEG, 
ésteres de sorbitán, polisorbatos, tales como polisorbato 20, polisorbato 80, tritón, trometamina, lecitina, colesterol, 15
tiloxapal); agentes potenciadores de la estabilidad (tales como sacarosa o sorbitol); agentes potenciadores de la 
tonicidad (tales como haluros de metal alcalino, preferentemente cloruro de sodio o potasio, manitol sorbitol); 
vehículos de administración; diluyentes; excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos. (Remingtonʹs Pharmaceutical 
Sciences, 18a edición, A. R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company (1995). En algunas realizaciones, la 
formulación comprende TFS; 20 mM de NaOAc, pH 5,2, 50 mM de NaCl, y/o 10 mM de NaOAc, pH 5,2, sacarosa al 20
9 %.

En ciertas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida y/o una molécula terapéutica se liga a un vehículo que 
extiende la semivida conocida en la materia. Tales vehículos incluyen, entre otros, polietilenglicol, glicógeno (p. ej., 
glicosilación de la molécula de nucleasa híbrida), y dextrano. Tales vehículos se describen, p. ej., en la solicitud de 25
patente de Estados Unidos número de serie 09/428.082, en la actualidad la patente de Estados Unidos n.º 6.660.843 
y la solicitud PCT publicada n.º WO 99/25044.

En ciertas realizaciones, la composición farmacéutica óptima será determinada por un experto en la materia 
dependiendo de, por ejemplo, la vía de administración pretendida, el formato de administración y la dosificación 30
deseada. Véase, por ejemplo, Remingtonʹs Pharmaceutical Sciences, supra. En ciertas realizaciones, tales 
composiciones pueden influir en el estado físico, estabilidad, velocidad de liberación in vivo y velocidad de 
depuración in vivo de los anticuerpos de la invención.

En ciertas realizaciones, el vehículo o portador primario en una composición farmacéutica puede ser acuoso o no 35
acuoso en la naturaleza. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un vehículo o portador adecuado puede ser agua 
para inyección, solución salina fisiológica o líquido cefalorraquídeo artificial, posiblemente suplementado con otros 
materiales comunes en composiciones para administración parenteral. En algunas realizaciones, la solución salina 
comprende solución salina tamponada con fosfato isotónica. En ciertas realizaciones, la solución salina tamponada 
neutra o solución salina mezclada con seroalbúmina son vehículos a modo de ejemplo adicionales. En ciertas 40
realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden por lo tanto tampón Tris de aproximadamente pH 7,0-
8,5, o tampón acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5 que puede incluir además sorbitol o un sustituto adecuado. 
En ciertas realizaciones, una composición que comprende una molécula de nucleasa híbrida, con o sin al menos un 
agente terapéutico adicional, puede prepararse para el almacenamiento mezclando la composición seleccionada 
que tiene el grado deseado de pureza con agentes de formulación opcionales (Remingtonʹs Pharmaceutical 45
Sciences, supra) en forma de una torta liofilizada o una solución acuosa. Además, en ciertas realizaciones, una 
composición que comprende una molécula de nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, 
puede formularse como un liofilizado utilizando excipientes apropiados, tales como sacarosa.

En ciertas realizaciones, la composición farmacéutica puede seleccionarse para la administración parenteral. En 50
ciertas realizaciones, las composiciones pueden seleccionarse para inhalación o para administración a través del 
tracto digestivo, tal como por vía oral. La preparación de tales composiciones farmacéuticamente aceptables está 
dentro de la capacidad de un experto en la materia.

En ciertas realizaciones, los componentes de la formulación están presentes en concentraciones que son aceptables 55
en el sitio de administración. En ciertas realizaciones, se utilizan tampones para mantener la composición en un pH 
fisiológico o un pH ligeramente inferior, normalmente dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5 a 
aproximadamente 8.

En ciertas realizaciones, cuando se contempla la administración parenteral, una composición terapéutica puede 60
estar en forma de una solución acuosa parenteralmente aceptable libre de pirógenos que comprende una molécula 
de nucleasa híbrida deseada, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehículo farmacéuticamente 
aceptable. En ciertas realizaciones, un vehículo para la inyección parenteral es agua destilada estéril en la que una 
molécula de nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se formula como una solución 
isotónica estéril, apropiadamente preservada. En ciertas realizaciones, la preparación puede implicar la formulación 65
de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, partículas bioerosionables, compuestos 
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poliméricos (tales como ácido poliláctico o ácido poliglicólico), perlas o liposomas, que puede proporcionar la 
liberación controlada o sostenida del producto que puede ser administrado por una inyección de depósito. En ciertas 
realizaciones, el ácido hialurónico también puede ser utilizado, y puede tener el efecto de favorecer la duración 
sostenida en la circulación. En ciertas realizaciones, los dispositivos de administración de fármacos implantables 
pueden utilizarse para introducir la molécula deseada.5

En ciertas realizaciones, una composición farmacéutica puede formularse para inhalación. En ciertas realizaciones, 
una molécula de nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se puede formular como un 
polvo seco para inhalación. En ciertas realizaciones, una solución de inhalación que comprende una molécula de 
nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede formularse con un propulsor para la 10
administración en aerosol. En ciertas realizaciones, las soluciones se pueden nebulizar. La administración pulmonar 
se describe adicionalmente en la solicitud PCT n.º PCT/US94/001875, que describe la administración pulmonar de 
proteínas modificadas químicamente.

En ciertas realizaciones, se contempla que las formulaciones pueden administrarse por vía oral. En ciertas 15
realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, que se 
administra de esta manera puede formularse con o sin los portadores habitualmente utilizados en la composición de 
formas de dosificación sólidas, tales como comprimidos y cápsulas. En ciertas realizaciones, una cápsula puede 
diseñarse para liberar la porción activa de la formulación en el punto del aparato digestivo cuando se maximiza la 
biodisponibilidad y se minimiza la degradación presistémica. En ciertas realizaciones, al menos un agente adicional 20
puede incluirse para facilitar la absorción de una molécula de nucleasa híbrida y/o cualquiera de los agentes 
terapéuticos adicionales. En ciertas realizaciones, diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusión, aceites 
vegetales, lubricantes, agentes de suspensión, agentes disgregantes de comprimidos, y aglutinantes también 
pueden emplearse.

25
En ciertas realizaciones, una composición farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de una molécula 
nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, en una mezcla con excipientes no tóxicos que 
son adecuados para la fabricación de comprimidos. En ciertas realizaciones, mediante la disolución de los 
comprimidos en agua estéril, u otro vehículo apropiado, las soluciones pueden prepararse en forma de dosis 
unitaria. En ciertas realizaciones, los excipientes adecuados incluyen, entre otros, diluyentes inertes, tales como 30
carbonato de calcio, carbonato de sodio o bicarbonato, lactosa o fosfato de calcio; o agentes de unión, tales como 
almidón, gelatina o acacia; o agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, ácido esteárico, o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales resultarán evidentes para los expertos en la materia, incluyendo 
formulaciones que implican una molécula de nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente o agentes terapéuticos 35
adicionales, en formulaciones de administración sostenida o controlada. En ciertas realizaciones, las técnicas para 
formular una variedad de otros medios de administración sostenida o controlada, tales como vehículos liposomales, 
micropartículas bioerosionables o perlas porosas e inyecciones de depósito, también son conocidas por los expertos 
en la materia. Véase, por ejemplo, la solicitud PCT n.º PCT/US93/00829 que describe la liberación controlada de 
micropartículas poliméricas porosas para la administración de composiciones farmacéuticas. En ciertas 40
realizaciones, las preparaciones de liberación sostenida pueden incluir matrices de polímeros semipermeables en 
forma de artículos conformados, p. ej., películas o microcápsulas. Las matrices de liberación sostenida pueden 
incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidas (patente de Estados Unidos n.º 3.773.919 y el documento EP 058.481), 
copolímeros de ácido L-glutámico y gamma etil-L-glutamato (Sidman et al., Biopolymers, 22:547-556 (1983)), poli (2-
hidroxietil-metacrilato) (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277 (1981) y Langer, Chem Tech., 12:98-105 45
(1982)), etilvinilacetato (Langer et al., supra) o ácido poli-D(-)-3-hidroxibutírico (documento EP 133.988). En ciertas 
realizaciones, las composiciones de liberación sostenida también pueden incluir liposomas, que pueden prepararse 
por cualquiera de varios métodos conocidos en la materia. Véase, p. ej., Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. 
UU., 82:3688-3692 (1985); documento EP 036.676; documento EP 088.046 y documento EP 143.949.

50
La composición farmacéutica que se utilizará normalmente para la administración in vivo es estéril. En ciertas 
realizaciones, esto se puede lograr por filtración a través de membranas estériles de filtración. En ciertas 
realizaciones, cuando la composición se liofiliza, la esterilización que utiliza este método puede llevarse a cabo ya 
sea antes o después de la liofilización y reconstitución. En ciertas realizaciones, la composición para administración 
parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una solución. En ciertas realizaciones, las composiciones 55
parenterales se disponen en general en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o 
vial para soluciones intravenosas que tiene un tapón perforable por una aguja de inyección hipodérmica.

En ciertas realizaciones, una vez que se ha formulado la composición farmacéutica, esta puede ser almacenada en 
viales estériles como solución, suspensión, gel, emulsión, un sólido o como un polvo deshidratado o liofilizado. En 60
ciertas realizaciones, dichas formulaciones se pueden almacenar ya sea en una forma lista para su utilización o en 
una forma (p. ej., liofilizada) que requiere una reconstitución antes de la administración.

En ciertas realizaciones, se proporcionan kits para producir una unidad de administración de una dosis única. En 
ciertas realizaciones, el kit puede contener tanto un primer recipiente que tiene una proteína seca como un segundo 65
recipiente que tiene una formulación acuosa. En ciertas realizaciones, se incluyen los kits que contienen jeringas 
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precargadas de una sola cámara y de múltiples cámaras (p. ej., jeringas de líquido y liojeringas).

En ciertas realizaciones, la cantidad eficaz de una composición farmacéutica que comprende una molécula de 
nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, que va a emplearse terapéuticamente 
dependerá, por ejemplo, del contexto y de los objetivos terapéuticos. Un experto en la materia apreciará que los 5
niveles de dosificación apropiados para el tratamiento, de acuerdo con ciertas realizaciones, variarán de este modo 
dependiendo, en parte, de la molécula administrada, de la indicación para la cual se está utilizando la molécula de 
nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, la vía de administración, y el tamaño (peso 
corporal, superficie corporal o tamaño de órganos) y/o condición (edad y salud general) del paciente. En ciertas 
realizaciones, el médico clínico puede valorar la dosificación y modificar la vía de administración para obtener el 10
efecto terapéutico óptimo. En ciertas realizaciones, una dosificación típica puede oscilar entre aproximadamente 0,1 
g/kg y aproximadamente 100 o más mg/kg, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En ciertas 
realizaciones, la dosificación puede oscilar entre 0,1 mg/kg y aproximadamente 100 mg/kg; o de 1 g/kg a 
aproximadamente 100 mg/kg; o de 5 g/kg a aproximadamente 100 mg/kg.

15
En ciertas realizaciones, la frecuencia de dosificación tendrá en cuenta los parámetros farmacocinéticos de una 
molécula de nucleasa híbrida y/o cualquiera de los agentes terapéuticos adicionales en la formulación utilizada. En 
ciertas realizaciones, un médico clínico administrará la composición hasta que se alcance una dosificación que 
consiga el efecto deseado. En ciertas realizaciones, por lo tanto, la composición se puede administrar como una 
dosis única, o como dos o más dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de la molécula deseada) con el 20
tiempo, o como una infusión continua por un dispositivo de implantación o catéter. El refinamiento adicional de la 
dosificación apropiada se realiza rutinariamente por los expertos en la materia y está dentro del ámbito de las tareas 
realizadas rutinariamente por ellos. En ciertas realizaciones, las dosificaciones apropiadas pueden determinarse 
mediante el uso de datos de dosis-respuesta apropiados.

25
En ciertas realizaciones, la vía de administración de la composición farmacéutica está de acuerdo con métodos 
conocidos, p. ej., por vía oral, a través de una inyección por vías intravenosa, intraperitoneal, intracerebral 
(intraparenquimal), intracerebroventricular, intramuscular, subcutánea, intraocular, intraarterial, intraportal, o 
intralesional; mediante sistemas de liberación sostenida o mediante dispositivos de implantación. En ciertas 
realizaciones, las composiciones pueden administrarse por inyección de bolos o de manera continua mediante 30
infusión, o mediante un dispositivo de implantación.

En ciertas realizaciones, la composición puede administrarse localmente por la implantación de una membrana, 
esponja u otro material apropiado sobre el que se haya absorbido o encapsulado la molécula deseada. En ciertas 
realizaciones, cuando se utiliza un dispositivo de implantación, el dispositivo puede implantarse en cualquier tejido u 35
órgano adecuado, y la administración de la molécula deseada puede realizarse por difusión, un bolo de liberación 
retardada, o una administración continua.

En ciertas realizaciones, puede ser deseable utilizar una composición farmacéutica que comprende una molécula de 
nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, de una manera ex vivo. En tales casos, 40
células, tejidos y/u órganos que han sido extraídos del paciente se exponen a una composición farmacéutica que 
comprende una molécula de nucleasa híbrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, después de lo 
cual las células, los tejidos y/u los órganos se implantan posteriormente de nuevo en el paciente.

En ciertas realizaciones, una molécula de nucleasa híbrida y/o cualquiera de los agentes terapéuticos adicionales 45
pueden administrarse por implantación de ciertas células que han sido modificadas por ingeniería genética, 
utilizando métodos, tales como los descritos en la presente memoria, para expresar y secretar los polipéptidos. En 
ciertas realizaciones, tales células pueden ser células de animales o humanas, y pueden ser autólogas, heterólogas, 
o xenogénicas. En ciertas realizaciones, las células pueden ser inmortalizadas. En ciertas realizaciones, con el fin de 
disminuir la posibilidad de una respuesta inmunológica, las células pueden ser encapsuladas para evitar la 50
infiltración de tejidos circundantes. En ciertas realizaciones, los materiales para encapsulación son normalmente 
cuerpos o membranas poliméricos semipermeables biocompatibles que permiten la liberación del producto proteico 
o productos proteicos pero impiden la destrucción de las células por el sistema inmunitario del paciente o por otros 
factores perjudiciales de los tejidos circundantes.

55
Las moléculas de nucleasa híbridas de la presente invención son particularmente eficaces en el tratamiento de 
trastornos autoinmunitarios o respuestas inmunitarias anormales. A este respecto, se apreciará que las moléculas de 
nucleasa híbridas de la presente invención se puedan utilizar para controlar, suprimir, modular, tratar o eliminar las 
respuestas inmunitarias no deseadas tanto externas como autoantígenas. En otras realizaciones, los polipéptidos de 
la presente invención pueden utilizarse para tratar trastornos inmunitarios que incluyen, entre otros, diabetes mellitus 60
dependiente de insulina, esclerosis múltiple, encefalomielitis autoinmune experimental, artritis reumatoide, artritis 
autoinmune experimental, miastenia gravis, tiroiditis, una forma experimental de uveorretinitis, tiroiditis de 
Hashimoto, mixedema primario, tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis atrófica autoinmune, enfermedad de 
Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, diabetes juvenil, síndrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, 
penfigoide, oftalmía simpática, uveítis facogénica, anemia hemolítica autoinmune, leucopenia idiopática, cirrosis 65
biliar primaria, hepatitis Hbs-ve crónica activa, cirrosis criptogénica, colitis ulcerosa, síndrome de Sjogren, 
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esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis, dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso sistémico, 
y enfermedad del tejido conectivo.

Ejemplos
5

A continuación se presentan ejemplos de realizaciones específicas para llevar a cabo la presente invención. Los 
ejemplos se ofrecen solo a efectos ilustrativos, y no tienen por objeto limitar el alcance de la presente invención en 
modo alguno. Se han hecho esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los números utilizados (p. ej.,
cantidades, temperaturas, etc.), pero algunos errores y desviaciones experimentales deberían, por supuesto, 
permitirse.10

La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de 
química, bioquímica de proteínas, técnicas de ADN recombinante y farmacología, dentro de la capacidad de la 
materia. Tales técnicas se explican completamente en la literatura. Véase, p. ej., T.E. Creighton, Structures and 
Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc., 15
adición actual); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2ª edición, 1989); Methods in Enzymology
(S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc..); Remingtonʹs Pharmaceutical Sciences, 18ª Edición (Easton, 
Pensilvania: Mack Publishing Company, 1990); Carey y Sundberg Advanced Organic Chemistry 3ª Ed. (Plenum 
Press) vols. A y B (1992).

20
Ejemplo 1: Construcción de genes de fusión que expresa RNasa-Ig.

La RNasa 1 murina se amplificó como un ADNc de longitud completa de una biblioteca EST (del Dr. C. Raine, Albert 
Einstein School of Medicine, Bronx, NY) que envió el clon a nuestro laboratorio sin MTA. La secuencia de cebadores 
específicos 5' y 3' utilizados provino a partir de las secuencias publicadas. La secuencia del clon se verificó mediante 25
análisis de secuenciación. El número de acceso a Genebank es el número de ID de CNIB 19752. La RNasa 1 
humana de longitud completa se aisló a partir de un ADNc cebado de oligo dT y cebado al azar derivado de un ARN 
total de páncreas humano (Ambion/Applied Biosystems, Austin, TX).

Una vez aislado un clon de longitud completa, los cebadores se diseñaron para crear un gen de fusión con los 30
dominios Fc de IgG2a de ratón (SEQ ID NO: 114) o IgG1 humana (SEQ ID NO: 110). Dos cebadores diferentes se 
diseñaron para la secuencia en 5' fusionada en el extremo amino terminal de la cola Fc; el primero incorpora el 
péptido líder nativo de RNasa de ratón (o de ser humano), mientras que el segundo se une a un sitio Agel al extremo 
amino terminal de RNasa en el sitio de escisión por el péptido señal predicho con el fin de fundir la RNasa a un 
péptido líder VKIII humano que ya se había clonado y utilizado para otros estudios de expresión. Para la RNasa 35
murina, la secuencia del primer cebador es:

mribNL5'
30 meros (RNasa 5' con líder nativo y HindIII+Kozak)
gTT AAg CTT gCC ACC ATg ggT CTg gAg AAg TCC CTC ATT CTg-3ʹ (SEQ ID NO:1)40

El segundo cebador crea una unión de fusión génica entre una secuencia líder existente y la secuencia madura en el 
extremo 5' de la RNasa, en el sitio de escisión del péptido líder predicho o cerca del sitio de escisión del péptido líder 
predicho.

45
27 meros (secuencia madura 5' de RNasa (sin líder, con sitio Agel)
5ʹ-gAT ACC ACC ggT Agg gAA TCT gCA gCA CAg AAg TTT CAg-3ʹ (SEQ ID NO: 2)

La secuencia del cebador 3' para la fusión a IgG2a murina en el extremo carboxi de la RNasa y en el extremo amino 
terminal de la cola Fc es la siguiente:50

mrib3NH2
28 meros (extremo 3' de RNasa con sitio XhoI para la fusión a mIgG2a).

