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DESCRIPCION
Procedimiento para producir moléculas monoméricas y multiméricas y usos de las mismas

En el presente documento se informa de un procedimiento para la produccion de moléculas monoméricas y
multiméricas como polipéptido de fusién con una regiéon Fc de inmunoglobulina y sus usos, tales como un agente
terapéutico, en ensayos, columnas de cromatografia o generacién de modelos animales de enfermedad.

Antecedentes de la invencion

Una inmunoglobulina contiene en general dos cadenas polipeptidicas ligeras y dos cadenas polipeptidicas pesadas.
Cada una de las cadenas polipeptidicas pesadas y ligeras comprende una regién variable (generalmente la porcién
aminoterminal de la cadena polipeptidica) que contiene un dominio de unién que es capaz de interactuar con un
antigeno. Cada una de las cadenas polipeptidicas pesadas y ligeras también comprende una regién constante
(generalmente la parte carboxiterminal). La regién constante de la cadena pesada media la union de la inmunoglobulina,
por ejemplo, con células que portan un receptor Fc gamma (FcyR), tales como células fagociticas, o con células que
portan el receptor Fc neonatal (FcRn) también conocido como receptor Brambell y también media la unién a algunos
factores incluyendo factores del sistema clasico del complemento tales como el componente (C1q).

Hulett y Hogarth (Hulett, MD y Hogarth, PM, Adv. Immunol. 57 (1994) 1-127) informaron de que los receptores
extracelulares para la parte Fc de las inmunoglobulinas de clase G son una familia de glicoproteinas transmembrana
que comprenden tres tipos de receptores diferentes que tienen diferente especificidad de unién: FcyRI, FcyRIl y FeyRlIlL.
Los receptores de tipo | interactian con IgG que no esta en forma de complejo, mientras que los receptores de tipo Il 'y
Il interactdan preferiblemente con IgG que esta en forma de complejo.

Ciertas proteinas de fusién de citocinas basadas en inmunoglobulinas estan comercialmente disponibles (por ejemplo,
en Biomol). Sobre las fusiones de la region Fc se informa, en general, en «Therapeutic monoclonal antibodies — from
bench to clinic» (Wiley, Edited by Zhigiang An, 2009).

En el documento WO 01/03737 se informa de proteinas de fusion de inmunoglobulinas. Gillies, SD, et al., informan de
una semivida en circulacion mejorada y la eficacia de una inmunocitocina de anticuerpo-interleucina 2 basada en una
protedlisis intracelular reducida. (Clin. Cancer Res. 8 (2002) 210-216). Dumont, JA, et al. (Biodrugs 20 (2006) 151 - 160)
informan de fusiones Fc monoméricas. Sobre la expresién de alto nivel y la secrecion de proteinas de fusion Fc-X en
células de mamifero se informa en Lo, KM., Et al. (Prot. Eng. 11 (1998) 495-500). En el documento WO 00/40615 se
informa de la expresion y exportaciéon de proteinas antiobesidad como proteinas de fusion Fc.

Sumario de la invencion

Se ha encontrado que los polipéptidos, que son biolégicamente activos como n-mérico y forman agregados/multimeros
no definidos tras la expresion, se pueden obtener en forma soluble expresando estos polipéptidos como polipéptido de
fusion con una regién Fc que no se une sustancialmente a un receptor Fc. El uso de un polipéptido de fusion para la
expresion del polipéptido aumenta el rendimiento obtenible del polipéptido ya sea en forma del polipéptido de fusién o
como polipéptido aislado. Se ha encontrado ademas que el polipéptido permanece en una forma n-mérica definida
después de la escisién y la eliminacién de la regién Fc.

En el presente documento se describe un procedimiento para la producciéon de un polipéptido que es biolégicamente
activo como n-mérico y forma agregadosmultimeros no definidos tras la expresién en ausencia de una regién Fc
fusionada que comprende las siguientes etapas

a) cultivar una célula que comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido de fusién de acuerdo con la férmula |
(By-CS,-I-CS,-FC-CSy-1i-CS,-Byy )y (formula 1)

en la que

B designa un polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la
expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC denota un polipéptido de la regiéon Fc de cadena pesada, CS denota un sitio de escisién e
| denota una secuencia de aminoacidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,
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enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysig=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

enlaqueu=102,

en la que FC no se une sustancialmente a un receptor Fc.

b) recuperar el polipéptido de fusion de la célula o del medio de cultivo,
c) opcionalmente escindir el polipéptido de fusién con una proteasa,

y producir de este modo un polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresiéon en ausencia de una region Fc fusionada.