5ʹ-ggC TCg AgC ACA gTA gCA TCA AAg tGG ACT ggT ACg TAg g-3ʹ (SEQ ID NO: 3).55

Dos más oligos se diseñaron para crear un gen de fusión que expresa Ig-RNasa, en el que la cola de Ig es un 
extremo amino terminal en el dominio enzimático de la RNasa.

mrib5X60
Extremo 5' de RNasa de 36 meros con enlazador de aa y sitio XbaI para la fusión a un extremo carboxi del dominio 
Fc.
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mrib3X
Extremo 3' de RNasa de 31 meros con dos codones de terminación y sitio XbaI para la fusión a un extremo carboxi 
del dominio Fc.5

5ʹ-TCT AgA CTA TCA CAC AgT AgC ATC AAA gTg gAC Tgg TAC gTA g-3ʹ (SEQ ID NO: 5).

Ejemplo 2: Aislamiento de scFvs anti-ARN o anti-ADN a partir de hibridomas que expresan anticuerpos 
monoclonales.10

Un hibridoma anti-ARN designado H564 se utilizó para aislar regiones V específicas para ARN. Antes de la 
recolección, las células de hibridoma anti-ARN H564 se mantuvieron en crecimiento en fase logarítmica durante 
varios días en medio RPMI 1640 (Invitrogen/Life Technologies, Gaithersburg, Md.) suplementado con glutamina, 
piruvato, aminoácidos no esenciales en DMEM y penicilina-estreptomicina. Las células se aglomeraron por 15
centrifugación del medio de cultivo, y 2x107 células se utilizaron para preparar ARN. Se aisló ARN de las células de 
hibridoma utilizando el kit QIAGEN RNAeasy (Valencia, Calif.), el kit de aislamiento de ARN total y QIAGEN 
QIAshredder de acuerdo con las instrucciones del fabricante anexas al kit. Cuatro microgramos (4 µg) de ARN total 
se utilizaron como molde para preparar ADNc mediante transcripción inversa. El ARN, 300 ng de cebadores 
aleatorios, 500 ng de Oligo dT (12-18), y 1 µl de 25 mM de dNTPs se combinaron y desnaturalizaron a 80 ºC durante 20
5 minutos antes de la adición de enzimas. Se añadió transcriptasa inversa Superscript III (Invitrogen, Life 
Technologies) al ARN además de una mezcla de cebador en un volumen total de 25 μl en presencia de un tampón 
de segunda cadena 5 veces y DTT 0,1 M proporcionado con la enzima. La reacción de transcripción inversa se dejó 
proceder a 50 ºC durante una hora.

25
El ADNc generado en la reacción de la transcriptasa inversa se purificó por kits de purificación por PCR QIAquick 
(Qiagen, Valencia CA) y se ajustaron con una secuencia poli-G utilizando transferasa terminal (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADNc ajustado se purificó de nuevo por purificación por PCR 
QIAquick y se eluyó en 30 ul de tampón de elución (tampón TE) provisto de los kits. Dos microlitros de ADNc 
ajustado se utilizaron como molde junto con un cebador 5' ancla-cola que contiene un dominio poli-C, y una región 30
constante específica, cebadores 3' degenerado para amplificar por PCR las regiones variables de la cadena ligera y 
pesada del anticuerpo H564. Las dos cadenas variables se diseñaron con sitios de enzimas de restricción de modo 
que un scFv podría ensamblarse por tres formas de ligamiento de las dos regiones V a una secuencia enlazadora 
después de la digestión de enzimas de amplificación y restricción.

35
Un péptido enlazador (gly4ser)4 que se inserta entre las dos regiones V se incorporó por amplificación de esta 
secuencia enlazadora por PCR de extensión solapada utilizando los cebadores solapados que codifican las dos 
mitades de la molécula. Los fragmentos de PCR se aislaron por electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos se 
aislaron mediante el corte de las bandas apropiadas del gel y la purificación del DNA amplificado utilizando kits de 
extracción de gel QIAquick (QIAGEN, Valencia, CA). Los derivados de scFv del hibridoma H564 se ensamblaron 40
como genes de fusión VP-enlazador-VL que podrían unirse a cualquiera de los extremos de un gen de fusión que 
expresa Ig más grande. El dominio V.sub.P se amplificó sin un péptido líder, pero incluía un sitio de restricción Agel 
en 5ʹ para la fusión al sitio de restricción V.sub.L y BglII en el extremo 3' para la fusión al dominio enlazador.

El scFv-Ig se ensambló mediante la inserción del fragmento scFv HindIII-XhoI en pDG que contenía la bisagra de 45
IgG1 humana, regiones CH2 y CH3, que se digirió con enzimas de restricción, HindIII y XhoI. Después del 
ligamento, los productos de ligamento se transformaron en bacterias DH5-alfa. El ADNc de scFv-Ig se sometió a una 
secuenciación de ciclos en un termociclador PE 9700 con un programa de 25 ciclos por desnaturalización a 96 ºC 
durante 10 segundos, hibridación a 50 ºC durante 30 segundos, y extensión a 72 ºC durante 4 minutos. Los 
cebadores de secuenciación eran cebadores directos e inversos pDG que se hibridan con el dominio CH2 humano 50
en la porción de la región constante de IgG. Las reacciones de secuenciación se realizaron utilizando Big Dye 
Terminator Ready Sequencing Mix v3.1 (PE-Applied Biosystems, Foster City, Calif.) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Las muestras se purificaron posteriormente utilizando columnas Autoseq G25 (GE Healthcare) y los 
eluatos se secaron en un secador de vacío Savant, se desnaturalizaron en el reactivo de supresión para moldes 
(PE-ABI), y se analizaron en un analizador genético ABI 310 (PE-Applied Biosystems). La secuencia se editó, se 55
tradujo, y se analizó utilizando un Vector Nti versión 10.0 (Informax/Invitrogen, North Bethesda, Md.).

Construcción de un gen de fusión que expresa RNasal-hlgGl humana (SEQ ID NO: 125-127).

La RNasa1 humana (SEQ ID NO: 113) se aisló mediante amplificación por PCR a partir de ARN total de páncreas 60
humano obtenido de Ambion/Applied Biosystems (Austin, TX). Cuatro microgramos (4 µg) de ARN total se utilizaron 
como molde para preparar ADNc mediante transcripción inversa. El ARN, 300 ng de cebadores aleatorios, 500 ng de 
Oligo dT (12-18), y 1 ul de 25 mM de dNTPs se combinaron y desnaturalizaron a 80 ºC durante 5 minutos antes de 
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la adición de enzima. La transcriptasa inversa Superscrit III (Invitrogen, Life Technologies) se añadió al ARN además 
de la mezcla de cebador en un volumen total de 25 μl en presencia de un tampón de segunda cadena y DTT 0,1 M 
proporcionado con la enzima. La reacción de transcripción inversa se dejó proceder a 50 ºC durante una hora. Las 
reacciones se purificaron adicionalmente mediante columnas de purificación de PCR QIAquick, y el ADNc se eluyó 
en 40 microlitros de tampón TE antes de su uso en reacciones de PCR. Dos microlitros de ADNc eluido se 5
añadieron a reacciones de PCR que contenían 50 pmol de cebadores 5' y 3' específicos para RNasa1 humana, y 45 
microlitros de supermezcla de alta fidelidad de PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA) se añadieron a tubos de 0,2 ml de 
reacción de PCR. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando un termociclador C1000 (BioRad, Hercules CA). 
Las reacciones incluyeron una etapa de desnaturalización inicial a 95 ºC durante 2 minutos, seguido por 34 ciclos 
con desnaturalización a 94 ºC durante 30 s, hibridación a 50 ºC durante 30 s, y una etapa de extensión a 68 ºC 10
durante 1 minuto, seguido de una extensión final de 4 minutos a 72 ºC. Una vez que se aislaron las colas de tipo 
natural, los fragmentos se clonaron con TOPO en vectores pCR2.1; el ADN se preparó mediante los kits spin 
plasmid miniprep de QIAGEN de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADN plasmídico se secuenció 
utilizando una mezcla de reacción preparada ABI Dye Terminator v3.1 de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante.15

Ejemplo 3: Aislamiento de dominios Fc de ratón y humanos e introducción de mutaciones en la secuencia 
codificante.

Para el aislamiento de dominios Fc de ratón (SEQ ID NO: 114) y humanos (SEQ ID NO: 110), el RNA se deriva de 20
tejidos de ratón o humanos según se indica. Una suspensión de células individuales se generó a partir del bazo de 
ratón en un medio de cultivo RPMI. Alternativamente, las CMSP humanas se aislaron a partir de sangre fresca, 
entera utilizando medios de separación de linfocitos (MSL) de Organon Teknika (Durham, NC), capas 
leucoplaquetarias recolectadas de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y las células se lavaron tres veces 
en TFS antes de su uso. Las células se aglomeraron por centrifugación del medio de cultivo, y 2x107 células se 25
utilizaron para preparar ARN. Se aisló el ARN de las células utilizando el kit RNAeasy de QIAGEN (Valencia, Calif.), 
el kit de aislamiento de ARN total y las columnas QIAshredder de QIAGEN de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante anexas a los kits. Un microgramo (4 µg) de ARN total se utilizó como molde para preparar ADNc mediante 
transcripción inversa. El ARN, 300 ng de cebadores aleatorios, 500 ng de Oligo dT (12-18), y 1 μl de 25 mM de 
dNTPs se combinaron y desnaturalizaron a 80 ºC durante 5 minutos antes de la adición de enzima. La transcriptasa 30
inversa Superscript III (Invitrogen, Life Technologies) se añadió al ARN además de una mezcla de cebador en un 
volumen total de 25 μl en presencia de un tampón segunda cadena y DTT 0,1 M proporcionado con la enzima. La 
reacción de transcripción inversa se dejó proceder a 50 ºC durante una hora. El ADNc se purificó utilizando 
columnas de purificación PCR QIAquick (QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se eluyó en 40 
microlitros de tampón TE antes de su uso en reacciones de PCR.35

Los dominios Fc de ratón y humanos de tipo natural se aislaron mediante amplificación por PCR utilizando el ADNc 
descrito anteriormente como molde. Los siguientes cebadores se utilizaron para la amplificación inicial de 
secuencias de tipo natural, pero se incorporaron los cambios mutacionales deseados en el dominio bisagra:

40
mahIgG1CH2M: 47 meros
5ʹ-tgtccaccgtgtccagcacctgaactcctgggtggatcgtcagtcttcc-3ʹ (SEQ ID NO: 6)
hlgG1-5scc: 49 meros
5ʹ-agatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgt-3ʹ (SEQ ID NO: 7)
mahIgG1S: 51 meros45
5ʹ-tctagattatcatttacccggagacagagagaggctcttctgcgtgtagtg-3ʹ (SEQ ID NO: 8)
muIgG2aCH2: 58meros
5ʹ-cctccatgcaaatgcccagcacctaacctcttgggtggatcatccgtcttcatcttcc-3ʹ (SEQ ID NO: 9)
mIgG2a-5scc: 47meros

50
5ʹ-gaagatctcgagcccagaggtcccacaatcaagccctctcctcca-3ʹ (SEQ ID NO: 10)
mIgG2a3S: 48meros
5ʹ-gtttctagattatcatttacccggagtccgagagaagctcttagtcgt-3ʹ (SEQ ID NO: 11)

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando un termociclador C1000 (BioRad, Hercules CA) o un termociclador 55
Eppendorf (ThermoFisher Scientific, Houston TX). Las reacciones incluyeron una etapa inicial de desnaturalización a 
95 ºC durante 2 minutos, seguido por 34 ciclos con una desnaturalización a 94 ºC durante 30 s, hibridación a 50 ºC, 
durante 30 s, y una etapa de extensión a 72 ºC durante 1 minuto, seguido de una extensión final de 4 minutos a 
72 ºC. Una vez que se aislaron las colas de tipo natural, los fragmentos se clonaron con TOPO en vectores pCR2.1, 
el ADN se preparó utilizando los kits spin plasmid miniprep de QIAGEN de acuerdo con las instrucciones del 60
fabricante y los clones se secuenciaron utilizando reacciones de secuenciación ABI Dye Terminator v3.1 de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante.

El ADN de los clones correctos se utilizó como moldes en PCRs de extensión solapada para introducir mutaciones 
en las posiciones deseadas en la secuencia de codificación para IgG2a de ratón o IgG1 humana. Las reacciones de 65
PCR se establecieron utilizando clones de tipo natural de longitud completa como molde (1 microlitro), 50 pmol de 
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cebadores 5' y 3' hasta que se incrementó cada porción de PCR del dominio Fc e incluyendo el sitio de la mutación 
deseada a partir de cada dirección, y supermezcla de alta fidelidad PCR (Invitrogen, Carlsbad CA) en volúmenes de 
reacción de 50 microlitros utilizando un ciclo de amplificación corto. Como ejemplo de mutagénesis con PCR 
solapada, la combinación de cebadores utilizada para introducir la mutación P331S en IgG1 humana, fue según se 
indica:5

Un subfragmento 5' se amplificó utilizando el clon de tipo natural de longitud completa como molde, y el cebador 5' 
fue hIgG1-5scc: 5ʹ-agatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgt-3ʹ (SEQ ID NO: 12), mientras que el cebador 
3ʹ era P331AS: 5ʹ-gttttctcgatggaggctgggagggctttgttggagacc-3ʹ (SEQ ID NO: 13). Un subfragmento 3' se amplificó 
utilizando el clon de tipo natural de longitud completa como molde y el cebador 5' fue P331S: 10
5ʹaaggtctccaacaaagccctcccagcctccatcgagaaaacaatctcc-3ʹ (SEQ ID NO: 14), mientras que el cebador 3' era 
mahIgG1S: 5ʹ-tctagattatcatttacccggagacagagagaggctcttctgcgtgtagtg- 3ʹ (SEQ ID NO: 15).

Una vez que los subfragmentos se amplificaron y aislaron por electroforesis en gel de agarosa, estos se purificaron 
por columnas de purificación en gel QIAquick y se eluyeron en 30 microlitros de tampón TE de acuerdo con las 15
instrucciones del fabricante. Dos rondas de PCR se realizaron con los dos subfragmentos como moldes solapados 
en nuevas reacciones. El ciclador se pausó y los cebadores de flanqueo 5' (hIgG1-5scc, véase anteriormente) y 3' 
(mahlgG1S, véase anteriormente) se añadieron a las reacciones (50 pmol cada uno). Las amplificaciones por PCR 
se llevaron a cabo entonces durante 34 ciclos en las condiciones descritas para las moléculas de tipo natural 
anteriores. Los fragmentos de longitud completa se aislaron por electroforesis en gel, y se clonaron con TOPO en 20
vectores pCR2.1 para el análisis secuencial. Los fragmentos de los clones con la secuencia correcta se subclonaron 
después en vectores de expresión para la creación de las diferentes moléculas de nucleasa híbridas descritas en la 
presente memoria.

Ejemplo 4: Expresión de la RNasa-Ig (SEQ ID NO 124, 125, 126,127, 174 (nucleótido) o 160, 161, 162 163, 175 25
(aminoácido)), DNasa-Ig (SEQ ID NO: 118, 119, 120, 121, 122, 123, 186 (nucleótido) o SEQ ID NO 154, 155, 156, 
157, 158, 159, 187 (aminoácido)), construcciones de fusión de múltiples subunidades de Ig (SEQ ID NO: 115, 116, 
117, 172, 176, 178, 180 (nucleótido) o SEQ ID NO 151 152, 153, 173, 177, 179, 181 (aminoácido)), y proteínas de 
fusión que expresa scFv-Ig H564 en estirpes celulares CHO estables.

30
Este ejemplo ilustra la expresión de los diferentes genes de fusión que expresa Ig descritos en la presente memoria 
en estirpes celulares eucariotas y la caracterización de las proteínas de fusión expresadas por SDS-PAGE y por 
ELISA de tipo sándwich de IgG.

Los fragmentos génicos de fusión que expresan Ig con la secuencia correcta se insertaron en el vector de expresión 35
pDG de mamífero, y el ADN de los clones positivos se amplificó utilizando kits de preparación plasmídica de 
QIAGEN (Qiagen, Valencia, CA). El ADN plasmídico recombinante (100 µg) se linealizó en una región no esencial 
por digestión con AscI, se purificó mediante extracción con fenol, y se volvió a suspender en un medio de cultivo 
tisular, Excell 302 (catálogo n.º 14312-79P, JRH Biosciences, Lenexa, Kans./SAFC). Las células para la 
transfección, las células CHO-DG44, se mantuvieron en crecimiento logarítmico, y 107 células se recolectaron para 40
cada reacción de transfección. El ADN linealizado se añadió a las células CHO en un volumen total de 0,8 ml para la 
electroporación.

La producción estable de la proteína de fusión que expresa Ig se consiguió mediante la electroporación de un 
plásmido amplificable seleccionable pDG que contiene el ADNc de RNasa-Ig bajo el control del promotor de CMV, 45
en células de ovario de hámster chino (CHO). El vector pDG es una versión modificada de pcDNA3 que codifica el 
marcador seleccionable DHFR con un promotor atenuado para aumentar la presión de selección del plásmido. El 
ADN plasmídico se preparó utilizando kits maxiprep de Qiagen, y el plásmido purificado se linealizó en un sitio AscI 
único antes de la extracción con fenol y precipitación con etanol. Se añadió ADN de esperma de salmón (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo.) como ADN portador, y 100 µg de cada ADN plasmídico y portador se utilizaron para 50
transfectar 10

7
células CHO-DG44 por electroporación. Las células se cultivaron hasta la fase logarítmica en un 

medio Excell 302 (JRH Biosciences) que contenía glutamina (4 mM), piruvato, insulina recombinante, penicilina-
estreptomicina y aminoácidos no esenciales 2x DMEM (procedentes de Life Technologies, Gaithersburg, Md.), en lo 
sucesivo referido como medio "Excell 302 completo". Los medios para las células no transfectadas también 
contenían HT (diluida a partir de una solución 100x de hipoxantina y timidina) (Invitrogen/Life Technologies). Los 55
medios para las transfecciones bajo selección contenían diferentes niveles de metotrexato (Sigma-Aldrich) como 
agente selectivo, que oscilan desde 50 nM a 1 μΜ. Las electroporaciones se realizaron a 280 voltios, 950 
microfaradios. Se dejó que las células transfectadas se recuperaran durante la noche en medios no selectivos antes 
de la siembra selectiva en placas en placas de fondo plano de 96 pocillos (Costar) en diferentes diluciones en serie 
que oscilan de 125 células/pocillo a 2.000 células/pocillo. Los medios de cultivo para la clonación de células eran 60
Excell 302 completo, que contenía 50 nM de metotrexato. Una vez que la excrecencia clonal era suficiente, las 
diluciones en serie de los sobrenadantes del cultivo de los pocillos maestros se identificaron sistemáticamente para 
la expresión de la proteína de fusión que expresa Ig mediante el uso de un ELISA tipo sándwich de IgG. 
Brevemente, las placas NUNC Immulon II se revistieron durante la noche a 4 ºC con 7,5 microgramos/ml de F(ab'2) 
de cabra anti-IgG de ratón (KPL Labs, Gaithersburg, MD) en TFS. Las placas se bloquearon en TFS/ASB al 3 %, y 65
diluciones en serie de sobrenadantes de cultivo se incubaron a temperatura ambiente durante 2-3 horas. Las placas 
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se lavaron tres veces en TFS/Tween 20 al 0,05 % y se incubaron con F(ab'2) de cabra anti-IgG2a de ratón 
conjugada con peroxidasa de rábano picante (Southern Biotecnologías) e IgG de cabra anti-ratón (KPL) mezclados 
entre sí, cada uno a 1:3500 en TFS/ASB al 1,0 %, durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 
cuatro veces en TFS/Tween 20 al 0,05%, y la unión se detectó con SureBlue Reserve, sustrato TMB (laboratorios 
KPL, Gaithersburg, MD). Las reacciones se detuvieron mediante la adición de un volumen equitativo de HCl IN, y las 5
placas se leyeron a 450 nM en un lector de placas Spectramax Pro (Microdevices, Sunnyvale CA). Los clones con la 
mayor producción de la proteína de fusión se ampliaron en T25 y luego en matraces T75 para proporcionar un 
número adecuado de células para la congelación y para incrementar la producción de la proteína de fusión. Los 
niveles de producción se aumentaron aún más en cultivos a partir de los cuatro mejores clones mediante 
amplificación progresiva en medios de cultivo que contenían metotrexato. En cada pase sucesivo de células, el 10
medio Excell 302 completo contenían una mayor concentración de metotrexato, de manera tal que solo las células 
que amplificaron el plásmido DHFR podrían sobrevivir. El nivel de producción de los cuatro mejores pocillos 
maestros no amplificados de los transfectantes CHO que expresan RNasalg osciló entre 30-50 microgramos/ml de 
cultivo. Los cultivos amplificados se ensayaron actualmente para determinar los niveles de producción.

15
Los sobrenadantes se recogieron de las células CHO que expresan RNasa-Ig, se filtraron a través de filtros que 
expresan PES de 0,2 μm (Nalgene, Rochester, N.Y.) y se pasaron sobre una columna de proteína A-agarosa 
(agarosa reticulada IPA 300) (Repligen, Needham, Masa.). La columna se lavó con tampón de lavado de columna 
(90 mM de Tris-Base, 150 mM de NaCl, azida de sodio al 0,05 %, pH 8,7), y la proteína unida se eluyó utilizando 
tampón citrato 0,1 M, pH 3,0. Las fracciones se recogieron y se determinó la concentración proteínica a 280 nm 20
utilizando un espectrofotómetro de micromuestras Nanodrop (Wilmington DE), y una determinación en blanco 
utilizando tampón citrato 0,1 M, pH 3,0. Las fracciones que contenían una proteína de fusión se agruparon, y el 
intercambio de tampón se realizó por espines en serie en TFS utilizando concentradores Centricon seguido de 
filtración a través de dispositivos con un filtro de 0,2 μm para reducir la posibilidad de contaminación por 
endotoxinas. Un coeficiente de extinción de 1,05 se determinó utilizando las herramientas de análisis de proteínas 25
en el paquete de programas Vector NTI versión 10.0 (Informax, North Bethesda, Md.) y el sitio de escisión predicho 
a partir de las herramientas en línea de análisis de proteínas ExPasy.

Ejemplo 5: análisis por SDS-PAGE de la proteína de fusión que expresa RNasalg.
30

La RNasa-Ig purificada (SEQ ID NO: 115) se analizó por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. Las 
muestras de proteína de fusión se hirvieron en un tampón de muestra SDS con y sin reducción de los enlaces 
disulfuro y se aplicaron en geles de Tris-BIS al 10 % SDS (catálogo n.º NP0301, Novex, Carlsbad, CA). Cinco 
microgramos de cada proteína purificada se cargaron en los geles. Las proteínas se visualizaron después de la 
electroforesis mediante tinción con azul de Coomassie (reactivo de tinción gel code blue Pierce, catálogo n.º 24590, 35
Pierce, Rockford, III.), y decoloración en agua destilada. Los marcadores de peso molecular se incluyeron en el 
mismo gel (patrones pretintados de Kaleidoscope, catálogo n.º 161-0324, Bio-Rad, Hercules, Calif.). Otras muestras 
se analizaron según se indica: proteína de fusión que expresan RNasa-Ig en el tampón de muestreo (62,5 mM de 
Tris-HCl, pH 6,8, SDS al 2 %, glicerol al 10 %, azul de bromofenol al 0,01 %) con y sin 2-mercaptoetanol al 5 %) se 
cargó en el gel premoldeado al 4-12 % (Bio-RAD). El gel se analizó a 100 voltios hasta que el colorante salga del 40
gel. El gel se tiñó en Gel Code Blue (Thermo Scientific) a temperatura ambiente durante la noche y luego se lavó con 
agua.

La FIG. 3 muestra la proteína de fusión que expresa RNasa-Ig en comparación con IgG de ratón. Rnasa-Ig se 
purificó a partir del sobrenadante de células CHO transfectadas mediante la unión y elución de proteína A-sefarosa. 45
El gel SDS-PAGE muestra que Rnasa-Ig es de aproximadamente 50 kDa cuando se reduce y aproximadamente 110 
kDa cuando no se reduce.

Ejemplo 6: Detección de RNasa-Ig en sueros de ratón.
50

Ensayo por DERS

El gel de agarosa al 2 % se preparó con agua destilada. Poli-IC (Sigma) se disolvió en agua destilada en 3 mg/ml y 
la placa de gel se preparó según se indica: 1,5 ml de tampón de reacción (0,2 M de Tris-HCl, pH 7,0, 40 mM de 
EDTA y 0,1 mg/ml de bromuro de etidio), 1 ml de poli-IC y 0,5 ml de agua se colocaron en el tubo y se mantuvieron a 55
50 ºC durante 5 min. Se añadieron 3 ml de agarosa (mantenida a 50 ºC) al tubo. La mezcla se vertió inmediatamente 
sobre una placa de vidrio. Los pocillos de muestreo se perforaron en el gel. 2 μl de cada muestra de suero se 
cargaron en pocillos y el gel se incubó a 37 ºC durante 4 horas en la cámara húmeda. A continuación, el gel se 
incubó en un tampón (20 mM de acetato de sodio, pH 5,2, 20 mg/ml de bromuro de etidio) en hielo durante 30 min y 
se leyó bajo UV.60

La FIG. 4 muestra la actividad de RNasa de tres ratones (410, 413, y 418) después de una inyección intravenosa de 
proteína de fusión que expresa RNasa-Ig (SEQ ID NO: 150) (purificada en este experimento a partir del 
sobrenadante de células COS transfectadas mediante la unión y elución de la proteína A sefarosa). Un patrón se 
utilizó en la fila superior. Observe una segunda inyección para el ratón 410 (véase la flecha) después de 2 semanas. 65
2 μl de suero de cada uno de los tres ratones se cargaron en gel de agarosa al 1 % que contenía 0,5 mg/ml de poli-
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C. El gel se incubó durante 4 horas en una cámara húmeda a 37 ºC, y luego se sumergió en un tampón que 
contenía 20 mM de acetato de sodio y 20 ug/ml de bromuro de etidio durante 30 min. La actividad de la RNasa se 
refleja en el tamaño y la intensidad en torno al pocillo central. Estos datos muestran que la proteína de fusión que 
expresa RNasa-Ig tiene una semivida prolongada en suero de ratón.

5
Ejemplo 7: Uso de ELISA anti-ARN para medir los anticuerpos específicos de ARN en sueros de ratón.

Una placa de 96 pocillos (Nunc, Thermal Fisher Scientific) se revistió con 50 µg/ml de poli-L-lisina (Sigma) durante la 
noche. Después de lavarse cinco veces con TFS que contenía Tween al 0,05 %, la placa se revistió con 10 µg/ml de 
ARN de levadura en TFS a 4 ºC durante la noche. Después de lavarse cinco veces, la placa se bloqueó con TFS 10
que contenía ASB al 1 % a temperatura ambiente durante 2 horas. Las muestras de suero en 1:50 de dilución se 
añadieron a la placa y se incubaron a 4 ºC durante la noche. El medio de cultivo de hibridoma H564 (anti-RNA) se 
utilizó como patrón, utilizando diluciones en serie dobles a partir de 1:300. El anticuerpo de detección fue IgG anti-
ratón conjugada con fosfatasa alcalina (Jackson Lab), y se añadió a la placa a 1:5.000 durante 1 hora a temperatura 
ambiente. El sustrato de fosfatasa (Sigma) se disolvió en tampón de desarrollo (ThermoFisher Scientific) y se añadió 15
a la placa en 50 μl/pocillo. Las muestras se leyeron a 405 nm utilizando un lector de placas Spectramax Plus 
(Microdevices, Sunnyvale, CA).

La FIG. 5 muestra los resultados del título ELISA del anticuerpo anti-ARN antes y después de la inyección 
intravenosa de la proteína de fusión que expresa RNasa-Ig (SEQ ID NO: 150) del ratón 410. La placa con poli-L-20
lisina pre-revestida (50 µg/ml) se revistió con 10 ug/ml de ARN de levadura. El suero (1:50) se cargó en la placa y se 
incubó durante la noche a 4 ºC. El anticuerpo de detección fue IgG anti-ratón con fosfatasa alcalina (Jackson Labs) a 
1:5.000 durante 1 hora a temperatura ambiente, y después se añadió sustrato de fosfatasa y se leyó a 405 nm. Los 
datos muestran que la inyección de la RNasa-Ig causó una reducción en el título de anticuerpo anti-ARN que 
persistió durante más de 3 semanas.25

La FIG. 6 muestra los resultados del título ELISA de anticuerpo anti-ARN antes y después de la inyección de 
proteína de fusión que expresa RNasa-Ig (SEQ ID NO: 150) a partir de tres semanas del ratón 413. El experimento 
se efectuó como se describe para el ratón 410. El título del anticuerpo anti-ARN se redujo después de la inyección 
de la RNasa-Ig.30

Ejemplo 8: La producción de IFN-alfa por CMSPs humanas se inhibe por la adición de RNasalg a cultivos in vitro.

La adición de RNasa-Ig (SEQ ID NO: 150) abolió la inducción de interferón-α a partir de células mononucleares de 
sangre periférica humanas estimuladas utilizando complejos inmunitarios formados con suero de un paciente con 35
LES (J11) más extracto nuclear (EN). Brevemente, las placas ELISA se revistieron con 50 microlitros 1:2.500 de 
anticuerpo de captura (anti-IFN alfa, PBL 21112-1, Piscataway, NJ), y se incubaron durante la noche a 4 ºC. Las 
placas se lavaron con TFS/Tween 20 al 0,05 %, se bloquearon en TFS/ASB al 1 % durante 2 horas a temperatura 
ambiente, se lavaron con TFS/Tween-20 al 0,05 %, y se incubaron con diluciones estándar de IFN-alfa, o con 
diluciones en serie de muestras de suero, y se incubaron 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y 40
se incubaron con 1:2.000 de anticuerpo de detección (PBL 31101-2, Piscataway, NJ) en TFS/ASB al 1 %. Las placas 
se lavaron en TFS/Tween-20 al 0,05 %, y se incubaron con 50 microlitros de burro anti-conejo-PRP (Jackson 
Immunoresearch, Westgrove, PA) a 1:12.000 en TFS/ASB al 1 %. Las placas se lavaron cinco veces antes de la 
adición de sustrato TMB. Las reacciones se detuvieron mediante la adición de ½ volumen H2S04 2N, y las muestras 
se leyeron a 450 nm en un lector de placas Spectramax Pro (Microdevices, Sunnyvale, CA). Los resultados se 45
muestran en la Fig. 7, que muestra que la adición de RNasa-Ig abolió la inducción de interferón-α partir de células 
mononucleares de sangre periférica humanas estimuladas utilizando complejos inmunitarios formados con suero de 
un paciente con LES (J11) más extracto nuclear.

Ejemplo 9: Fenotipo de ratones dobles transgénicos que expresan TLR7.1xRNasaA.50

Se crearon ratones que sobreexpresan RNasa A (Tg RNasa). Esta nucleasa se expresa a niveles elevados en 
ratones Tg que expresan RNasa (véase la Fig. 8). Se desarrolló un método único de difusión radial (DERS) (panel 
izquierdo) y una ELISA mucho más cuantitativa para cuantificar la RNasa en el suero (véase la Fig. 9). Se cruzó los 
ratones Tg que expresan RNasa con Tg que expresan TLR7.1 para crear ratones dobles Tg (DTg). Los ratones que 55
expresan TLR7.1 tienen 8-16 copias de TLR7 y desarrollan una enfermedad similar al lupus muy agresiva, 
rápidamente progresiva y comienzan a morir a los 3 meses de edad con una supervivencia media de 6 meses. En 
un análisis preliminar, se hizo sangrar a los DTg y a los controles de los miembros de camadas a los 3 meses de 
edad para ver si los ratones DTg exhibían signos de mejora. Como se muestra en la Fig. 8, los ratones DTg tenían 
niveles muy altos de RNasa en su suero (equivalente a> 13 U/ml de RNasa basándose en nuestro patrón con 60
actividad específica de 993 U/mg). La concentración de RNasaA en los ratones Tg y DTg también se midió mediante 
el ensayo de ELISA como se muestra en la Fig. 9. Los ratones Tg que expresan RNasa A y Dtg que expresan 
TLT7.1XRNasaA tenían concentraciones séricas de RNasa A entre 1-2 ng/ml.
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Método detallado para ELISA que expresa RNasa A (Ejemplo 9, Figura 9)

1. Revestir la placa con An anti-RNasaA de Abcam (ab6610): 2,5-10 ug/ml O/N en 4C.
2. Lavar la placa 3 veces con Tween al 0,05 %/1XTFS.
3. Bloquear con ASB al 1 % en TFS durante al menos 1 hora.5
4. Lavar la placa 3 veces con Tween al 0,05 %/1XTFS.
5. Cargar las muestras. Diluciones de muestra a 1:50.
6. Incubar a temperatura ambiente durante 2 horas.
7. Lavar la placa 3 veces con Tween al 0,05 %/1XTFS.
8. Preparar la dilución de An anti-RNasa marcado con biotina a una dilución de 1:4.500 (2,2 ug/ml). Dejar a TA 10
durante 1 hora (Rockland 200-4688: 10 mg/ml).
9. Lavar la placa 3 veces.
10. Diluir StrepAV con PRP (Biolegend 405210) 1:2.500. Cubrir con papel de aluminio y dejar a TA durante 25-30 
min.
11. Lavar 6 veces, dejar que el líquido se asiente en los pocillos durante al menos 30 segundos entre lavados.15
12. Agregar sustrato BD OptEIA A+B 1:1. Esperar hasta que el color cambie 5-10 minutos máx. No permita que 
el nivel del pocillo superior exceda 1,0. Agregar 80 ul. (cat n.º: 51-2606KC; reactivo A, 51-2607KC; reactivo B).
13. Agregar 40 ul de ácido sulfúrico 1 M para detener la reacción.

Información del producto/reactivo:20

An de RNasaA: ab6610 (90 mg/ml).
Tampón de ELISA: ASB al 1 % en TFS.
Tampón de lavado de ELISA: Tween al 0,05 %/1XTFS.
An Anti-RNasaA conjugado con biotina: Rockland: 200-4688 (10 mg/ml).25
StrepAV con PRP: Biolegend 405210.
Reactivo A y B de BD OptEIA: 51-2606KC y 51-2607KC.

Ejemplo 10. Curvas de supervivencia para cepas de ratón transgénico que expresa TLR7.1.
30

Se observó una diferencia altamente significativa entre DTg y los controles de miembros de camadas que expresan 
TLR7.1 en la supervivencia. Como se muestra en la Figura 10, a los 10 meses, el 61 % de los ratones que expresan 
TLR7.1 habían muerto, mientras que el 31 % de ratones DTg habían muerto. Estos datos muestran que la 
sobreexpresión de RNasaA ejerció un fuerte efecto terapéutico. Las razones por las que los ratones que expresan 
TLR7.1 mueren prematuramente no son del todo claras, aunque la anemia grave, trombocitopenia, y 35
glomerulonefritis podrían desempeñar un papel. Para determinar si el recuento de glóbulos rojos y plaquetas se vio 
afectado positivamente por la expresión de RNasaA en los ratones DTg, se realizaron los recuentos sanguíneos, 
pero no se encontraron diferencias entre los ratones que expresan TLR7.1 y DTg. En cambio, no hubo una mejora 
significativa en la histopatología del riñón en los ratones DTg. Se observó una disminución de la deposición de IgG y 
C3 en ratones DTg. La tinción PAS, que refleja la inflamación en el mesangio también se redujo en ratones DTg en 40
comparación con los controles de miembros de camada que expresan TLR7.1. Cuando ahora se ha comparado la 
infiltración de macrófagos de los riñones utilizando anticuerpo anti-MAC-2 (galectina 3) (Lyoda et al. Nephrol Dial 
Transplat 22: 3451, 2007), había muchas menos células positivas mac-2 en los glomérulos de los ratones DTg. Los 
resultados de recuento de 20 glomérulos por ratón en 5 ratones en cada grupo revelaron una media +/- EE de 3,8 +/-
1,1 y 1,4 +/- 0,2 para los ratones simples frente a DTg respectivamente, p = 0,05. Además, se cuantificó el tamaño 45
del ovillo glomerular y se observó una reducción significativa en el tamaño del ovillo glomerular en los ratones DTg 
(179 +/- 41 frente a 128 +/- 16,8 um2 en ratones simples frente a DTg respectivamente, p = 0,037). En resumen, los 
ratones DTg que expresan TLR7.1XRNAsa sobrevivieron durante más tiempo que sus miembros de camada simples 
Tg que expresan TLR7.1 y tienen menos inflamación y daños en los riñones.

50
Ejemplo 11. Análisis de GRIs en bazos de ratones Tg que expresan TLR.

El análisis de los genes de respuesta de interferón (GRIs) en los bazos de ratones Tg que expresan TLR7.1 y 
ratones DTg que expresan TLR7.1X RNasaA mostró que la expresión del gen IRF7 era significativamente menor en 
los ratones DTg (p = 0,03). Algunos GRIs incluyendo MX1 y VIG1 fueron más bajos en los ratones DTg en 55
comparación con los ratones Tg, pero las diferencias no fueron significativas. Véase la Figura 11. La PCR 
cuantitativa se realizó según se indica: el ARN total se aisló de bazos de ratón utilizando el mini kit RNeasy (Qiagen, 
Valencia, CA, EE. UU.), la DNasa se trató utilizando Turbo DNA-free (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU) 
y ADNc de primera cadena se produjo con el kit de ARN-a-ADNc (Applied Biosystems) utilizando cebadores 
aleatorios. El 260/280 se comprendió entre 1,7 y 2,0 para el ARN aislado medido con un NanoDrop (Thermo 60
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). El ADNc se diluyó hasta un equivalente de 1ng/ul de ARN total y 8 ul se utilizaron 
por reacción. Los cebadores para el gen de referencia (18s) y los genes de interés (GOI) se sintetizaron (IDT, 
Coralville, Iowa, EE. UU.) y se diluyeron en las concentraciones apropiadas para PCRc utilizando agua de grado 
molecular. Los resultados de BLAST de los cebadores muestran homología de secuencia específica solo para el gen 
de referencia o GOI. Las reacciones por duplicado (20 ul) se analizaron en un sistema ABI Fast 7500 utilizando una 65
mezcla 1:1 de molde y el cebador en mezcla maestra SensiMix SYBR bajo en contenido de ROX (Bioline, Londres, 
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RU). La cuantificación relativa se calculó utilizando el método 2-ddCT con ratones B6 de tipo natural de la misma edad 
que el valor basal para determinar los cambios múltiplos para cada GOI. Las curvas de disociación para las 
reacciones muestran un único pico de fusión para cada gen. La curva del patrón mostró eficiencias de amplificación 
similares para cada gen y que las concentraciones del molde estaban dentro del intervalo dinámico lineal para cada 
uno de los conjuntos de cebadores.5

Ejemplo 12. Estructuras para generar moléculas de nucleasa híbridas.