En el presente documento se informa de un polipéptido de fusién de acuerdo con la férmula |
(By-CSo-1-CS,-FC-CSy-1i-CS,-Bpn)y (férmula 1)

en la que B denota un polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC denota un polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de aminoécidos intercalada,
enlaguen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysig=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

enlaqueu=102,

en la que FC no se une sustancialmente a un receptor Fc.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un procedimiento para la produccion de un polipéptido que es

bioldgicamente activo como 2-mérico o 3-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la expresion en

ausencia de una region Fc fusionada que comprende las siguientes etapas

a) cultivar una célula que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido de fusién de acuerdo con la formula Il
B,-CS,-1;-CS,-FC'-CS-1;-CS,-B,, : FC? (formula 1)

en la que

B designa un polipéptido que es bioldégicamente activo como 2-mérico o 3-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de aminoécidos intercalada,
enlaguen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,
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enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysig=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

en la que FC' y FC? estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro (3),
en la que FC' y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc,

b) recuperar el polipéptido de fusion de la célula o del medio de cultivo,

c) escindir el polipéptido de fusion con una proteasa,

y producir de este modo un polipéptido que es bioldgicamente activo como 2-mérico o 3-mérico y forma
agregados/multimeros no definidos tras la expresién en ausencia de una region Fc fusionada.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un polipéptido de fusiéon de acuerdo con la férmula Il
B,-CSo-1;-CS,-FC'-CS-1-CS,-Byn : FC* (f6rmula Il
en la que

B designa un polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la
expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escisién e

| denota una secuencia de amino&cidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiq=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0!

en la que el primer FC y el segundo FC estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro,
en la que FC'y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc.

En el presente documento se informa de un polipéptido n-mérico obtenido por escisién de un polipéptido de fusién como
se informa en el presente documento, obtenido mediante un procedimiento de acuerdo con el procedimiento como se
informa en el presente documento.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un polipéptido 2-mérico o 3-mérico obtenido por un
procedimiento como se informa en el presente documento.

En un modo de realizacion B se selecciona del grupo de grupo de citocinas como IL17, IL18 e IL33, de receptores de
citocinas como IL18R e IL33R, de miembros de la familia de TNF como TNF, TWEAK'y TL1a.

En un modo de realizacién, FC es una variante de un polipéptido de cadena pesada seleccionado del grupo de
polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana, polipéptido de cadena pesada de IgG2 humana, polipéptido de cadena
pesada de IgG3 humana, polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana, polipéptido de cadena pesada de IgG1
murina, polipéptido de cadena pesada de |lgG2a murina, polipéptido de cadena pesada de IgG3 murina, polipéptido de
cadena pesada de IgG de conejo. Esto incluye todos los alotipos de origen natural.

En un modo de realizacion el polipéptido de la region Fc de la cadena pesada tiene una mutaciéon de aminoacido en una
0 mas de las posiciones 234, 235, 236, 237, 238, 239, 253, 254, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 288, 297, 298, 299, 307,
311, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 434 y 435. En un modo de realizacién uno o mas de los receptores Fc es un receptor
Fc gamma.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de aminodacidos 233, 234, 235, 236, 265, 297, 329 y 331.
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En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene una o mas de las mutaciones de
aminoacidos E233P, L234A, L235A, L235E, AG236, D265A, N297A, N297D, P329A, P329G y P331S.

En un modo de realizacion, el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene las mutaciones de aminoacidos
L234A y L235A y uno o mas de E233P, L235E, AG236, D265A, N297A, N297D, P329A, P329G y P3318S.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene las mutaciones de aminoacidos
L234A y L235A y P329A o P329G.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG2 humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de aminoacidos 233, 234, 235, 236, 265 y 329.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de aminodacidos 228, 235, 265 y 329.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana tiene una o mas de las mutaciones S228P,
L235E, D265A, P329A y P329G.

En un modo de realizacién el polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana tiene las mutaciones S228P y L235E y
P329A o P329G.