Las moléculas de nucleasa híbridas se diseñaron para incorporar estructuras deseadas y actividad funcional de las 
estructuras de enzima individuales o de múltiples enzimas como casetes modulares con sitios de enzimas de 10
restricción compatibles para la ida y la vuelta y el intercambio del dominio. La estructura esquemática de diferentes 
realizaciones de moléculas de nucleasa híbridas se ilustra en la Figura 12. Los cebadores se muestran en la Tabla 
1. Las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de las moléculas de nucleasa híbridas representativas se 
muestran en la Tabla 2.

15
Enfoque general para la generación de moléculas de nucleasa híbridas

Los ADNc humanos se aislaron a partir de ARN de páncreas humano (Ambion) o ARN de CMSPs humanas a partir 
de linfocitos normales de sangre periférica humanos (aproximadamente 5x10e6) utilizando kits RNAeasy QIAgen 
(Valencia, CA) y kits QIAshredder para homogeneizar los lisados celulares (Qiagen, Valencia, CA). Las CMSP 20
humanas se aislaron a partir de sangre humana heparinizada diluida 1:1 en D-TFS y se estratificaron en gradientes 
de Ficoll por medio de separación de linfocitos MSL (MP Biomedicals, Irvine, CA),.

El ARN de bazo de ratón se aisló utilizando kits RNAeasy QIAgen (Valencia, CA) a partir de aproximadamente 
5x10e6 esplenocitos. Las células se aglomeraron por centrifugación del medio de cultivo, y se utilizaron 5x10e6 25
células para preparar ARN. Se aisló el ARN de las células utilizando el kit RNAeasy QIAGEN (Valencia, Calif.), el kit 
de aislamiento de ARN total y QIAshredder QIAGEN de acuerdo con las instrucciones del fabricante anexas al kit. 
Uno a dos microgramos (1-2 µg) de ARN total se utilizaron como molde para preparar ADNc mediante transcripción 
inversa. El ARN, 300 ng de cebadores aleatorios, 500 ng de Oligo dT (12-18), y 1 μl de 25 mM de dNTPs se 
combinaron y desnaturalizaron a 80 ºC durante 5 minutos antes de la adición de la enzima. La transcriptasa inversa 30
Superscript III (Invitrogen, Life Technologies) se añadió al ARN además de una mezcla de cebador en un volumen 
total de 25 μl en presencia de tampón de segunda cadena 5 veces y 0,1 M DTT proporcionado con la enzima. La 
reacción de transcripción inversa se dejó proceder a 50 ºC durante una hora.

Entre 10-100 ng de ADNc se utilizaron en reacciones de amplificación por PCR utilizando cebadores específicos 35
para el gen de la nucleasa de interés (RNasaA, RNasa1, DNasa1, Trex1, DNasa1L3, etc.). Para las reacciones de 
clonación iniciales, los cebadores se diseñaron para aislar ADNc de longitud completa o productos de truncamiento 
que codifican el gen de interés. Los fragmentos de PCR de longitud completa o más cortos se aislaron por 
electroforesis en gel de agarosa, y se purificaron utilizando columnas QIAquick Qiagen para eliminar nucleótidos, 
cebadores, y productos amplificados no deseados. Los fragmentos purificados se clonaron con TOPO en vectores 40
de clonación pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se transformaron en bacterias competentes TOP10. Las colonias 
aisladas se recogieron en medios de caldo Luria que contenía 50 ug/ml de carbenicilina, y se cultivaron durante la 
noche para aislar plásmidos. Los clones con TOPO se identificaron sistemáticamente para insertos del tamaño 
correcto por digestión con enzimas de restricción EcoRI (NEB, Ipswich, MA) y electroforesis en gel de agarosa de los 
fragmentos digeridos. El análisis de la secuencia de ADN de clones positivos se realizó con ABI Ready Reaction Mix 45
v 3.1 y se analizó utilizando un secuenciador de ADN ABI 3730 XL. Una vez que se obtuvieron los clones correctos, 
otras modificaciones de secuencia se diseñaron y se realizaron reacciones de PCR para generar los alelos 
deseados o casetes de expresión. Los productos de truncamiento y alelos se generaron mediante mutagénesis por 
PCR utilizando cebadores solapados para la introducción de mutaciones en posiciones específicas en los genes. 
Los enlazadores se sintetizaron mediante PCR solapada utilizando los cebadores solapados internos y rondas 50
sucesivas de PCR para unir una secuencia adicional a cada extremo terminal. Las moléculas de nucleasa híbridas 
se ensamblaron como una variable de cadena de varios casetes intercambiables. Las moléculas de la realización 
preferente contienen un péptido líder fijo, un casete de nucleasa, un casete opcional que codifica una opción de 
diferentes enlazadores polipeptídicos, un casete de dominio Fc de Ig, ya sea con un codón de terminación o un 
enlazador en el extremo carboxilo del dominio CH3, y para moléculas de tipo resolvICase, un segundo casete 55
enlazador, seguido de un segundo casete de nucleasa. La Figura 12 ilustra la estructura de tipo casete de estas 
moléculas de nucleasa híbridas y ejemplos de secuencias potenciales insertadas en cada posición. Una vez que las 
moléculas de nucleasa híbridas se ensamblaron, se transfirieron a un plásmido de expresión pDG de mamífero 
apropiado para la expresión transitoria en células COS7 u otras células y la expresión estable en células CHO-DG44 
utilizando la selección para DHFR con metotrexato.60

Expresión transitoria de moléculas de nucleasa híbridas

Las células COS-7 se transfectaron transitoriamente con el vector de expresión pDG que contenía insertos de genes 
de la molécula nucleasa híbrida. El día antes de la transfección, las células se sembraron en 4x10e5 células por 65
placa de Petri de 60 mm en 4 ml de DMEM (crecimiento celular ThermoFisher/Mediatech) + medio de cultivo tisular 
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de SFB al 10 %. El medio basal DMEM se suplementó con 4,5 g/l de glucosa, piruvato de sodio, 4 mM de L-
glutamina, y aminoácidos no esenciales. El suero fetal bovino (Hyclone, Logan, UT ThermoFisher Scientific) se 
añadió al medio en un volumen final del 10 %. Las células se incubaron a 37 ºC, CO2 al 5 % durante la noche y 
tenían una confluencia de aproximadamente 40-80 % en el día de la transfección. El ADN plasmídico se preparó 
utilizando kits miniprep QIAprep de Qiagen (Valencia, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se eluyó 5
en 50 ul de tampón TE. Las concentraciones de ADN se midieron utilizando un espectrofotómetro Nanodrop 1000 
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington DE). El ADN plasmídico se transfectó utilizando el reactivo de transfección 
Polyfect (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, utilizando 2,5 ug de ADN plasmídico 
por placa de Petri de 60 mm y 15 ul de reactivo Polyfect en 150 ul de cócteles de transfección DMEM libres de 
suero. Después de la formación del complejo, las reacciones se diluyeron en 1 ml de medio de crecimiento celular 10
que contenía suero y todos los suplementos, y se añadieron gota a gota a las placas que contenían 3 ml de medio 
de cultivo completo DMEM fresco. Las transfecciones transitorias se incubaron durante 48-72 horas antes de 
recolectar los sobrenadantes del cultivo para su posterior análisis.

Generación de transfectantes CHO-DG44 estables que expresan las moléculas de nucleasa híbridas de interés15

La producción estable de las moléculas de nucleasa híbridas se logró mediante la electroporación de un plásmido 
seleccionable amplificable, pDG, que contiene el ADNc que incluye nucleasa-Ig bajo el control del promotor de CMV 
en células de ovario de hámster chino (CHO). El vector pDG es una versión modificada de pcDNA3 que codifica el 
marcador seleccionable DHFR con un promotor atenuado para aumentar la presión de selección para el plásmido. El 20
ADN plasmídico se preparó utilizando kits maxiprep Qiagen, y el plásmido purificado se linealizó en un sitio AscI 
único antes de la extracción con fenol y precipitación con etanol. El ADN de esperma de salmón (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO) se añadió como ADN portador, y 100 µg de cada uno de los ADN plasmídicos y portadores se utilizó 
para transfectar 107 células CHO-DG44 por electroporación. Las células se cultivaron hasta la fase logarítmica en 
medio Excell 302 (JRH Biosciences) que contenía glutamina (4 mM), piruvato, insulina recombinante, penicilina-25
estreptomicina y aminoácidos no esenciales 2x DMEM (procedentes de Life Technologies, Gaithersburg, Md.), en lo 
sucesivo referido como medio "Excell 302 completo". Los medios para las células no transfectadas también 
contenían HT (diluido a partir de una solución 100x de hipoxantina y timidina) (Invitrogen/Life Technologies). Los 
medios para las transfecciones bajo la selección contenían diferentes niveles de metotrexato (Sigma-Aldrich) como 
agente selectivo, que oscilan desde 50 nM a 1 μΜ. Las electroporaciones se realizaron a 280 voltios, 950 30
microfaradios. Se dejó que las células transfectadas se recuperaran durante la noche en medios no selectivos antes 
de la siembra en placas selectiva en placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar) en diferentes diluciones en serie 
que oscilan de 125 células/pocillo a 2.000 células/pocillo. Los medios de cultivo para la clonación celular era Excell 
302 completo, que contenía 50 nM de metotrexato. Una vez que la excrecencia clonal era suficiente, las diluciones 
en serie de los sobrenadantes del cultivo de los pocillos maestros se identificaron sistemáticamente para la 35
expresión de moléculas de nucleasa híbridas mediante el uso de un ELISA de tipo sándwich de IgG. Brevemente, 
las placas NUNC Immulon II se revistieron durante la noche a 4 ºC con 7,5 microgramos/ml de F(ab'2) de cabra anti-
IgG de ratón (KPL Labs, Gaithersburg, MD) o 2 ug/ml de IgG de cabra anti-humano o anti-ratón (Jackson 
ImmunoResearch, West Grove PA) en TFS. Las placas se bloquearon en TFS/ASB al 2,3 %, y las diluciones en 
serie de sobrenadantes de cultivo se incubaron a temperatura ambiente durante 2-3 horas. Las placas se lavaron 40
tres veces en TFS/Tween 20 al 0,05 % y se incubaron con F(ab'2) de cabra anti-IgG2a de ratón conjugado con 
peroxidasa de rábano picante (Southern Biotecnologías) e IgG de cabra anti-ratón (KPL) mezclados entre sí, cada 
uno a 1:3.500 en TFS/ASB al 1,0 %, o F(ab'2) de cabra anti-IgG1 de humano conjugado con peroxidasa de rábano 
picante (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a 1:2.500 durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Las 
placas se lavaron cuatro veces en TFS/Tween 20 al 0,05 %, y la unión se detectó con SureBlue Reserve, sustrato 45
TMB (KPL Labs, Gaithersburg, MD). Las reacciones se detuvieron mediante la adición de un volumen equitativo de 
HCl IN, y las placas se leyeron a 450 nm en un lector de placas Spectramax Pro (Microdevices, Sunnyvale CA). Los 
clones con la mayor producción de la molécula de nucleasa híbrida se ampliaron en matraces T25 y T75 para 
proporcionar un número adecuado de células para la congelación y para el incremento de la producción de la 
proteína de fusión. Los niveles de producción se aumentaron aún más en cultivos a partir de los cuatro mejores 50
clones mediante amplificación progresiva de medios de cultivo que contenían metotrexato. En cada pase sucesivo 
de células, el medio Excell 302 completo contenía una mayor concentración de metotrexato, de manera tal que solo 
las células que amplificaron el plásmido DHFR podrían sobrevivir.

Los sobrenadantes se recogieron de las células CHO que expresan la molécula de nucleasa híbrida, se filtraron a 55
través de filtros que expresan PES de 0,2 µm (Nalgene, Rochester, N.Y.) y se pasaron sobre una columna de 
proteína A-agarosa (agarosa reticulada IPA 300) (Repligen, Needham, Mass.). La columna se lavó con tampón de 
lavado de columna (90 mM de Tris-Base, 150 mM de NaCl, azida de sodio al 0,05 %, pH 8,7), y la proteína unida se 
eluyó utilizando tampón citrato 0,1 M, pH 3,0. Las fracciones se recogieron y se determinó la concentración de 
proteínas a 280 nm utilizando un espectrofotómetro de micromuestras Nanodrop (Wilmington DE), y la 60
determinación en blanco utilizando tampón citrato 0,1 M, pH 3,0. Las fracciones que contenían moléculas de 
nucleasa híbridas se agruparon, y el intercambio de tampón se realizó en espines en serie en TFS utilizando 
concentradores Centricon seguido de filtración a través de dispositivos de filtro de 0,2 μm para reducir la posibilidad 
de contaminación por endotoxinas.
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Ejemplo 13. Análisis de cinética enzimática para hRNasa1-G88D-hIgG1 [SCCH-P238S-K322S-P331S1.

La secuencia que expresa RNasa1 humana se aisló a partir de ARN de páncreas humano por transcripción inversa y 
amplificación por PCR de ADNc cebado al azar como se describe en el Ejemplo 12 para las moléculas de nucleasa. 
Los siguientes cebadores a 50 pmoles por reacción se utilizaron a partir del conjunto de cebadores enumerados en 5
la tabla de cebadores de PCR.

hRNasa5’edad: accggtaaggaatcccgggccaagaaattcc (SEQ ID NO: 16)
hRNasa3’bx: ctcgagatctgtagagtcctccacagaagcatcaaagtgg (SEQ ID NO: 17)

10
La forma mutante de RNasa G88D humana se creó utilizando los dos cebadores siguientes en PCR y las reacciones 
de PCR solapada para introducir una mutación en la posición 88 que altera la resistencia de la enzima al inhibidor 
citoplásmico.

hRNasaG88D-S: agactgccgcctgacaaacgactccaggtaccc (SEQ ID NO: 18)15
hRNAsaG88D-AS: gggtacctggagtcgtttgtcaggcggcagtct (SEQ ID NO: 19)

Las versiones tanto de tipo natural como mutantes de RNasa1 humana se aislaron y se clonaron como se ha 
descrito anteriormente para las moléculas de nucleasa híbridas. La secuencia de tipo natural se clonó utilizando los 
dos primeros cebadores enumerados anteriormente. Una vez que los fragmentos de RNasa se clonaron con TOPO 20
y se secuenciaron, los casetes de Agel-XhoI se transfirieron al vector de expresión pDG ya que contiene el inserto 
VK3LP humano y el casete de IgG1-TN humano. Las construcciones se verificaron mediante digestión, y el ADN 
plasmídico se preparó para transfecciones transitorias. Una vez que la función se confirmó a partir de las 
transfecciones transitorias a pequeña escala, las moléculas se transfectaron de forma estable en CHO-DG44 con el 
fin de expresar cantidades suficientes para su posterior análisis in vitro. La proteína de fusión RNasa1 humana de 25
tipo natural se muestra en la Tabla 2, hVK3LP-hRNasa1-TN-hIgGl-TN (SEQ ID NO: 163). Del mismo modo, la 
RNasa1 humana de tipo natural también se expresó como un gen de fusión con un dominio enlazador (gly4ser)4 
(SEQ ID NO: 125 o SEQ ID NO: 161) o (gly4ser)5 (SEQ ID NO: 126 o SEQ ID NO: 162) insertado entre el casete de 
hRNasa y el dominio Fc de hlgG1. El mutante G88D de RNasa1 humana también se expresó como un gen de fusión 
designado hVK3LP-hRNasa-G88D-hIgG1-TN (SEQ ID NO: 124 o 160) o hIgG1-SCCH-P238S-K322S-P331S (SEQ 30
ID NO: 174 o 175), enumerado en la Tabla 2.

El gráfico de Lineweaver Burk de la cinética enzimática para la hRNasa1-G88D-hIgG1 mutante [SCCH-P238S-
K322S-P331S] (SEQ ID NO: 175) se muestra en la Figura 13. Para definir adicionalmente las características 
funcionales de la proteína de fusión que expresa RNasa-Ig bivalente, se realizaron determinaciones preliminares de 35
la constante de Michaelis, Km. La cinética enzimática de la proteína de fusión que expresa RNasa1-Ig humana 
purificada se ensayó utilizando el sustrato RNase Alert (Ambion/IDT, San Diego, CA.) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante y la fluorescencia ensayó utilizando un lector de microplacas Spectramax M2 (Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA). Los datos de fluorescencia se recogieron en intervalos de 30 segundos en el transcurso 
de una incubación de 30 minutos, y se analizaron utilizando software SoftmaxPro (Molecular Devices). Las 40
velocidades de reacción en las diferentes concentraciones de sustrato se midieron y los datos se muestran en la 
forma de un gráfico de Lineweaver Burke.

Ejemplo 14. Análisis de la unión de hRNasa1-hl2G a líneas monocíticas humanas.
45

Las moléculas de nucleasa híbridas purificadas con proteína A que expresan hRNasa1-hlgG1-TN se incubaron con 
las estirpes celulares monocíticas humanas THP-1 o U937 para evaluar la unión mediada por FcR de moléculas que 
contienen Fc de tipo natural o mutante. La Figura 14 muestra el patrón de unión de hRNasa1-TN-hlgG1-TN (SEQ ID 
NO: 161) a estas dos estirpes celulares. Las células se incubaron con 5 ug/ml de proteína de fusión purificada en 
TFS/SFB al 2 % durante 45 minutos en hielo, se lavaron tres veces en TFS/SFB al 2 %, y se incubaron con IgG de 50
cabra anti-humano con FITC (Fc específico) (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a 1:200 durante 45 
minutos en hielo. Las células se lavaron dos veces en TFS/SFB al 2 % y se analizaron por citometría de flujo 
utilizando un citómetro de flujo por CCAF Canto (BD, Franklin Lakes, NJ), y el software FlowJo (TreeStar, Ashland, 
OR).

55
Ejemplo 15. Bloqueo de IgIV de la unión de hRNasa1-hlgG1 a líneas monocíticas humanas.

Las células THP-1 o U937 se preincubaron con IgIV a partir de 10 mg/ml y se realizaron diluciones en serie 10 veces 
a través de los pocillos de una placa de 96 pocillos. Las células (aproximadamente 1x10e6 por pocillo) se incubaron 
en hielo durante 45 minutos. Las células preunidas se lavaron dos veces y la hRNasa1-TN-hlgG1-TN conjugada con 60
AF750 (SEQ ID NO: 161) en aproximadamente 5 ug/ml se añadió a cada pocillo. Las reacciones de unión se 
incubaron 45 minutos en hielo, se lavaron dos veces en TFS/SFB al 2 %, y se analizaron por citometría de flujo 
como se ha descrito anteriormente. IgIV fue capaz de bloquear parcialmente la unión de la proteína de fusión de 
nucleasa marcada, pero incluso a 10 mg/ml, aún existe una unión residual detectable por encima del fondo. La FIG. 
15 muestra la actividad de bloqueo de IgIV humana para la unión a células U937 y THP-1 por hRNasa1-TN-hlgG1-65
TN (SEQ ID NO: 161).
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Ejemplo 16. Ensayo de actividad de Trex1-Ig.

Trex1 murino se clonó a partir de ADNc de ratón utilizando los cebadores listados a continuación:

mTrex1-5’edad: accggtatgggctcacagaccctgccccatggtcaca (SEQ ID NO: 20)5
mTrex1-3’bx: ctcgagatctgttgttccagtggtagccggagtgccgtacatg (SEQ ID NO: 21)

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 50 pmol de cada cebador en un volumen total de 50 ul, en virtud de 
un perfil de amplificación de 94 ºC durante 30 s; 50 ºC durante 60 s; 68 ºC durante 90 s para 35 ciclos de 
amplificación. Los productos de PCR se clonaron en el vector pCR2.1 y los clones se identificaron sistemáticamente 10
con TOPO como se ha descrito previamente para la clonación de genes de fusión de nucleasa prototipo. Una vez 
que se verificó la secuencia, los casetes se subclonaron en el vector de expresión pDG fusionado a la cola mlgG o 
se co-clonaron con uno de los enlazadores (g4s)n para construir moléculas Trex1-Ink con diferentes enlazadores de 
longitud. Los aislados plasmídicos se transfectaron transitoriamente en células COS como se ha descrito y los 
transfectantes estables CHO se generaron como se describe para los genes de fusión de nucleasa prototipo.15

Los genes de fusión se construyeron codificando Trex1Ig según se indica: los genes incorporan el péptido líder VK3 
humano fusionado a Trex1 murino truncado en el extremo terminal COOH por 72 aminoácidos (para eliminar las 
secuencias orientadas selectivamente nucleares intracelulares) fusionados a un enlazador (gly4ser)4 (SEQ ID NO: 
130) o (gly4ser)5 (SEQ ID NO: 131), fusionado al alelo IgG2a/c murino que incorpora algunos cambios de la 20
secuencia de IgGc del alelo de IgG2a Balb/c.

Las actividades exonucleasa de Trex1-Ig se midieron en reacciones de 30 ul que contenían 20 mM de Tris (pH 7,5), 
5 mM de MgCl2, 2 mM de DTT, utilizando un oligonucleótido de 36 meros como sustrato. Las reacciones de 
incubación se dejaron proceder durante 20-30 min a 37 ºC. Las muestras se sometieron a electroforesis de ADN en 25
geles de poliacrilamida al 23 % durante la noche. Los geles se incubaron en tampón TBE que contenía 0,5 ug/ml de 
bromuro de etidio. El ADN se visualizó mediante transiluminador UV y se fotografió utilizando una cámara digital 
Kodak EDAS 290 equipada con filtros de bromuro de etidio y se analizó utilizando software Kodak Molecular 
Imaging. Los resultados del ensayo de actividad trex1 para COS produjeron mTrex1-(g4s)4-mIgG2a-c (SEQ ID NO: 
166) y mTrex1-(g4s)5-mIgG2a-c (SEQ ID NO: 167) se muestran en la Figura 16.30

Ejemplo 17. Membrana Western de moléculas de nucleasa híbridas individuales que expresan mTrex1-Ig producidas 
por transfección transitoria COS-7.

Las células COS-7 se transfectaron transitoriamente con plásmidos que contenían moléculas de nucleasa híbridas 35
que codifican Trex1-Ig según se indica: los genes incorporan el péptido líder VK3 humano fusionado a Trex1 murino 
truncado en el extremo terminal COOH por 72 aminoácidos (para eliminar las secuencias de orientación selectiva de 
envoltura nuclear) fusionados a un enlazador (gly4ser)4 o (gly4ser)5, fusionados al alelo IgG2a/c murino que 
incorpora algunos cambios de la secuencia de IgGc del alelo de IgG2a Balb/c. Los sobrenadantes de COS se 
recolectaron después de 72 horas y las muestras de ,5-1,0 ml (dependiendo del experimento) se inmunoprecipitaron 40
durante la noche a 4 ºC con 100 ul de perlas de proteína A-agarosa. Las perlas de proteína A se centrifugaron y 
lavaron dos veces en TFS antes de la resuspensión en la reducción del tampón de carga de SDS-PAGE. Las 
muestras se trataron con calor a 100 ºC durante 5 minutos, las perlas de proteína A se centrifugaron para 
aglomerarse, y el tampón de muestra se cargó en geles de SDS-PAGE al 10 %. Las muestras se sometieron a 
electroforesis a 150 voltios durante 1,5-2 horas, y los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa a 30 45
mAmp durante 1 hora. Las membranas Western se bloquearon en TBS/leche descremada al 5 % durante la noche. 
Las membranas se incubaron con 1:2.500 cabra anti-IgG2a/c de ratón conjugado con PRP (peroxidasa de rábano 
picante) (específico de Fc, KPL) durante 1,5 horas a temperatura ambiente, se lavaron en TFS/Tween20 al 0,5 % 
cinco o más veces, y las membranas se desarrollaron utilizando reactivo ECL. La FIG. 17 muestra una membrana 
Western de inmunoprecipitados a partir de sobrenadantes de cultivo de COS7 que expresan proteínas de fusión 50
mTrex1-(g4s)4 (SEQ ID NO: 166) o (g4s)5-mIgG2a-c: (SEQ ID NO 167).

Ejemplo 18. Actividad de exonucleasa de proteínas de fusión derivadas de CHO que expresan DNasa1L3Ig.

DNasa1L3 se clonó a partir de ADNc de bazo de ratón utilizando el siguiente par de cebadores para clonar la 55
mDNasa1L3 incluyendo su secuencia peptídica líder nativa.

mdnasa1L3-NL: GTT AAG CTT GCC ACC ATG TCC CTG CAC CCA GCT TCC CCA CGC CTG (SEQ ID NO: 
22)
Mdnasa1L3-3bx: CTC GAG ATC TGA GGA GCG ATT GCC TTT TTT TCT CTT TTT GAG AG (SEQ ID NO: 23)60

Alternativamente, las reacciones de PCR se establecieron utilizando el siguiente par de cebadores para unirse al 
péptido líder VK3 humano en lugar del líder nativo.

mdnasa1L3-edad: ACC GGT CTA AGG CTC TGC TCC TTC AAT GTG AGG TCC TTT GGA (SEQ ID NO: 24)65
Mdnasa1L3-3bx: CTC GAG ATC TGA GGA GCG ATT GCC TTT TTT TCT CTT TTT GAG AG (SEQ ID NO: 25)
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Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 50 pmol de cada cebador en un volumen total de 50 ul, en virtud de 
un perfil de amplificación de 94 ºC durante 30 s; 50 ºC durante 60 s; 68 ºC durante 90 s para 35 ciclos de 
amplificación. Los productos de PCR se clonaron en el vector pCR2.1 y los clones se identificaron sistemáticamente 
con TOPO como se ha descrito previamente para la clonación de genes de fusión de nucleasa prototipo. Una vez 
que se verificó la secuencia, los casetes se subclonaron en el vector de expresión pDG fusionado a la cola mlgG. 5
Los aislados plasmídicos se transfectaron transitoriamente en células COS como se ha descrito y los transfectantes 
CHO estables se generaron como se describe para los genes de fusión de nucleasa prototipo.

La actividad de exonucleasa en extractos proteínicos de clones de CHO que expresan DNasa1L3Ig (SEQ ID NO: 
185) se midió en reacciones de 30 ul que contenían 20 mM de Tris (pH 7,5), 5 mM de MgCI2, 2 mM de DTT, y un 10
sustrato. La incubación duró 20-30 min a 37 ºC. Las muestras se analizaron luego en ADN en gel de agarosa 
durante la noche. El gel se incubó en tampón TBE que contenía bromuro de etidio. El ADN se visualizó bajo UV. Los 
resultados del análisis de digestión de cromatina se muestran en la Figura 18.

Ejemplo 19. Ajuste de la dosis de volúmenes crecientes de sobrenadante de CHO para la actividad exonucleasa.15

La Figura 19 muestra el análisis del ajuste de los patrones de digestión de exonucleasa obtenidos a partir de 
sobrenadantes de COS que expresan proteínas de fusión DNasa1L3Ig (SEQ ID NO: 183 o 185). Los ensayos de 
degradación del ADN nuclear se realizaron según se indica: las células HeLa se cultivaron en medio DMEM y se 
aislaron los núcleos a partir de 10e5 células utilizando lisis NP-40. Los núcleos se diluyeron en 200 ul de tampón de 20
reacción que contenía 10mM de Hepes (pH 7,0), 50 mM de NaCl, 2 mM de MgCl2, 2 mM de CaCl2, y 40 mM de b-
glicerofosfato. Los núcleos se incubaron durante 3 horas a 37 ºC en los volúmenes de sobrenadante de cultivo 
indicados en la figura a partir de células COS transfectadas con DNasa1L3. El ADN nuclear se aisló utilizando minikit 
blood DNA de QIAmp. El ADN se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. Para las reacciones de 
control, se utilizó heparina a 250 u.i/ml para inhibir la actividad nucleasa.25

Ejemplo 20: Construcción y expresión de moléculas de nucleasa híbridas de enzimas simple y dobles que expresan 
DNasa1-Ig.

Se han notificado alelos de origen natural de moléculas que expresan DNasa1 humana o similares a DNasa1. La 30
mutación A114F ha sido notificada previamente para producirse en las variantes naturales de enzimas similares a 
DNasa1 humana, y para dar como resultado la resistencia de la actina de las enzimas que contienen este cambio de 
secuencia. Véase Pan, CQ, Dodge TH, Baker DL, Prince WE, Sinicropi DV, y Lazarus RA. J Biol Chem 273: 18374-
18381, (1998); Zhen A, Parmelee D, Hyaw H, Coleman TA, Su K, Zhang J, Gentz R, Ruben S, Rosen C, y Li Y. 
Biochem y Biophys Res Comm 231: 499-504 (1997); y Rodríguez AM, Rodin D, H Nomura, Morton CC, Weremowicz 35
S, y Schneider MC. Genomics 42: 507-513 (1997).

De manera similar, la mutación G105R se ha notificado recientemente como un polimorfismo de un solo nucleótido 
en el gen que codifica la DNasa 1 humana que es polimórfica en algunas o todas las poblaciones, y que es relevante 
para la autoinmunidad. (Véase Yasuda T, Ueki M, Takeshita H, Fujihara J, Kimura-Kataoka K, Lida R, Tsubota E, 40
Soejima M, Koda Y, Dato H, Panduro A. Int J Biochem Cell Biol 42(7): 1216-25 (2010)). Las variantes alélicas en 
esta posición dieron como resultado isoformas de DNasa 1 que albergan una alta actividad relativa al tipo natural. 
Otra mutación polimórfica (R21S) de origen natural también se notificó para conferir una actividad superior. (Véase 
Yasuda, supra).

45
A pacientes con LES se les notificó que tenían niveles significativamente disminuidos de actividad de DNasa 1 
(Véase Martinez-Valle F, Balada E, Ordi-Ros J, Bujan-Rivas S, Sellas-Fernandez A, Vilardell-Tarres M. Lupus 18(5): 
418-423 (2009)).

Las variantes enzimáticas de origen natural pueden de este modo ser menos inmunogénicas cuando se administran 50
a pacientes, ya que estas isoformas se producen en la población humana. Se razonó que la combinación de 
propiedades de resistencia a actina de alelos similares a A114F con el aumento de la actividad enzimática de los 
alelos similares a G105R generaría nuevas variantes alélicas de DNasa1 humana que podrían mostrar una mejor 
actividad clínica in vitro e in vivo. Según nuestro conocimiento, el nuestro es la primera notificación de esta nueva 
forma mutante de DNasa1 generada a partir de una combinación de dos variantes de origen natural G105R y 55
A114F.

La DNasa 1 humana se aisló como se ha descrito previamente a partir de ARN de páncreas humano (Ambion), por 
ADNc cebado al azar y PCR utilizando los siguientes conjuntos de cebadores:

60
5ʹhDNasa1-edad: GTT ACC GGT CTG AAG ATC GCA GCC TTC AAC ATC CAG (SEQ ID NO: 26)
5ʹhDNasa1-bx: GTT CTC GAG ATC TTT CAG CAT CAC CTC CAC TGG ATA GTG (SEQ ID NO: 27)
Alternativamente, los casetes de DNasa 3ʹ se amplificaron por PCR utilizando el siguiente par de cebadores.
3’hDNasa1-RV: GTT GAT ATC CTG AAG ATC GCA GCC TTC AAC ATC CAG (SEQ ID NO: 28)
3’hDNasa1-terminación: GTT TCT AGA TTA TCA CTT CAG CAT CAC CTC CAC TGG ATA GTG (SEQ ID NO: 65
29)
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Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 50 pmol de cada cebador, 2 ul de ADNc, en un volumen total de 50 
ul utilizando Platinum PCR Supermix como se ha descrito previamente. El perfil de amplificación era de 94 ºC 
durante 30 s; 55 ºC durante 30 s; 68 ºC durante 90 s para 35 ciclos.

Una vez que el gen de tipo natural se amplificó por PCR, los fragmentos se sometieron a electroforesis en gel y 850 5
pb de fragmentos se purificaron mediante purificación en columna de QIAquick. Los fragmentos se clonaron en 
pCR2.1, se transformaron por clonación con TOPO de acuerdo con las instrucciones del fabricante como se 
describe para las otras construcciones. Una vez que se verificó la secuencia, los cebadores de PCR se utilizaron 
para generar subfragmentos que contienen alelos de origen natural para DNasa1 que han sido notificados para 
mejorar la actividad específica y mejorar la resistencia en la actividad inhibidora de la actina. Estos subfragmentos 10
contenían una secuencia de solapamiento, lo que permite la amplificación de subclones de Dnasa1 completos que 
contienen las variaciones alélicas deseadas. Las células COS 7 se transfectaron transitoriamente en placas de Petri 
de 60 mm utilizando el reactivo de transfección Polyfect (Qiagen, Valencia, CA). El ADN plasmídico se preparó 
utilizando kits miniprep QlAprep de Qiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los plásmidos se 
eluyeron en 50 ul de tampón TE. La concentración de ADN se midió utilizando el Nanodrop y una alícuota 15
equivalente a 2,5 ug de ADN plasmídico utilizado para cada reacción de transfección. Cada casete de expresión 
DNasalg (SEQ ID NOS: 118, 119, 120, 121, 122 o 123) o RNasa-Ig-DNasa (SEQ ID NOS: 115, 116, 117) se insertó 
en el vector de expresión de mamífero pDG, una derivado de pcDNA3.1. Se incubaron las células transfectadas 
durante 72 horas a 37 ºC, CO2 al 5 % antes de la recolección de los sobrenadantes del cultivo para su posterior 
análisis. Los sobrenadantes de cultivo se recolectaron, las células residuales se centrifugaron a partir de la solución, 20
y el líquido se transfirió a tubos nuevos.

Las células COS-7 se transfectaron transitoriamente con plásmidos que contenían alelos mutantes de DNasa1 
humana (SEQ ID NO: 118) o DNasa1 de origen natural o tipo salvaje (G105R y/o A114F) (SEQ ID NO: 115, 116, o 
117) fusionados al dominio Fc de IgG1 humana de tipo natural. Este casete bisagra-CH2-CH3 contiene una sola 25
mutación C→S en la región bisagra para eliminar la primera cisteína en este dominio, ya que no está apareado 
debido a la ausencia de su socio de apareamiento presente en la cadena ligera del anticuerpo. Además, las 
proteínas de fusión de múltiples nucleasas más complejas también se expresaron a partir de transfecciones 
transitorias de células COS. El análisis por membrana Western se realizó en los sobrenadantes de los transfectantes 
transitorios. Las moléculas mostradas en la Figura 20 contienen DNasa1 humana fusionada con el dominio Fc de 30
tipo natural de IgG1 humana (SEQ ID NO: 154, 155, 156, o 159) o incluyen RNasa1 humana (tipo natural) fusionada 
al dominio Fc de bisagra SCC-CH2-CH3 de IgG1 humana, seguido de un nuevo enlazador que contiene un sitio de 
glicosilación ligado a N para proteger el dominio enlazador de la escisión por proteasa, y las formas de alelo de tipo 
natural (SEQ ID NO: 153) o mutante (SEQ ID NO: 151 o 152) de DNasa1 humana en el extremo carboxi de la 
molécula. Los sobrenadantes de COS se recolectaron después de 72 horas y ,5-1,0 ml de muestras (dependiendo 35
del experimento) se inmunoprecipitaron durante la noche a 4 ºC con perlas de 100 ul de proteína A-agarosa. Las 
perlas de proteína A se centrifugaron y lavaron dos veces en TFS antes de la resuspensión en tampón de carga de 
SDS-PAGE, para la reducción o no reducción de geles NuPAGE del tampón de muestra LDS. Las muestras se 
calentaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante, las perlas de proteína A se centrifugaron para 
aglomerarse, y el tampón de muestra se cargó en geles de gradiente NuPAGE al 5-12 %. Las muestras se 40
sometieron a electroforesis a 150 voltios durante 1,5-2 horas, y los geles se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa a 30 mAmp durante 1 hora. Las membranas Western se bloquearon en TBS/leche descremada al 5 % 
durante la noche. Las membranas se incubaron con 1:2500 IgG de cabra anti-humano conjugada con PRP 
(peroxidasa de rábano picante) (específico de Fc, Jackson Immunoresearch) o IgG de cabra anti-ratón durante 1,5 
horas a temperatura ambiente, se lavaron en TFS/Tween20 al 0,5 % cinco o más veces, y las membranas se 45
desarrollaron utilizando reactivo ECL.

Ejemplo 21 Identificación sistemática de los sobrenadantes de COS para la actividad de la enzima nucleasa.

La Figura 21 muestra los resultados de ensayos del análisis de la actividad de RNasa (DERS) en sobrenadantes de 50
COS recolectados que expresan proteínas de fusión hDNAsallg y hRNasa1-Ig-hDNasa1 por DERS.

Los sobrenadantes de COS de transfecciones transitorias de las nucleasas individuales o multiespecíficas de 
hDNasalg se ensayaron para la actividad de la nucleasa como se indica. Un gel de agarosa al 2 % se preparó con 
agua destilada. Poli-C (Sigma) se disolvió en agua destilada a 3 mg/ml. La placa de gel se preparó según se indica: 55
1,5 ml de tampón de reacción (Tris-HCl 0,2 M, pH 7,0, 40 mM de EDTA y 0,1 mg/ml de bromuro de etidio), 1 ml de 
poli-C y 0,5 ml de agua se colocaron en el tubo y se mantuvieron a 50 ºC durante 5 min. Se añadieron 3 ml de 
agarosa (mantenida a 50 ºC) en el tubo. La mezcla se vertió inmediatamente sobre la placa de vidrio. Los pocillos de 
muestreo se perforaron en el gel. Aproximadamente 2 ul de cada muestra se cargaron y el gel se incubó a 37 ºC 
durante 4 horas en la cámara húmeda. A continuación, el gel se incubó en un tampón (20 mM de acetato de sodio, 60
pH 5,2, 20 mg/ml de bromuro de etidio) en hielo durante 30 min. Los geles se fotografiaron en un transiluminador UV 
utilizando un sistema DC290 de cámara digital Kodak equipado con filtros de bromuro de etidio y se analizaron 
utilizando el software Kodak Molecular Imaging.