En un modo de realizacion el polipéptido de la region Fc de la cadena pesada tiene una mutaciéon de aminoacido en una
0 mas de las posiciones 248, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 272, 285, 288, 290, 291, 308, 309, 310, 311, 314,
385, 386, 387, 428, 433, 434, 435 y 436. En un modo de realizacion uno o mas de los receptores Fc es un FcRn.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de aminoacidos 238, 252, 253, 254, 255, 256, 265, 272, 286, 288, 303, 305, 307, 309, 311, 312, 317, 340,
356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 386, 388, 400, 413, 415, 424, 433, 434, 435, 436, 439 y/o0 447.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG humana que tiene una unién reducida a FcRn tiene
una o0 mas alteraciones de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 252, 253, 254, 255, 288, 309, 386, 388, 400,
415, 433, 435, 436, 439 y/0 447.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG humana que tiene una unién reducida a FcRn tiene
las mutaciones de aminodcidos 1253A, H310A y H435A.

En un ejemplo u = 2 y el primer FC comprende la mutacién T366W y opcionalmente la mutacion S354C y el segundo FC
comprende las mutaciones T366S, L368A e Y407V y opcionalmente la mutacion Y349C.

Enunejemplou=2y

a)n=1ym =0y B fusionados al primer FC y B fusionado al segundo FC son idénticos, o

B)n=1ym=0y B fusionados al primer FC y B fusionado al segundo FC son diferentes, o

C)n=0y m=1y B fusionados al primer FC y B fusionado al segundo FC son idénticos, o

D)n=0y m=1y B fusionados al primer FC y B fusionado al segundo FC son diferentes.

El polipéptido de fusion comprende un segundo FC enlazado por disulfuro, en el que un FC comprende la mutacion
T366W y opcionalmente la mutacion S354C y el otro FC comprende las mutaciones T366S, L368A e Y407V y
opcionalmente la mutacién Y349C.

En el presente documento se informa de un procedimiento para la produccién de un polipéptido que es biolégicamente
activo como 1-mérico (monémero) y forma agregados/multimeros no definidos tras la expresiéon en ausencia de una
region Fc fusionada y comprende las siguientes etapas

a) cultivar una célula que comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido de fusidén de acuerdo con la formula Il
B,-CS,-1;-CS,-FC'-CS-1-CS,-By, : FC*  (formula Il

en la que

B designa un polipéptido que es bioldgicamente activo como 1-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la
expresion en ausencia de una region Fc fusionada,
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FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de aminoécidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiqg=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

en la que FC' y FC? estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro (3),
en la que FC' y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc,

b) recuperar el polipéptido de fusion de la célula o del medio de cultivo,

c¢) opcionalmente escindir el polipéptido de fusién con una proteasa,

y producir de este modo un polipéptido que es biolégicamente activo como 1-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada.

En un aspecto el procedimiento como se informa en el presente documento es para la produccién de un polipéptido que

es biolégicamente activo como 2-mérico (dimero) y forma agregados/multimeros no definidos tras la expresion en

ausencia de una region Fc fusionada y comprende las siguientes etapas

a) cultivar una célula que comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido de fusién de acuerdo con la formula Il
1 2 .

Bp-CSo-I-CSp-FC -CSy-1i-CS,-Byy, : FC (férmula 1)

en la que

B designa un polipéptido que es biolégicamente activo como 2-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la
expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de amino&cidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiqg=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0!

en la que FC' y FC? estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro (3),
en la que FC'y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc,

b) recuperar el polipéptido de fusion de la célula o del medio de cultivo,

c) opcionalmente escindir el polipéptido de fusién con una proteasa,

y producir de este modo un polipéptido que es biolégicamente activo como 2-mérico y forma agregados/multimeros no
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definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada.

En un aspecto el procedimiento como se informa en el presente documento es para la produccién de un polipéptido que

es biolégicamente activo como 3-mérico (trimero) y forma agregados/multimeros no definidos tras la expresion en

ausencia de una region Fc fusionada y comprende las siguientes etapas

a) cultivar una célula que comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido de fusién de acuerdo con la formula Il
1 2 .