La Figura 22 muestra una figura mixta que presenta los resultados de los ensayos de la actividad de la nucleasa 65
DNasa realizados en sobrenadantes de COS de células transfectadas. Los sobrenadantes de cultivo se recolectaron 
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72 horas después de la transfección de los siguientes clones de proteínas de fusión que expresan Ig de tipo natural 
y mutante de DNasa1: (1) 090210-8 = hDNAsa1-TN-hIgG1 TN (SEQ ID NO: 154); (2) 090210- 9 = hDNasa1-G105R; 
A114F-hIgG1 TN (SEQ ID NO: 159); (3) 091210-8 = hRNasa1-TN-hIgG1-TN-DNasa1-G105R; A114F (SEQ ID NO: 
151), y (4) 091210-14 = hRNasa-TN-hIgG1-TN-DNasa1-A114F (SEQ ID NO: 152).

5
El pH de los sobrenadantes se ajustó a ,0 con tampón de bicarbonato para facilitar la unión de las proteínas de 
fusión Ig expresada a perlas de proteína A-agarosa. El panel A de la Figura 23 muestra el análisis de electroforesis 
en gel de la digestión de ADN plasmídico: la suspensión de proteína A-agarosa (50 ul por muestra) se lavó en TFS, 
y se incubó durante la noche a 4 ºC con 100 ul del sobrenadante del cultivo para inmunoprecipitar proteínas de 
fusión Ig. Los inmunoprecipitados se lavaron 4-5 veces en 750 ul de TFS, se centrifugaron a aproximadamente 10
3.500 rpm, seguido por la aspiración de TFS. Los precipitados de una proteína A final se resuspendieron en 50 ul de 
tampón de reacción que contenía 20 mM de Tris pH 7,5, 2 mM de CaCI2 y 2 mM de MgCI2 que contiene 1,5 ug de 
ADN plasmídico (vector de expresión pDG). Las reacciones se incubaron durante 30 minutos a 37 ºC, se calentaron 
a 65 ºC durante 5 min, y el ADN presente en las reacciones se analizó por electroforesis en gel de agarosa en TBE-
geles de agarosa al 1,5 %.15

El panel B muestra los resultados de un ensayo de actividad de la nucleasa realizado en los mismos sobrenadantes 
de cultivo utilizando el kit DNase Alert (IDT/Ambion). Los tubos de reacción que contienen el sustrato liofilizado 
DNase Alert (50 pmoles) se resuspendieron con 5 ul de ddH2O libre de nucleasa suministrado con el kit, 5 ul 10X de 
tampón DNase alert, y 40 ul de suspensión de proteína A inmunoprecipitada según se indica: para estas 20
inmunoprecipitaciones, 50 ul de perlas de proteína A-agarosa se incubaron durante la noche con 50 ul del 
sobrenadante del cultivo. Las muestras se lavaron a continuación 5 veces con 0,75 ml de TFS. Los precipitados de 
proteína A final se resuspendieron en 80 ul de ddH2O libre de nucleasa, y 40 ul de la suspensión (la mitad del 
precipitado) se transfirió a los tubos de reacción. Los controles negativos con IP transfectada de manera simulada y 
ddH2O también se establecieron. Un control positivo también se estableció conteniendo DNasa1 proporcionada con 25
el kit (2 unidades). Las reacciones se incubaron 1 hora a 37 ºC y se expusieron a una longitud de onda corta de 
transiluminación UV para visualizar la fluorescencia. Las cantidades relativas de la digestión del ADN se indican 
mediante el grado de fluorescencia.

Ejemplo 22. Examen de células positivas mac-2 en ratones DTg.30

La mortalidad temprana del lupus se debe en general a nefritis o infección resultante de la inmunosupresión por 
tratar la nefritis. Por lo tanto, un resultado extremadamente importante para cualquier nueva terapia es la mejora en 
la nefritis. Mientras que los estudios en seres humanos se limitan a la cuantificación de la proteinuria y creatinina, en 
ratones se puede obtener una evaluación precisa de la inflamación y el daño a los riñones por histología e 35
inmunocitoquímica. Se notifica que los ratones dobles transgénicos (DTg) que expresan TLR7.1 x RNasa mostraron 
anticuerpos anti-ARN más bajos, menos activación de células B, menos depósitos inmunitarios y menos glomérulos 
de tinción de PAS positiva. Se comparó aún más la infiltración de macrófagos de los riñones utilizando el anticuerpo 
anti-Mac-2 (galectina3) (Iyoda et al. Nephrol Dial Transplant 22: 3451, 2007). Las secciones congeladas de los 
riñones obtenidos de ratones simples o dobles Tg se examinaron para las cantidades de macrófagos Mac-2+, así 40
como el tamaño glomerular como se describe (Iyoda et al.). Veinte glomérulos seleccionados al azar (del lado 
exterior al lado interior del riñón) se contaron para células positivas. Hay muchas menos células de tinción positiva 
mac-2 en los glomérulos de DTgs en comparación con ratones simples Tg (datos no mostrados). Los resultados del 
recuento de 20 glomérulos por ratón en un estudio piloto de n = 4-5 en cada grupo revelaron una media +/- EE de 
3,8 +/- 1,1 y 1,4 +/- 0,2 para ratones simples frente a DTg respectivamente, p = 0,05. Además, se cuantificó el 45
tamaño del ovillo glomerular y se observó una reducción significativa en el tamaño del ovillo glomerular en los 
ratones DTg (179,4 +/- 41 frente a 128 +/- 16,8 um2 en un ratón simple frente a DTg respectivamente, p = 0,037).

Ejemplo 23. Valor de Km de la proteína de fusión que expresa RNasaA-Ig murina purificada
50

Para definir aún más las características funcionales de la proteína de fusión que expresa RNasa-Ig bivalente (SEQ 
ID NO: 150), se realizaron determinaciones de la constante de Michaelis, Km. Como se muestra en la Fig. 23, la 
enzima tiene una alta afinidad con un valor Km provisional de 280 nM (como comparación, la RNasa A tiene un valor 
Km de 34 nM utilizando poliC como sustrato (delCardayre et al, Prot Eng 8:261, 1995)). La Fig. 23 muestra la 
cinética enzimática que se analizó utilizando el sustrato Rnase Alert (Ambion/IDT) y la fluorescencia se cuantificó 55
con un lector de microplacas Spectramax M2. Los datos se analizaron utilizando el software Softmax Pro (Molecular 
Devices). Las velocidades de reacción en las diferentes concentraciones de sustrato se midieron y los datos se 
muestran como un gráfico de Lineweaver- Burk. El valor Km aparente corregido para el volumen es de 280 nM.

Ejemplo 24. Análisis de ratones Tg 564Igi para anticuerpos anti-ARN.60

Ratones Tg 564Igi: el Dr. Imanishi-Kara insertó los genes VDJ reordenados a partir del hibridoma H564 en el loci Igh
e Igk endógeno para crear el ratón 564Igi en un antecedente B6. Los sueros de estos ratones tiñeron el citoplasma y 
los nucleolos de las células fijadas indican una especificidad anti-ARN predominante. Consistente con este hallazgo 
y de especial relevancia para esta solicitud de patente, la producción de anticuerpos se inhibió cuando estos ratones 65
se hicieron deficientes de TRL7 lo que indica que el estímulo para la producción de anticuerpos es de hecho ARN. 
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Esta cepa de ratón desarrolla glomerulonefritis de aparición tardía. Se analizó la expresión de anticuerpos anti-ARN 
en ratones transgénicos para H564 y también los ratones dobles transgénicos coexpresan transgenes 564Ig y 
RNasa. La Figura 24 compara los niveles de anticuerpos anti-ARN en suero de ratón en intervalos sucesivos al igual 
que estos ratones transgénicos de la misma edad.

5
Véase Gavalchin, J., R.A. Seder, y S.K. Datta. 1987. The NZB X SWR model of lupus nephritis. I. Crossreactive 
idiotypes of monoclonal anti-DNA antibodies in relation to antigenic specificity, charge, and allotype. Identification of 
interconnected idiotype families inherited from the normal SWR and the autoimmune NZB parents. J. Immunol. 
138:128-137; y Berland, R., L. Fernandez, E. Kari, J.H. Han, I. Lomakin, S. Akira, H.H. Wortis, J.F. Kearney, A.A. 
Ucci, y T. Imanishi-Kari. 2006. Toll-like receptor 7-dependent loss of B cell tolerance in pathogenic autoantibody 10
knockin mice. Immunity 25:429-440.

Ejemplo 25. Evaluación in vitro de la actividad biológica de la molécula de nucleasa híbrida.

Una o más moléculas de nucleasa híbridas se purifican, p. ej., por cromatografía de afinidad o intercambio iónico 15
como se ha descrito previamente en los ejemplos anteriores. En algunos ejemplos, la molécula de nucleasa híbrida 
es un polipéptido. En algunos ejemplos, la molécula de nucleasa híbrida incluye una o más secuencias de la Tabla 
2. En algunos ejemplos, la molécula es SEQ ID NO: 161, 162, o 163. En algunos ejemplos, la molécula incluye SEQ 
ID NO: 145 y SEQ ID NO: 149. En algunos ejemplos, la molécula es SEQ ID NO: 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 
158, 159, 160, 161, 162, 163, 166, 167, 169, 170, 171, 173, 175, 177, 179, 181, 187, 189, 191, 193, 195, 197, 199, 20
201, 203, 205, o 207. La molécula de nucleasa híbrida puede ser cualquiera de las desveladas en la presente 
memoria y cualquiera que pueda ser construida a partir de las secuencias desveladas en la presente memoria 
(véase la Tabla 2), p. ej., tomando un dominio nucleasa y ligándolo a un dominio Fc; o, p. ej., tomando un dominio 
nucleasa y ligándolo a un dominio Fc con un dominio enlazador. Varios dominios enlazadores (p. ej., los descritos en 
la presente memoria) pueden utilizarse para ligar los dominios Fc y/o dominios nucleasa. Por ejemplo, pueden 25
utilizarse los dominios enlazadores de 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, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 o más aminoácidos de longitud. Las moléculas se 
ensayan para determinar la actividad de nucleasa específica in vitro utilizando ensayos cualitativos para verificar que 
poseen la función de nucleasa deseada. Las actividades específicas se determinan en general por ensayos cinéticos 
basados en fluorescencia que utilizan sustratos, tales como reactivos del kit RNase o DNase Alert, y un lector de 30
placas de fluorescencia configurado para tomar lecturas como una función del tiempo. Además, las soluciones de 
proteínas se comprueban en general para la contaminación por endotoxinas utilizando kits disponibles 
comercialmente, tales como el kit de lisado de amebocitos de Limulus (LAL) de Pyrotell, 0,06 UE/ml de límite de 
detección de Cape Cod, Inc. (E. Palmouth, MA). Las moléculas se ensayan después utilizando una variedad de 
ensayos in vitro para la actividad biológica.35

Una serie de ensayos in vitro medirán el efecto de las moléculas en la producción de citoquinas por CMSP humanas 
en respuesta a diversos estímulos en presencia o ausencia de las moléculas en los cultivos. Las CMSP normales o 
de un paciente humano (aproximadamente 1x10e6 células) se cultivan durante 24, 48, o 96 horas dependiendo del 
ensayo. Las CMSP se cultivan en presencia de estímulos, tales como ligandos TLR, anticuerpos coestimuladores, 40
complejos inmunitarios, y sueros normales o autoinmunitarios. Los efectos de las moléculas en la producción de 
citoquinas se miden utilizando reactivos disponibles comercialmente, tales como los kits de par de anticuerpos de 
Biolegend (San Diego, CA) para IL-6, IL-8, IL-10, IL-4, IFN-gamma, FNT-alfa. Los sobrenadantes de cultivo a partir 
de cultivos in vitro se recolectan a las 24, 48 horas o en puntos temporales posteriores para determinar los efectos 
de las moléculas en la producción de citoquinas. La producción de IFN-alfa se mide utilizando, p. ej., anticuerpos 45
IFN-alfa anti-humanos y reactivos de curva convencionales disponibles a partir de una fuente de interferón PBL 
(Piscataway, NJ). Un conjunto similar de ensayos se realiza utilizando subpoblaciones de linfocitos humanos 
(monocitos aislados, células B, pDCs, células T, etc.); purificadas utilizando, p. ej., kits comercialmente disponibles 
de aislamiento a base de perlas magnéticas disponibles de Miltenyi Biotech (Auburn, CA).

50
Además, el efecto de las moléculas en la expresión de los receptores de activación de linfocitos, tales como CD5, 
CD23, CD69, CD80, CD86, y CD25 se evalúa en diversos puntos temporales después de la estimulación. Las CMSP 
o subpoblaciones celulares aisladas se someten a citometría de flujo de múltiples colores para determinar cómo 
estas moléculas afectan a la expresión de diferentes receptores asociados con la activación celular inmunitaria.

55
Otro conjunto de ensayos medirá los efectos de estas moléculas en la proliferación de diferentes subpoblaciones de 
linfocitos in vitro. Estos ensayos utilizarán, p. ej., tinción CFDA-SE (Invitrogen, Carlsbad, CA) de CMSPs humanas 
antes de la estimulación. CFSE en 5 mM se diluye a 1:3000 en TFS/ASB al 0,5 % con 10e7-10e8 CMSPs o 
subconjuntos de células purificadas y reacciones de marcado se incubaron durante 3-4 minutos a 37 ºC antes de 
lavarse varias veces en RPMI/SFB al 10 % para eliminar CFSE restante. Las células marcadas con CFSE se 60
incuban a continuación en reacciones de co-cultivo con diversos estímulos (ligandos TLR, anticuerpos 
coestimuladores, etc.) y las moléculas durante 4 días antes del análisis de proliferación celular por citometría de flujo 
utilizando anticuerpos específicos de la subpoblación celular conjugada con colorante.

El efecto de estas moléculas en la maduración in vitro de monocitos en DCs y macrófagos también se evaluó 65
utilizando ambas muestras de CMSP normales y de pacientes.
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La eficacia de una molécula de nucleasa híbrida se demuestra comparando los resultados de un ensayo de células 
tratadas con una molécula de nucleasa híbrida desvelado en la presente memoria con los resultados del ensayo de 
las células tratadas con formulaciones de control. Después del tratamiento, los niveles de los diversos marcadores 
(p. ej., citoquinas, receptores de superficie celular, proliferación) descritos anteriormente se mejoran generalmente 
en un grupo tratado con una molécula efectiva con respecto a los niveles de los marcadores existentes antes del 5
tratamiento, o con relación a los niveles medidos en un grupo de control.

Ejemplo 26: Administración de una molécula de nucleasa híbrida a un mamífero que la necesita.

En el estudio se utilizan mamíferos (p. ej., ratones, ratas, roedores, seres humanos, conejillos de indias). A los 10
mamíferos se les administra (p. ej., por vía intravenosa) una o más moléculas de nucleasa híbridas que comprenden 
una o más secuencias de la Tabla 2 o un control. En algunos ejemplos, la molécula es SEQ ID NO: 161, 162, o 163. 
En algunos ejemplos, la molécula incluye SEQ ID NO: 145 y SEQ ID NO: 149. En algunos ejemplos, la molécula es 
SEQ ID NO: 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 166, 167, 169, 170, 171, 173, 175, 
177, 179, 181, 187, 189, 191, 193, 195, 197, 199, 201, 203, 205, o 207. La molécula de nucleasa híbrida puede ser 15
cualquiera de las desveladas en la presente memoria y cualquiera que pueda ser construida a partir de las 
secuencias desveladas en la presente memoria (véase la Tabla 2), p. ej., tomando un dominio nucleasa y ligándolo a 
un dominio Fc; o, p. ej., tomando un dominio nucleasa y ligándolo a un dominio Fc con un dominio enlazador. Varios 
dominios enlazadores (p. ej., los descritos en la presente memoria) pueden utilizarse para ligar los dominios Fc y/o 
dominios nucleasa. Por ejemplo, pueden utilizarse los dominios enlazadores de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 20
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 o más 
aminoácidos de longitud. En algunos ejemplos, la molécula de nucleasa híbrida se formula de un portador 
farmacéuticamente aceptable. En algunos ejemplos, la molécula se formula como se describe en la sección de 
composiciones farmacéuticas anterior. La molécula de nucleasa híbrida se orienta selectivamente a RNasa y/o 
DNasa.25

Se utilizan múltiples rondas de dosis cuando se considere útil. Se controlan los efectos en los niveles de IFN-alfa, los 
niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, la función y la patología renal, y/o los 
niveles de complejos inmunitarios circulantes en los mamíferos. Estudios similares se realizan con diferentes 
protocolos de tratamiento y vías de administración (p. ej., administración intramuscular, etc.). La eficacia de una 30
molécula de nucleasa híbrida se demuestra mediante la comparación de los niveles de IFN-alfa, los niveles de 
genes de respuesta a IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, la función y la patología renal, y/o los niveles de 
complejos inmunitarios circulantes en los mamíferos tratados con una molécula de nucleasa híbrida desvelados en 
la presente memoria para mamíferos tratados con formulaciones de control.

35
En un ejemplo, un sujeto humano en necesidad del tratamiento se selecciona o identifica. El sujeto puede estar en 
necesidad de, p. ej., reducir una causa o síntoma de LES. La identificación del sujeto se puede producir en un 
entorno clínico, o en otro lugar, p. ej., en el domicilio del sujeto a través de uso propio por parte del sujeto de un kit 
de autodiagnóstico.

40
En el tiempo cero, una primera dosis adecuada de una molécula de nucleasa híbrida se administra al sujeto. La 
molécula de nucleasa híbrida se formula como se describe en la presente memoria. Después de un periodo de 
tiempo después de la primera dosis, p. ej., 7 días, 14 días, y 21 días, se evalúa la condición del sujeto, por ejemplo, 
midiendo los niveles de IFN-alfa, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, la 
función y la patología renal, y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes. Otros criterios pertinentes también 45
se pueden medir. El número y la potencia de las dosis se ajustan de acuerdo a las necesidades del sujeto.

Después del tratamiento, los niveles de IFN-alfa del sujeto, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los títulos 
de autoanticuerpos, la función y la patología renal, y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes se reducen 
y/o mejoran con respecto a los niveles existentes antes del tratamiento, o con relación a los niveles medidos en un 50
sujeto aquejado de manera similar pero no tratado/de control.

En otro ejemplo, un sujeto roedor en necesidad del tratamiento se selecciona o identifica. La identificación del sujeto 
puede producirse en un entorno de laboratorio o en otra parte.