By-CSo-1-CS,-FC'-CS-1-CS,-By : FC* (formula ll)

en la que

B designa un polipéptido que es biolégicamente activo como 3-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la
expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de amino&cidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiqg=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0!

en la que FC' y FC? estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro (3),
en la que FC'y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc,

b) recuperar el polipéptido de fusion de la célula o del medio de cultivo,

c) opcionalmente escindir el polipéptido de fusién con una proteasa,

y producir de este modo un polipéptido que es biolégicamente activo como 3-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada.

En un modo de realizacion la secuencia de aminoacidos intercalada se selecciona de un primer grupo que comprende
(G3S)3, (G3S)4, (G3S)5, (G3S)6, (G4S)3, (G4S)4, (G4S)5, (GsS)z, (G58)3, (G58)4, y cualquier combinacion de los mismos, (0]
de un segundo grupo que comprende Arg-tag, Avi-tag, His-Avi-tag, His-tag, Flag-tag, 3xFlag-tag, Strep-tag, Nano-tag,
SBP-tag, c-myc-tag, S-tag, péptido de unién a calmodulina, dominio de unién a celulosa, dominio de unién a la quitina,
marcado GST o marcado MBP, o de las combinaciones de dos elementos de estos grupos.

En un modo de realizacion el sitio de escisidén se selecciona entre el sitio de escision de la proteasa de la proteasa de
IgA, el sitio de escisién de la proteasa grancima B, el sitio de escision de la proteasa Tev, el sitio de escision de la
proteasa PreScission, el sitio de escision de la trombina, el sitio de la proteasa del factor 10a, el sitio de escision de la
proteasa Ides, el sitio de escision de la enterocinasa o un sitio de escision de la proteasa SUMO (U1p1 (proteasa 1
especifica de Ubl) de Saccharomyces cerevisiag).

En un modo de realizacién el polipéptido de fusion no comprende un sitio de escisién de la proteasa adicional, sino un
sitio de escision de la proteasa inherente, tal como, por ejemplo, un sitio de escisién de la papaina, un sitio de escision
de la pepsina o un sitio de escision de la proteasa Ides.

En un modo de realizacion se ha suprimido el residuo de lisina C-terminal en la(s) regién(ones) FC. Esto reduce la
cantidad de productos secundarios de la escisién de la proteasa (eliminacion del sitio de escision de la proteasa
artificial).

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusidon inmovilizado como se
informa en el presente documento o de un polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el presente documento
como ligando en cromatografia de afinidad.
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Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusiéon inmovilizado como se
informa en el presente documento de un polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el presente documento en
un inmunoensayo.

En un modo de realizacion el polipéptido de fusion o el polipéptido 2-mérico o 3-mérico se une a una fase solida.

Un aspecto como se informa en el presente documento es una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido
de fusién como se informa en el presente documento o un polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el
presente documento.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento o de un polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el presente documento en la
fabricacién de un medicamento.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento o de un polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el presente documento como
inmunogeno.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento o de un polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el presente documento para obtener
un modelo animal de una enfermedad mediante la aplicacion del polipéptido de fusién como se informa en el presente
documento o el polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el presente documento a un animal experimental.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento o de un polipéptido 2-mérico o 3-mérico como se informa en el presente documento para
seleccionar un anticuerpo que se une especificamente a B o un 2-mérico o 3-mérico de B.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el

presente documento o de un polipéptido 2-mérico como se informa en el presente documento para producir un 2-mérico
enlazado por disulfuro de B.

Descripcion detallada de la invencion

Descripcion de las figuras

Figura1 Mapa de plasmidos del plasmido de expresion del polipéptido de fusion con el receptor Fc.

Figura2 Gel de SDS-PAGE analitico de la escision de la papaina del polipéptido de fusion con el receptor Fc.

Figura 3 Gel Bis Tris al 12 % +/- DTT; escision de FcgammaRlllaV158-Avi-Fc LALA P239G con proteasa PreScission
(carril 4, 8) respectivamente proteasa de IgA (carril 3, 7): se puede observar una escision inespecifica con PP (carril 2,

6).

Figurad4 Separacion y cuantificacion de diferentes formas de glicosilacién de un anticuerpo anti-Her (natural, en la
parte superior) y un anticuerpo anti-Her disefiado por glicoingenieria.