55
En el tiempo cero, una primera dosis adecuada de una molécula de nucleasa híbrida se administra al sujeto. La 
molécula de nucleasa híbrida se formula como se describe en la presente memoria. Después de un periodo de 
tiempo después de la primera dosis, p. ej., 7 días, 14 días, y 21 días, se evalúa la condición del sujeto, p. ej., 
midiendo los niveles de IFN-alfa, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, la 
función y la patología renal, y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes. Otros criterios pertinentes también 60
se pueden medir. El número y la potencia de las dosis se ajustan de acuerdo a las necesidades del sujeto.

Después del tratamiento, los niveles de IFN-alfa del sujeto, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los títulos 
de autoanticuerpos, la función y la patología renal, y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes se reducen 
y/o mejoran con respecto a los niveles existentes antes del tratamiento, o con relación a los niveles medidos en un 65
sujeto aquejado de manera similar pero no tratado/de control.
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TABLAS

Tabla 1
Listado de cebadores para las construcciones de genes de fusión que expresan 
Rnasa-Dnasa-Ig

SEQ 
ID 
NO:

Nombre Secuencia

- Cebadores humanos:
30 mahIgG1CH2M tgtccaccgtgtccagcacctgaactcctgggtggatcgtcagtcttcc
31 huIgG1-H1 agatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgt
32 hIgG1-5scc gaagatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgt
33 hIgG1SSSH gttagatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatct
34 mahIgG1S

35 P331S aaggtctccaacaaagccctcccagcctccatcgagaaaacaatctcc
36 P331AS gttttctcgatggaggctgggagggctttgttggagacc
37 5’hrnasa

38 3’hrnasabx ctcgagatctgtagagtcctccacagaagcatcaaagtgg
39 5’hrnasaedad accggtaaggaatcccgggccaagaaattcc
40 3’hRNasaRV gatatcccttccctgggcaaggaatcccgggccaagaaattccag
41 3’hRNasa-

parada
gtttctagattattaggtagagtcctccacagaagcatcaaagtg

42 hdnasa1L3-5NL

43 hdnasa1L3-3bx

44 hDNasa1L3-
5edad

accggtatgaggatctgctccttcaacgtcaggtcctttgg

45 5’hDNasa1-
edad

GTT ACC GGT CTG AAG ATC GCA GCC TTC AAC ATC CAG

46 5’hDNasa1-bx

47 3’hDNasa1-RV GTT GAT ATC CTG AAG ATC GCA GCC TTC AAC ATC CAG
48 3’hDNasa1-

terminación

49 hDNasa1 s105-
114

50 hDNasa1-
as114-105

51 hDNasa1-as114

52 hDNasa1-s114

53 hTrex1-5’edad accggtatgggccctggagctcgcagacagggcag
54 hTrex1-3’bx ctcgagatctttggtcctagcagaggctgtgacc
55 hTrex1 -5’ AX accggtctcgagatgggccctggagctcgcagacagg
56 hTrex1-

3’xhon.º2
ctcgagtttggtcctagcagaggctgtgacc

Cebadores murinos:
57 mTrex1-5’edad accggtatgggctcacagaccctgccccatggtcaca
58 mTrex1-3’bx ctcgagatctgttgttccagtggtagccggagtgccgtacatg
59 mdnasa1L3-5NL

60 mdnasa1L3-3bx

61 mrib1-NL

62 mrib3NH2
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Tabla 1
Listado de cebadores para las construcciones de genes de fusión que expresan 
Rnasa-Dnasa-Ig

SEQ 
ID 
NO:

Nombre Secuencia

63 muIgG2aCH2

64 mIgG2a-5

65 mIgG2a-5scc gaagatctcgagcccagaggtcccacaatcaagccctctcctcca
66 muIgG2aSSSH atcaagccctctcctccatctaaatccccagcacctaac
67 mIgG2aKP5

68 mIgG2aKP3

69 mIgG2a3S gtttctagattatcatttacccggagtccgagagaagctcttagtcgt
Otros cebadores para mutaciones de cola diferentes y genes de fusión 
multiespecíficos:

70 hIgG1-3ns-ns gctagctccgtcgactttacccggagacagagagagg
71 K322S

72 K322AS

73 hIgG1N297S ccgcgggaggagcagtacagcagcacgtaccgtgtggtcagcgtc
74 hIgG1N297S3 gacgctgaccacacggtacgtgctgctgtactgctcctcccgcgg
75 mIgG2aNS gatatctctagatttacccggagtccgagagaagctcttagtcgt
76 mIgG2a3ns-sal gatatctccggagtcgactttacccggagtccgagagaagctcttag
77 mIgG2N297S5 cacaaacccatagagaggattacagcagtactctccgggtggtc
78 mIgG2N297S3 gaccacccggagagtactgctgtaatcctctctatgggtttgag
79
80 g4s4clnk3

81 g4s4clnk5

82 Nlnkgly5 aaagtcgacggagctagcagccccgtgaacgtgagcagccccagcgtg
83 Nlnkgly3 cccatgatatcctgcacgctggggctgctc
84 hdnasaledad

85 hdnasa1L3-3S

86 mdnasa1L3-3S

87 mdnasa1L3-
edad

88 mrib-L5’

89 mrib5X

90 mrib3X

91 hRNasaG88D-S agactgccgcctgacaaacgactccaggtaccc
92 hRNAsaG88D-

AS
gggtacctggagtcgtttgtcaggcggcagtct

93 g4s5-5-1

94 g4s5-2s

95 g4s5-asxho
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Tabla 1
Listado de cebadores para las construcciones de genes de fusión que expresan 
Rnasa-Dnasa-Ig

SEQ 
ID 
NO:

Nombre Secuencia

96 g4s4-5’

97 g4s4-3’

98 g4s5-5 GTT AGA TCT CTC CGG AGG AGG TGG CTC A
99 g4s5-3 ACC GGT CTC GAG ACT CCC ACC TCC TCC AGA TC
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSITY OF WASHINGTON5

<120> COMPOSICIONES TERAPEUTICAS DE NUCLEASAS Y MÉTODOS

<130> 27067-17583 PCT
10

<140> PCT/US10/55131 
<141> 02-11-2010

<150> 61/370.752 
<151> 04-08-201015

<150> 61/257.458 
<151> 02-11-2009

<160> 22320

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1 
<211> 42 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 30

<400> 1
gttaagcttg ccaccatggg tctggagaag tccctcattc tg 42

<210> 2 35
<211> 39 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 40
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 2
gataccaccg gtagggaatc tgcagcacag aagtttcag 39

45
<210> 3 
<211> 40 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

50
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 
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<400> 3
ggctcgagca cagtagcatc aaagtggact ggtacgtagg 40

<210> 4 
<211> 48 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 10

<400> 4
aaatctagac ctcaaccagg tagggaatct gcagcacaga agtttcag 48

<210> 5 15
<211> 43 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 

<400> 5
tctagactat cacacagtag catcaaagtg gactggtacg tag 43

25
<210> 6 
<211> 49 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 6
tgtccaccgt gtccagcacc tgaactcctg ggtggatcgt cagtcttcc 4935

<210> 7 
<211> 49 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 745
agatctcgag cccaaatctt ctgacaaaac tcacacatgt ccaccgtgt 49

<210> 8 
<211> 51 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 8
tctagattat catttacccg gagacagaga gaggctcttc tgcgtgtagt g 51

<210> 9 
<211> 58 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 9
cctccatgca aatgcccagc acctaacctc ttgggtggat catccgtctt catcttcc 58

<210> 10 
<211> 45 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 10
gaagatctcg agcccagagg tcccacaatc aagccctctc ctcca 45

<210> 11 15
<211> 48 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 11
gtttctagat tatcatttac ccggagtccg agagaagctc ttagtcgt 48

25
<210> 12 
<211> 49 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 12
agatctcgag cccaaatctt ctgacaaaac tcacacatgt ccaccgtgt 4935

<210> 13 
<211> 39 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 1345
gttttctcga tggaggctgg gagggctttg ttggagacc 39

<210> 14 
<211> 48 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 14
aaggtctcca acaaagccct cccagcctcc atcgagaaaa caatctcc 48

<210> 15 
<211> 51 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 15
tctagattat catttacccg gagacagaga gaggctcttc tgcgtgtagt g 51

<210> 16 
<211> 31 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 16
accggtaagg aatcccgggc caagaaattc c 31

<210> 17 15
<211> 40 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 17
ctcgagatct gtagagtcct ccacagaagc atcaaagtgg 40

25
<210> 18 
<211> 33 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 18
agactgccgc ctgacaaacg actccaggta ccc 3335

<210> 19 
<211> 33 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 1945
gggtacctgg agtcgtttgt caggcggcag tct 33

<210> 20 
<211> 37 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 20
accggtatgg gctcacagac cctgccccat ggtcaca 37

<210> 21 
<211> 43 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 21
ctcgagatct gttgttccag tggtagccgg agtgccgtac atg 43

<210> 22 
<211> 45 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 22
gttaagcttg ccaccatgtc cctgcaccca gcttccccac gcctg 45

<210> 23 15
<211> 44 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 23
ctcgagatct gaggagcgat tgcctttttt tctctttttg agag 44 
<210> 2425

<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 24
accggtctaa ggctctgctc cttcaatgtg aggtcctttg ga 4235

<210> 25 
<211> 44 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 2545
ctcgagatct gaggagcgat tgcctttttt tctctttttg agag 44

<210> 26 
<211> 36 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 26
gttaccggtc tgaagatcgc agccttcaac atccag 36

<210> 27 
<211> 39 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 27
gttctcgaga tctttcagca tcacctccac tggatagtg 39

<210> 28 
<211> 36 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 28
gttgatatcc tgaagatcgc agccttcaac atccag 36

<210> 29 15
<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 29
gtttctagat tatcacttca gcatcacctc cactggatag tg 42

25
<210> 30 
<211> 49 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 30
tgtccaccgt gtccagcacc tgaactcctg ggtggatcgt cagtcttcc 4935

<210> 31 
<211> 49 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 3145
agatctcgag cccaaatctt ctgacaaaac tcacacatgt ccaccgtgt 49

<210> 32 
<211> 42 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 32
gaagatctcg agcccaaatc ttctgacaaa actcacacat gt 42

<210> 33 
<211> 43 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 33
gttagatctc gagcccaaat cttctgacaa aactcacaca tct 43

<210> 34 
<211> 51 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético10

<400> 34
tctagattat catttacccg gagacagaga gaggctcttc tgcgtgtagt g 51

<210> 35 15
<211> 48 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 35
aaggtctcca acaaagccct cccagcctcc atcgagaaaa caatctcc 48

25
<210> 36 
<211> 39 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 36
gttttctcga tggaggctgg gagggctttg ttggagacc 3935

<210> 37 
<211> 43 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 3745
aagcttgcca ccatggctct ggagaagtct cttgtccggc tcc 43

<210> 38 
<211> 40 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 38
ctcgagatct gtagagtcct ccacagaagc atcaaagtgg 40

<210> 39 
<211> 31 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 39
accggtaagg aatcccgggc caagaaattc c 31

<210> 40 
<211> 45 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 40
gatatccctt ccctgggcaa ggaatcccgg gccaagaaat tccag 45

<210> 41 15
<211> 45 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 41
gtttctagat tattaggtag agtcctccac agaagcatca aagtg 45

25
<210> 42 
<211> 45 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 42
ggtaagcttg ccaccatgtc acgggagctg gccccactgc tgctt 4535

<210> 43 
<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 4345
ctcgagatct gaggagcgtt tgctctttgt tttcttcctt ag 42

<210> 44 
<211> 41 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 44
accggtatga ggatctgctc cttcaacgtc aggtcctttg g 41

<210> 45 
<211> 36 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 45
gttaccggtc tgaagatcgc agccttcaac atccag 36

<210> 46 
<211> 39 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 46
gttctcgaga tctttcagca tcacctccac tggatagtg 39

<210> 47 15
<211> 36 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 47
gttgatatcc tgaagatcgc agccttcaac atccag 36

25
<210> 48 
<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 48
gtttctagat tatcacttca gcatcacctc cactggatag tg 4235

<210> 49 
<211> 60 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 4945
gatggctgcg agccctgcag gaacgacacc ttcaaccgag agccattcat tgtcaggttc 60

<210> 50 
<211> 60 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 50
gaacctgaca atgaatggct ctcggttgaa ggtgtcgttc ctgcagggct cgcagccatc 60

<210> 51 
<211> 39 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 51
ggagaagaac ctgacaatga atggctctcg gttgaaggt 39

<210> 52 
<211> 39 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 52
accttcaacc gagagccatt cattgtcagg ttcttctcc 39

<210> 53 15
<211> 35 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 53
accggtatgg gccctggagc tcgcagacag ggcag 35

25
<210> 54 
<211> 34 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 54
ctcgagatct ttggtcctag cagaggctgt gacc 3435

<210> 55 
<211> 37 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 5545
accggtctcg agatgggccc tggagctcgc agacagg 37

<210> 56 
<211> 31 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 56
ctcgagtttg gtcctagcag aggctgtgac c 31

<210> 57 
<211> 37 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 57
accggtatgg gctcacagac cctgccccat ggtcaca 37

<210> 58 
<211> 43 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 58
ctcgagatct gttgttccag tggtagccgg agtgccgtac atg 43

<210> 59 15
<211> 45 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 59
gttaagcttg ccaccatgtc cctgcaccca gcttccccac gcctg 45

25
<210> 60 
<211> 44 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 60
ctcgagatct gaggagcgat tgcctttttt tctctttttg agag 44 35

<210> 61
<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 6145
gttaagcttg ccaccatggg tctggagaag tccctcattc tg 42

<210> 62 
<211> 40 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 62
ggctcgagca cagtagcatc aaagtggact ggtacgtagg 40

<210> 63 
<211> 58 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 63
cctccatgca aatgcccagc acctaacctc ttgggtggat catccgtctt catcttcc 58

<210> 64 
<211> 53 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético10

<400> 64
agatctcgag cccagaggtc ccacaatcaa gccctctcct ccatgcaaat gcc 53

<210> 65 15
<211> 45 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 65
gaagatctcg agcccagagg tcccacaatc aagccctctc ctcca 45

25
<210> 66 
<211> 39 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 66
atcaagccct ctcctccatc taaatcccca gcacctaac 3935

<210> 67 
<211> 57 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 6745
agtggcaagg agttcaaatg ctcggtcaag aagaaagacc tcccagcgtc catcgag 57

<210> 68 
<211> 55 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 68
ggttctctcg atggacgctg ggaggtcttt gttgttgacc gagcatttga actcc 55

<210> 69 
<211> 48 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 69
gtttctagat tatcatttac ccggagtccg agagaagctc ttagtcgt 48

<210> 70 
<211> 37 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 70
gctagctccg tcgactttac ccggagacag agagagg 37

<210> 71 15
<211> 51 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 71
gactggctga atggcaagga gtacaagtgc tcggtctcca acaaagccct c 51

25
<210> 72 
<211> 51 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 72
gagggctttg ttggagaccg agcacttgta agacttgcca ttcagccagt c 5135

<210> 73 
<211> 45 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 40

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 7345
ccgcgggagg agcagtacag cagcacgtac cgtgtggtca gcgtc 45

<210> 74 
<211> 45 
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

55
<400> 74
gacgctgacc acacggtacg tgctgctgta ctgctcctcc cgcgg 45

<210> 75 
<211> 45 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 65
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<400> 75
gatatctcta gatttacccg gagtccgaga gaagctctta gtcgt 45

<210> 76 
<211> 47 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 10

<400> 76
gatatctccg gagtcgactt tacccggagt ccgagagaag ctcttag 47

<210> 77 15
<211> 44 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 77
cacaaaccca tagagaggat tacagcagta ctctccgggt ggtc 44

25
<210> 78 
<211> 44 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 78
gaccacccgg agagtactgc tgtaatcctc tctatgggtt tgag 4435

<210> 79

<400> 79 
00040

<210> 80 
<211> 51 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 45

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 8050
gatatcaccg gtagaaccac ctccaccact cccacctcct ccagtgcctc c 51

<210> 81 
<211> 50 
<212> ADN55
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

60
<400> 81
gtcgactccg gaggaggtgg ctcaggtggt ggaggcagtg gaggaggtgg 50

<210> 82 
<211> 48 65
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

5
<400> 82
aaagtcgacg gagctagcag ccccgtgaac gtgagcagcc ccagcgtg 48

<210> 83 
<211> 30 10
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 15

<400> 83
cccatgatat cctgcacgct ggggctgctc 30

<210> 84 20
<211> 41 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 25
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 84
accggtatga ggatctgctc cttcaacgtc aggtcctttg g 41

30
<210> 85 
<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

35
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 85
agatctttat caggagcgtt tgctctttgt tttcttcctt ag 4240

<210> 86 
<211> 44 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 45

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 8650
tctagattat caggagcgat tgcctttttt tctctttttg agag 44

<210> 87 
<211> 42 
<212> ADN55
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

60
<400> 87
accggtctaa ggctctgctc cttcaatgtg aggtcctttg ga 42

<210> 88
<211> 39 65
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

5
<400> 88
gataccaccg gtagggaatc tgcagcacag aagtttcag 39

<210> 89 
<211> 48 10
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 15

<400> 89
aaatctagac ctcaaccagg tagggaatct gcagcacaga agtttcag 48

<210> 90 20
<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 25
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 90
tctagactat cacacagtag catcaaagtg gactggtacg ta 42

30
<210> 91 
<211> 33 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

35
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 91
agactgccgc ctgacaaacg actccaggta ccc 3340

<210> 92 
<211> 33 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 45

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 9250
gggtacctgg agtcgtttgt caggcggcag tct 33

<210> 93 
<211> 52 
<212> ADN55
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

60
<400> 93
ggctcaggtg gtggaggatc tggaggaggt ggctcaggtg gtggaggatc tg 52

<210> 94 
<211> 46 65
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

5
<400> 94
gttagatctc tccggaggag gtggctcagg tggtggagga tctgga 46

<210> 95 
<211> 46 10
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 15

<400> 95
ctcgagactc ccacctcctc cagatcctcc accacctgag ccacct 46

<210> 96 20
<211> 50 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 25
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 96
aaagatctct ccggaggagg tggctcaggt ggtggaggat ctggaggagg 50

30
<210> 97 
<211> 50 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

35
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

<400> 97
ctcgagaccg gtagaaccac ctccaccact cccacctcct ccagatcctc 5040

<210> 98 
<211> 28 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 45

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 9850
gttagatctc tccggaggag gtggctca 28

<210> 99 
<211> 32 
<212> ADN55
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador sintético 

60
<400> 99
accggtctcg agactcccac ctcctccaga tc 32

<210> 100 
<211> 82 65
<212> ADN

ES 2 626 000 T3

 



93

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 

5
<400> 100

<210> 101 10
<211> 97 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 15
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 

<400> 101

20

<210> 102 
<211> 91 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 25

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 

<400> 10230

<210> 103 
<211> 462 35
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 40

<400> 103

45

ES 2 626 000 T3

 



94

<210> 104 
<211> 798 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 104
10

<210> 105 
<211> 798 
<212> ADN 15
<213> Homo sapiens

<400> 105

20

ES 2 626 000 T3

 



95

<210> 106 
<211> 798 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 106

<210> 107 15
<211> 795 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 107

ES 2 626 000 T3

 



96

<210> 108 
<211> 795 
<212> ADN 5
<213> Homo sapiens

<400> 108

10

<210> 109 
<211> 795 

ES 2 626 000 T3

 