Figura5 Comparacion de la columna de afinidad usando FcgammaRlllaV158 y FcgammaRlilaV 158 marcado con Fc.
Figura 6 El sensograma BlAcore de la respuesta del polipéptido de fusion FcgammaRlllaV158-Fc LALA P329G
muestra mas de 100 unidades de respuesta en comparacion con el FcgammaRlllaV158 con 40 RU; FcgRllla V 158_008
denota el polipéptido de fusion no escindido, FcgRIlla V 158_007 denota una variante no funcional acortada del FcgRllla
(= control), FcgRllla V 158_jf323 denota el HisAvi-tag intacto que comprende la variante funcional de FcgRillla.

Figura7 Sensogramas del polipéptido de fusion V158-Fc LALA P329G (figura 7a), del receptor Fc gamma V158
(figura 7a), del receptor Fc gamma V158 (figura 7b), del polipéptido de fusion receptor de Fcgamma escindido V158-Fc
LALA P329G (figura 7c), del polpéptido de fusién receptor Fcgamma no funcional V158-Fc LALA P329G (figura 7d)
(= control).

Figura 8 Mapas de plasmidos de plasmidos de expresion de polipéptidos de fusion Fc-TWEAK.

Figura9 Mapas de plasmidos de plasmidos de expresion de polipéptidos de fusion Fc-IL 17A.

Figura 10 Curvas de titulacién de las variantes del TNF alfa humano.

Figura 11 Esquema de las diferentes configuraciones y estados de polipéptidos de fusion Fc IL17 diméricos.
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Figura 12 Polipéptido de fusion TWEAK humano- regién Fc trimérico.

Figura 13 Tanto las formas de longitud completa (1-270) como las cortas (112-270) de IL-33 son funcionalmente
activas; se puede anadir IgG-Fc en lugar de resto (1-112) de IL-33 para obtener una IL-33 funcionalmente activa; actda
como un monémero; IgG1-Fc_IL-33 monomeérico.

Figura 14 TNF alfa trimérico humano como polipéptido de fusion IgG1-Fc-KiH_sitio de proteasa Precision_shTNFa.
Figura 15 Mapa de plasmidos del plasmido de expresion del polipéptido de fusion Fc-shTNFalfa (botdn).
Figura 16 Plasmido de expresion de la region Fc de la IgG1 (hueco) humana e el mapa de plasmidos.

Figura 17 Datos BlAcore del polipéptido de fusion IL18R-Fc monémero como se informa en el presente documento en
comparacién con el polipéptido de fusion IL18R-Fc dimérico.

Definiciones

El término «unién a un receptor Fc» denota la unién de una region Fc a un receptor Fc en, por ejemplo, un ensayo
BlAcore® (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia).

En el ensayo BlAcore® | el receptor Fc esta unido a una superficie y la unién del analito, por ejemplo una regién Fc que
comprende el polipéptido de fusién o un anticuerpo, se mide por resonancia de plasmén superficial (SPR). La afinidad
de la union se define por los términos ka (constante de asociacién: constante de velocidad para la asociacion del
polipéptido de fusidn o conjugado con la regién Fc para formar un complejo de region Fc/receptor Fc), kd (constante de
disociacién; constante de velocidad para la disociacion del polipéptido de fusién o conjugado con la regién Fc desde un
complejo de region Fc/receptor Fc) y KD (kd/ka). De forma altenativa, la sefal de uniéon de un sensograma de SPR
puede compararse directamente con la sefal de respuesta de una referencia, con respecto a la altura de la senal de
resonancia y los comportamientos de disociacion.

El término «dominio CH2» designa la parte de un polipéptido de cadena pesada de un anticuerpo que se extiende
aproximadamente desde la posiciénEU 231 a la posicion EU 340 (sistema de numeracion EU segin Kabat). En un
modo de realizacion un dominio CH2 tiene la secuencia de amino &cidos de SEQID NO: 01
(APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQESTYRWSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPI EKTISKAK). El dominio CH2 es Unico porque no esta estrechamente emparejado con
otro dominio. M&s bien, dos cadenas de carbohidratos ramificadas enlazadas a N se interponen entre los dos dominios
CH2 de una region Fc nativa intacta. Se ha especulado que el carbohidrato puede proporcionar un sustituto para el
emparejamiento dominio-dominio y ayudar a estabilizar el dominio CH2. Burton, Mol. Immunol. 22 (1985) 161-206.

El término «dominio CH3» indica la parte de un polipéptido de cadena pesada de un anticuerpo que se extiende
aproximadamente desde la posicion EU 341 a la posicion EU 446. En un modo de realizacién un dominio CH3 tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 01
02 (GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG).

El término «clase» de un anticuerpo denota el tipo de dominio constante o regiéon constante que posee su cadena
pesada. Hay cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas se pueden dividir
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG+, 1gG2, IgGs, 19Ga, IgA1 e IgAz. Los dominios constantes de la
cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, 8, €, y y p,
respectivamente.

El término «regi6n Fc» denota la regién C-terminal de una inmunoglobulina. La regiéon Fc es una molécula dimérica que
comprende dos polipéptidos de la regién Fc de la cadena pesada del anticuerpo enlazado por disulfuro (cadenas
polipeptidicas de la regién Fc). Se puede generar una regién Fc mediante digestion con papaina, o digestion con IdeS o
digestion con tripsina de un anticuerpo intacto (de longitud completa) o puede producirse de forma recombinante.

La region Fc obtenible a partir de un anticuerpo o inmunoglobulina de longitud completa comprende los residuos 226
(Cys) en el extremo C de la cadena pesada de longitud completa y, por lo tanto, comprende una parte de la region
bisagra y dos o tres dominios constantes, es decir, un dominio CH2, un dominio CH3 y opcionalmente un dominio CH4.
Se conoce de los documentos US 5.648.260 y US 5.624.821 que la modificacion de residuos de aminoacidos definidos
en la regién Fc da lugar a efectos fenotipicos.

La formacion de la regién Fc dimérica que comprende dos fragmentos de cadena pesada de anticuerpo idénticos o no
idénticos esta mediada por la dimerizacién no covalente de los dominios CH3 comprendidos (para los residuos de
aminoacidos implicados véase, por ejemplo, Dall'Acqua, Biochem. 37 (1998) 9266-9273). La region Fc se estabiliza
covalentemente mediante la formacién de enlaces disulfuro en la regién bisagra (véase, por ejemplo, Huber et al.,
Nature 264 (1976) 415-420; Thies et al., J. Mol. Biol. 293 (1999) 67-79). La introduccién de cambios en los residuos de
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aminoacidos dentro del dominio CH3 para interrumpir la dimerizacion de interacciones de dominios CH3-CH3 no afectan
negativamente a la unién a FcRn vinculante debido a que las localizaciones de los residuos implicados en la
dimerizacién de dominio CH3-CH3 se encuentran en la superficie interna del dominio CH3, mientras que los residuos
implicados en la interaccion de region Fc-FcRn estan situados en el exterior del dominio CH2-CH3.

Las funciones efectoras asociadas a la region Fc se inician por la interaccién de la region Fc con receptores de
superficie celular especificos de funciones efectoras. En su mayor parte los anticuerpos del isotipo IgG1 pueden
efectuar la activacion de receptores, mientras que los anticuerpos del isotipo 1IgG2 e IgG4 no tienen funcion efectora o
tienen una funcioén efectora limitada.

Los receptores que desencadenan una funcion efectora son los tipos (y subtipos) del receptor Fc FcyRI, FcyRIl y
FcyRIIl. Las funciones efectoras asociadas con un isotipo IgG1 pueden reducirse introduciendo cambios de aminoacidos
especificos en la region bisagra inferior, tales como L234A y/o L235A, que estan implicados en la uniéon de FcyR y C1g.
También ciertos residuos de aminoacidos, especialmente situados en el dominio CH2 y/o CH3, estan asociados con la
semivida circulante de una molécula de anticuerpo o un polipéptido de fusion con la regiéon Fc en el torrente sanguineo.
La semivida en la circulacion esta determinada por la unién de la regién Fc al receptor Fc neonatal (FCcRn).

La numeracion de los residuos de aminoacidos en la region constante de un anticuerpo se realiza de acuerdo con el
indice EU de Kabat (Kabat et al. 1991, Sequences of Proteins of immunological Interest, U.S. Department of Public
Health, Bethesda, Md.).