97

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 5

<400> 109

10
<210> 110 
<211> 715 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens

15
<400> 110

ES 2 626 000 T3

 



98

<210> 111 
<211> 858 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 111
10

<210> 112 
<211> 918 
<212> ADN 15
<213> Homo sapiens

<400> 112

ES 2 626 000 T3

 



99

<210> 113 
<211> 459 
<212> ADN 5
<213> Homo sapiens

<400> 113

10

<210> 114 
<211> 1162 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial15

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 11420

ES 2 626 000 T3

 



100

<210> 115 
<211> 2004 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<220> 
<221> base modificada
<222> (1921)..(1921)
<223> a, c, t, g, desconocida u otra

15
<400> 115

ES 2 626 000 T3

 



101

ES 2 626 000 T3

 



102

<210> 116 
<211> 2004 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 116

ES 2 626 000 T3

 



103

<210> 117
<211> 2004 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

ES 2 626 000 T3

 



104

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 1175

ES 2 626 000 T3

 



105

<210> 118 
<211> 1569 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 118

ES 2 626 000 T3

 



106

<210> 119 
<211> 1569 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 119

ES 2 626 000 T3

 



107

<210> 120 
<211> 1641
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 120

ES 2 626 000 T3

 



108

<210> 121 
<211> 1656 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 10

<400> 121

ES 2 626 000 T3

 



109

<210> 122 
<211> 1650 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 122

ES 2 626 000 T3

 



110

<210> 123 
<211> 1569 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 10

ES 2 626 000 T3

 



111

<400> 123

5
<210> 124 
<211> 1173 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

10
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 124
15

ES 2 626 000 T3

 



112

<210> 125 
<211> 1245 5
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 10

<400> 125

ES 2 626 000 T3

 



113

<210> 126 
<211> 1254 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 126

ES 2 626 000 T3

 



114

<210> 127 
<211> 1173 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 127

ES 2 626 000 T3

 



115

<210> 128 
<211> 945 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 128

ES 2 626 000 T3

 



116

<210> 129 
<211> 735 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 129

ES 2 626 000 T3

 



117

<210> 130 
<211> 1593 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 130

ES 2 626 000 T3

 



118

<210> 131 
<211> 1596 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 131

ES 2 626 000 T3

 



119

<210> 132 
<211> 57 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 

10
<400> 132
gtcgacggcg cggccgccag ccccgtgaac gtgagcagcc ccagcgtgca ggatatc 57

ES 2 626 000 T3

 



120

<210> 133 
<211> 2328 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 133
10

ES 2 626 000 T3

 



121

ES 2 626 000 T3

 



122

<210> 134 
<211> 1749 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 134

ES 2 626 000 T3

 



123

<210> 135
<211> 1758 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

ES 2 626 000 T3

 



124

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 135
5

<210> 136 
<211> 27 10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

ES 2 626 000 T3

 



125

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

<400> 1365

<210> 137 
<211> 32 10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 15

<400> 137

20
<210> 138 
<211> 30 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

25
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

<400> 138
30

<210> 139 
<211> 262 
<212> PRT35
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

40
<400> 139

ES 2 626 000 T3

 



126

ES 2 626 000 T3

 



127

<210> 140 
<211> 262 
<212> PRT 5
<213> Homo sapiens

<400> 140

ES 2 626 000 T3

 



128

ES 2 626 000 T3

 



129

<210> 141 
<211> 262 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 141

ES 2 626 000 T3

 



130

ES 2 626 000 T3

 



131

<210> 142 
<211> 265 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 142

ES 2 626 000 T3

 



132

ES 2 626 000 T3

 



133

<210> 143 
<211> 265 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens

5
<400> 143

ES 2 626 000 T3

 



134

ES 2 626 000 T3

 



135

<210> 144 
<211> 265 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 144

ES 2 626 000 T3

 



136

<210> 145 
<211> 234 
<212> PRT 5
<213> Homo sapiens

<400> 145

ES 2 626 000 T3

 



137

<210> 146 
<211> 150 
<212> PRT5

ES 2 626 000 T3

 



138

<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

5
<400> 146

<210> 147 10
<211> 280 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

<220> 15
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 147

ES 2 626 000 T3

 



139

ES 2 626 000 T3

 



140

<210> 148 
<211> 305 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 148

ES 2 626 000 T3

 



141

<210> 149 
<211> 152 
<212> PRT 5
<213> Homo sapiens

<400> 149

ES 2 626 000 T3

 



142

<210> 150 
<211> 378 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 150

ES 2 626 000 T3

 



143

ES 2 626 000 T3

 



144

ES 2 626 000 T3

 



145

<210> 151 
<211> 660 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<220> 
<221> MOD_RES 
<222> (637)..(637)
<223> Cualquier aminoácido

15
<400> 151

ES 2 626 000 T3

 



146

ES 2 626 000 T3

 



147

ES 2 626 000 T3

 



148

<210> 152 
<211> 660 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

<400> 152
10

ES 2 626 000 T3

 



149

ES 2 626 000 T3

 



150

ES 2 626 000 T3

 



151

<210> 153 
<211> 660 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 153

ES 2 626 000 T3

 



152

ES 2 626 000 T3

 



153

ES 2 626 000 T3

 



154

<210> 154 
<211> 514 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 154

ES 2 626 000 T3

 



155

ES 2 626 000 T3

 



156

ES 2 626 000 T3

 



157

<210> 155 
<211> 514 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 155

ES 2 626 000 T3

 



158

ES 2 626 000 T3

 



159

<210> 156 
<211> 538 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 156

ES 2 626 000 T3

 



160

ES 2 626 000 T3

 



161

ES 2 626 000 T3

 



162

<210> 157 
<211> 543 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 157

ES 2 626 000 T3

 



163

ES 2 626 000 T3

 



164

ES 2 626 000 T3

 



165

<210> 158 
<211> 541 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 158

ES 2 626 000 T3

 



166

ES 2 626 000 T3

 



167

ES 2 626 000 T3

 



168

<210> 159 
<211> 514 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 159

ES 2 626 000 T3

 



169

ES 2 626 000 T3

 



170

ES 2 626 000 T3

 



171

<210> 160 
<211> 382 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 160

ES 2 626 000 T3

 



172

ES 2 626 000 T3

 



173

<210> 161 
<211> 406 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 161

ES 2 626 000 T3

 



174

ES 2 626 000 T3

 



175

ES 2 626 000 T3

 



176

<210> 162 
<211> 409 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 162

ES 2 626 000 T3

 



177

ES 2 626 000 T3

 



178

<210> 163 
<211> 382 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

ES 2 626 000 T3

 



179

<400> 163

ES 2 626 000 T3

 



180

ES 2 626 000 T3

 



181

<210> 164 
<211> 314 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 164

ES 2 626 000 T3

 



182

ES 2 626 000 T3

 



183

<210> 165 
<211> 245 
<212> PRT 5
<213> Mus sp.

<400> 165

ES 2 626 000 T3

 



184

ES 2 626 000 T3

 



185

<210> 166 
<211> 519 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

<400> 166
10

ES 2 626 000 T3

 



186

ES 2 626 000 T3

 



187

ES 2 626 000 T3

 



188

<210> 167 
<211> 524 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 167

ES 2 626 000 T3

 



189

ES 2 626 000 T3

 



190

<210> 168 
<211> 19 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

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

10
<400> 168

<210> 169 15
<211> 768 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

<220> 20
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

<400> 169

25

ES 2 626 000 T3

 



191

ES 2 626 000 T3

 



192

ES 2 626 000 T3

 



193

<210> 170 
<211> 573 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 170

ES 2 626 000 T3

 



194

ES 2 626 000 T3

 



195

ES 2 626 000 T3

 



196

<210> 171 
<211> 578 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 171

ES 2 626 000 T3

 



197

ES 2 626 000 T3

 



198

<210> 172 
<211> 2091 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 172

ES 2 626 000 T3

 



199

<210> 173 
<211> 688 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 173

ES 2 626 000 T3

 



200

ES 2 626 000 T3

 



201

ES 2 626 000 T3

 



202

<210> 174 
<211> 1185 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 174

ES 2 626 000 T3

 



203

<210> 175 
<211> 386 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 175

ES 2 626 000 T3

 



204

ES 2 626 000 T3

 



205

ES 2 626 000 T3

 



206

<210> 176 
<211> 2106 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 176
10

ES 2 626 000 T3

 



207

<210> 177 
<211> 693 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 177

ES 2 626 000 T3

 



208

ES 2 626 000 T3

 



209

ES 2 626 000 T3

 



210

<210> 178 
<211> 2100 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 178

ES 2 626 000 T3

 



211

<210> 179 
<211> 691 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 179

ES 2 626 000 T3

 



212

ES 2 626 000 T3

 



213

ES 2 626 000 T3

 



214

<210> 180 
<211> 2019 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 180

ES 2 626 000 T3

 



215

<210> 181 
<211> 664 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 181

ES 2 626 000 T3

 



216

ES 2 626 000 T3

 



217

ES 2 626 000 T3

 



218

<210> 182 
<211> 1652 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 182

ES 2 626 000 T3

 



219

<210> 183 
<211> 541 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10

ES 2 626 000 T3

 



220

<400> 183

ES 2 626 000 T3

 



221

ES 2 626 000 T3

 



222

<210> 184 
<211> 1667 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<220> 
<221> base modificada
<222> (826)..(826)
<223> a, c, t, g, desconocida u otra

15
<220> 
<221> base modificada
<222> (832)..(832)
<223> a, c, t, g, desconocida u otra

20
<400> 184
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<210> 185 
<211> 546 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<220> 
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<221> MOD_RES 
<222> (270)..(270)
<223> Cualquier aminoácido

<220> 5
<221> MOD_RES 
<222> (272)..(272)
<223> Cualquier aminoácido

<400> 18510
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<210> 186 
<211> 2094 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 186
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<210> 187 
<211> 689 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 187
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<210> 188 
<211> 1620 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 188
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<210> 189 
<211> 532 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 189
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<210> 190
<211> 1692 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 190
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<210> 191 
<211> 556 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
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<400> 191
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<210> 192 
<211> 2199
<212> ADN5
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<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

5
<400> 192
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<210> 193 
<211> 725 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 193
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<210> 194 
<211> 2115 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 194
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<210> 195 
<211> 697 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 195
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<210> 196 
<211> 2166 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 196
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<210> 197 
<211> 713 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 197
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<210> 198 
<211> 2154 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 198
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<210> 199 
<211> 709 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

10
<400> 199
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<210> 200 
<211> 2586 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 200
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<210> 201 
<211> 853 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 201

ES 2 626 000 T3

 



259

ES 2 626 000 T3

 



260

ES 2 626 000 T3

 



261

<210> 202 
<211> 2583 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<220> 
<221> base modificada
<222> (2500)..(2500)
<223> a, c, t, g, desconocida u otra
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<400> 202
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<210> 203 
<211> 853 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<220> 
<221> MOD_RES 
<222> (830)..(830)
<223> Cualquier aminoácido

15
<400> 203
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<210> 204 
<211> 2190 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

<400> 204
10
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<210> 205 
<211> 721 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 205
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<210> 206 
<211> 2589 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético 

10
<400> 206
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<210> 207 
<211> 854 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 207
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<210> 208 
<211> 25 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

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

10
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(25)
<223> Esta secuencia puede abarcar de 0 a 5 unidades de repetición "GGGGS"

15
<400> 208

<210> 209 20
<211> 25 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

<220> 25
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Péptido sintético 

<400> 209

30

<210> 210 
<211> 50 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial35

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

<220> 40
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<221> misc_feature 
<222> (1)..(50)
<223> Esta secuencia puede abarcar de 1 a 10 unidades de repetición "GGGGS" 

<400> 2105

<210> 211 
<211> 15 10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Péptido sintético 15

<400> 211

20
<210> 212 
<211> 20 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

25
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Péptido sintético 

<400> 212
30

<210> 213 
<211> 5 
<212> PRT35
<213> Secuencia Artificial

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

40
<400> 213
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<210> 214 
<211> 51 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

5
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

<220> 
<221> misc_feature 10
<222> (2)..(51)
<223> Esta región puede abarcar de 1 a 10 unidades de repetición "GGGGS"

<400> 214
15

<210> 215 
<211> 16 
<212> PRT20
<213> Secuencia Artificial 

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

25
<400> 215

<210> 216 30
<211> 21 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> 35
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Péptido sintético 

<400> 216

40

<210> 217 
<211> 31 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 45
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<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

<220> 
<221> misc_feature 5
<222> (2)..(31)
<223> Esta región puede abarcar de 1 a 6 unidades de repetición "GGGGS"

<400> 217
10

<210> 218 
<211> 25 
<212> PRT15
<213> Secuencia Artificial 

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

20
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(25)
<223> Esta secuencia puede abarcar de 3 a 5 unidades de repetición "GGGGS" 

25
<400> 218

<210> 219 30
<211> 25 
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> 35
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Péptido sintético 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(25)40
<223> Esta secuencia puede abarcar de 1 a 5 unidades de repetición "GGGGS" 

<400> 219

45

<210> 220 
<211> 18 
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético 

5
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(18)
<223> Esta secuencia puede abarcar de 1 a 12 nucleótidos de repetición "t" 

10
<400> 220 
tttttttttt tttttttt 18

<210> 221 
<211> 5 15
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Péptido sintético 20

<400> 221

25
<210> 222 
<211> 1177 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

30
<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético
<220> 
<221> CDS

35
<222> (16)..(1164) 

<400> 222

40
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<210> 223 
<211> 383 
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético 

10
<400> 223
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende una RNasa y un dominio Fc variante, en el que la RNasa se acopla 
operativamente, opcionalmente con un enlazador, al dominio Fc variante, en el que el dominio Fc variante es un 
dominio Fc de IgG1 humana variante que comprende una sustitución de aminoácidos que disminuye la unión, en 5
comparación con el tipo natural, a un receptor Fcγ o a una proteína complemento o los dos, en el que el polipéptido 
tiene una función efectora reducida opcionalmente seleccionada entre el grupo que consiste en opsonización, 
fagocitosis, citotoxicidad dependiente del complemento y citotoxicidad celular dependiente de un anticuerpo.

2. El polipéptido de la reivindicación 1, en el que:10

(a) la RNasa es una RNasa humana, tal como una RNasa 1 pancreática humana; y/o
(b) el dominio Fc comprende un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3; y/o
(c) una secuencia líder, tal como el péptido VK3LP humano, se acopla al extremo N-terminal de la RNasa.

15
3. El polipéptido de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que:

(a) el dominio Fc comprende un dominio bisagra modificado que comprende al menos una sustitución, 
opcionalmente en el que el dominio bisagra modificado comprende una mutación en una o más de tres cisteínas 
bisagra, tales como SCC o SSS; y/o20
(b) en el que el dominio Fc comprende un dominio CH2 modificado que comprende al menos una sustitución, 
opcionalmente en el que la sustitución se selecciona entre el grupo que consiste en P238S, P331S, N297S o una 
combinación de los mismos.

4. El polipéptido de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que25

(a) la RNasa comprende una secuencia de aminoácidos al menos 90 % idéntica a la secuencia de aminoácidos 
expuesta en SEQ ID NO: 149 opcionalmente sin su secuencia líder, o comprende 100 o más aminoácidos 
contiguos de la SEQ ID NO: 149; y/o
(b) el dominio Fc comprende una secuencia de aminoácidos al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 30
96 %, 97 % o 98 % idéntica a la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 145, que comprende 
opcionalmente un dominio bisagra modificado que comprende al menos una sustitución, opcionalmente en el que 
el dominio bisagra modificado comprende una mutación en una o más de tres cisteínas bisagra, tales como SCC 
o SSS; y/o comprende opcionalmente una o más mutaciones de Fc seleccionadas entre P238S, P331S, K322S y 
N279S.35

5. El polipéptido de la reivindicación 1, en el que:

el polipéptido comprende una secuencia de aminoácidos al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 
97 % o 98 % idéntica a la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 163, opcionalmente sin su 40
secuencia líder; o el polipéptido comprende una secuencia de aminoácidos al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 
94 %, 95 %, 96 %, 97 % o 98 % idéntica a la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 161, 
opcionalmente sin su secuencia líder; opcionalmente en el que el dominio Fc comprende un dominio bisagra 
modificado que comprende al menos una sustitución, opcionalmente en el que el dominio bisagra modificado 
comprende una mutación en una o más de tres cisteínas de bisagra, tales como SCC o SSS; y/o un dominio CH2 45
modificado que comprende al menos una sustitución seleccionada entre el grupo que consiste en P238S, P331S, 
N297S o una combinación de los mismos.

6. El polipéptido de cualquier reivindicación precedente, en el que:
50

la RNasa se acopla operativamente al dominio Fc por un dominio enlazador, opcionalmente en el que el dominio 
enlazador es un enlazador polipeptídico, tal como un enlazador gly-ser; y/o

en el que la RNasa se acopla operativamente al extremo N-terminal del dominio Fc, opcionalmente con un 
enlazador; y/o en el que la RNasa se acopla operativamente al extremo C-terminal del dominio Fc, opcionalmente 55
con un enlazador; y/o en el que el polipéptido comprende una secuencia líder peptídica VK3LP humana acoplada al 
extremo N-terminal de la RNasa.

7. Una composición que comprende el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones precedentes y un portador 
farmacéuticamente aceptable.60

8. Una molécula de ácido nucleico que codifica el polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Un vector de expresión recombinante que comprende una molécula de ácido nucleico según la reivindicación 8.
65
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10. Una célula huésped transformada con el vector de expresión recombinante según la reivindicación 9.

11. Un método de fabricación del polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende: 
proporcionar una célula huésped que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido; y 
mantener la célula huésped bajo condiciones en las que se expresa el polipéptido.5

12. Un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso en un método para tratar o prevenir una 
afección asociada con una respuesta inmunitaria anormal;
opcionalmente en el que la afección es una enfermedad autoinmunitaria, opcionalmente lupus eritematoso sistémico 
(LES), u opcionalmente seleccionada entre el grupo que consiste en diabetes mellitus dependiente de insulina, 10
esclerosis múltiple, encefalomielitis autoinmune experimental, artritis reumatoide, artritis autoinmune experimental, 
miastenia gravis, tiroiditis, una forma experimental de uveorretinitis, tiroiditis de Hashimoto, mixedema primario, 
tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis atrófica autoinmune, enfermedad de Addison, menopausia prematura, 
infertilidad masculina, diabetes juvenil, síndrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, penfigoide, oftalmía simpática, 
uveítis facogénica, anemia hemolítica autoinmune, leucopenia idiopática, cirrosis biliar primaria, hepatitis Hbs-ve 15
crónica activa, cirrosis criptogénica, colitis ulcerosa, síndrome de Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de 
Wegener, polimiositis, dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso sistémico (LES), y enfermedad del tejido 
conectivo.

13. Un polipéptido dimérico que comprende un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 20
opcionalmente un homodímero.

14. Una composición que comprende el polipéptido dimérico de la reivindicación 13 y un excipiente 
farmacéuticamente aceptable.

25
15. Un polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, una composición de la reivindicación 7, un polipéptido 
dimérico de la reivindicación 13 o una composición de la reivindicación 14, para su uso en un método de tratamiento 
del lupus eritematoso sistémico (LES).
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