El término «region Fc de origen humano» denota la region C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina de
origen humano que contiene al menos una parte de la region bisagra, el dominio CH2 y el dominio CH3. En un modo de
realizacién, una regiéon Fc de cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, al extremo
carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, puede estar presente o no lisina en el extremo C (Lys447) de la regién Fc.
A menos que se especifique de otro modo en el presente documento, la numeracion de los residuos de aminoacidos en
la region Fc o regi6n constante es acorde al sistema de numeracion EU, también llamado el indice EU, como se
describe en Kabat, E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91-3242.

El término «parte de union a FcRn de una regién Fc» denota la parte de un polipéptido de cadena pesada de un
anticuerpo que se extiende aproximadamente desde la posicién EU 243 a la posicién EU 261 y aproximadamente desde
la posicion EU 275 a la posicion EU 293 y aproximadamente desde la posicion EU 302 a la posicion EU 319 y
aproximadamente de la posicion EU 336 a la posicién EU 348 y aproximadamente de la posicion EU 367 a la posicién
EU 393 y la posicion EU 408 y aproximadamente de la posicion EU 424 a la posicion EU 440. En un modo de
realizacién uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de acuerdo con la numeracion EU de Kabat son F243,
P244, P245 P, K246, P247, K248, D249, T250, L251, M252, 1253, S254, R255, T256, P287, E258, V259, T260, C261,
F275, N276, W277, Y278, V279, D280, V282, E283, V284, H285, N286, A287, K288, T289, K290, P291, R292, E293,
V302, V303, S304, V305, L306, T307, V308, L309, H310, Q311, D312, W313, L314, N315, G316, K317, E318, Y319,
1336, S337, K338, A339, K340, G341, Q342, P343, R344, E345, P346, Q347, V348, C367, V369, F372, Y373, P374,
S375, D376, 1377, A378, V379, E380, W381, E382, S383, N384, G385, Q386, P387, E388, N389, Y391, T393, S408,
S424, C425, S426, V427, M428, H429, E430, A431, L432, H433, N434, H435, Y436, T437, Q438, K439 y S440
(numeracion EU).

Una cadena polipeptidica de una regién Fc humana natural del isotipo IgG1 tiene la siguiente secuencia de
aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 03).

Una cadena polipeptidica de una variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con las mutaciones L234A, L235A
tiene la siguiente secuencia de aminodcidos:
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DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 04).

Una cadena polipeptidica de una variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con mutaciones T366S, L368A e
Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTENQVSLSCAVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 05).
Una cadena polipeptidica de una variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutaciéon T366W tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQGDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 06).

Una cadena polipeptidica de una variante de la regién Fc humana del isotipo IgG1 con mutaciones L234A, L235A y
T366S, L368A e Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 07).

Una cadena polipeptidica de una variante de la regién Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion L234A, L235A y
T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK(SEQ IDNO: 08). ~

Una cadena polipeptidica de una variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion P329G tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:

11



10

15

20

25

ES 2633894 T3

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 09).

Una cadena polipeptidica de una variante de la regiéon Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion L234A, L235A y
P329G tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ D NO: 10).”

Una cadena polipeptidica de una variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion P239G y T366S,
L368A e Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 11).

Una cadena polipeptidica de una variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacién P329G y T366W
tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQIDNO: 12). ™

Una cadena polipeptidica de una variante de la regién Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion L234A, L235A,
P329G y T366S, L368A e Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK ($Eq D NG: 13). "™

Una cadena polipeptidica de una variante de la regién Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion L234A, L235A,
P329G y T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
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DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 14).

Una cadena polipeptidica de una regién Fc humana natural del isotipo IgG4 tiene la siguiente secuencia de
aminodcidos:
ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO: 15).

Una cadena polipeptidica de una variante de la regién Fc humana del isotipo IgG4 con una mutacion S228P y L235E
tiene la siguiente secuencia de aminodcidos:

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO: 16).

Una cadena polipeptidica de una variante de la regién Fc humana del isotipo IgG4 con una mutacion S228P, L235E y
P329G tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED
PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKGLGSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (S(SEQ ID NO: 17).

El término «receptor Fc», abreviado a «FcR», denota un receptor que se une a una regién Fc. En un modo de
realizacién el FcR es un FcR humano de secuencia nativa. Ademas, en un modo de realizacién, el FcR es un FcR que
se une a un anticuerpo IgG (un receptor Fc gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl y FeyRlll,
incluyendo variantes alélicas y formas empalmadas de forma alternativa de las mismas. Los receptores FcyRll incluyen
FcyRIIA (un «receptor activador») y FcyRIIB (un «receptor inhibidor»), que tienen secuencias de aminoacidos similares
que difieren principalmente en los dominios citoplasmicos de los mismos. Los FcR se revisan en Ravetch y Kinet, Annu.
Rev. Immunol 9 (1991) 457-492, Capel, et al., Inmunomethods 4 (1994) 25-34, de Haas, et al., J. Lab. Clin. Med. 126
(1995) 330-341. Otros FcR estan englobados en el presente documento por el término «FcR». El término también
incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG maternas al feto (véase, por ejemplo,
Guyer et al., J. Immunol. 117 (1976) 587; Kim, et al., J. Immunol. 24 (1994) 249).

El término «receptor Fc gamma», abreviado a «FcyR» o «FcgammaR», denota cualquier miembro de la familia de
proteinas que se unen a la regién Fc de un anticuerpo IgG y esté codificado por un gen FcyR. En seres humanos esta
familia incluye pero no esta limitada a FcyRI (CD64), incluyendo las isoformas FcyRIA, FcyRIB y FcyRIC, FcyRll
(CD32), incluyendo las isoformas FcyRIIA (incluidos los allotypes H131 y R131), FcyRIIB (incluyendo FcyRIIB-1 y
FcyRIIB-2 ), y FcyRllc, y FeyRIIl (CD16), incluyendo isoformas de FcyRIIIA (incluidos los alotipos V158 y F158; Swiss-
Prot entrada P08637; N-terminal-
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MRTEDLPKAVVFLEPQWYRVLEKDSVTLKCQGAYSPEDNSTQWFHNESLISSQASSYFIDAATVDDSGEYRCQTNLSTL
SDPVQLEVHIGWLLLQAPRWVFKEEDPIHLRCHSWKNTALHKVTYLQNGKGRKYFHHNSDFYIPKATLKDSGSYFCRGL
VGSKNVSSETVNITITQGLAVSTISSFFPPGYQ-C-terminal; SEQ ID NO: 18) y FcyRIlIb (incluidos los alotipos FcyRIIB-
NAl y FcyRIIB-NA2) (véase, por ejemplo, JefFcris et al., Immunol. Lett. 82 (2002) 57-65), asi como las isoformas o
alotipos de FcyR. Un FcyR puede ser de cualquier organismo, incluyendo pero no limitado a seres humanos, ratones,
ratas, conejos y monos. Los FcyR de ratdn incluyen pero no se limitan a FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32), FcyRIII (CD16) y
FcyRIlI-2 (CD16-2), asi como isoformas o alotipos de FcyR. Los residuos de aminoacidos implicados en la interaccion
region Fc--FcyR son 234-239 (region bisagra inferior), 265-269 (bucle B/C), 297-299 (bucle D/E) y 327-332 (F/G)
(Sondermann, et al., Nature 406 (2000) 267-273). Las mutaciones de aminoacidos que dan lugar a una disminucién de
la unién/afinidad por los FcyRI, FcyRIIA, FeyRIIB y/o FeyRIIIA incluyen N297A (concomitantemente con una disminucion
de la inmunogenicidad y semivida de unién/afinidad prolongada) (Routledge et al., Transplantation 60 1995) 847; Friend
et al., Transplantation 68 (1999) 1632; Shields et al., J. Biol. Chem. 276 (1995) 6591), residuos 233-236 (Ward y Ghetie,
Ther. Immunol. 2 (1995) 77; Armor et al., Eur. J. Immunol. 29 (1999) 249). Algunas sustituciones de aminoacidos
ejemplares se describen en los documentos US 7.355.008 y US 7.381.408.

El término «receptor neonatal Fc», abreviado a «<FcRn», denota una proteina que se une a la regién Fc de un anticuerpo
IgG y esta codificada al menos en parte por un gen FcRn. El FcRn puede provenir de cualquier organismo, incluyendo
pero no limitado a seres humanos, ratones, ratas, conejos y monos. Como se conoce en la técnica, la proteina FcRn
funcional comprende dos polipéptidos, a los que se hace referencia a menudo como cadena pesada y cadena ligera. La
cadena ligera es beta-2-microglobulina y la cadena pesada esté codificada por el gen FcRn. A menos que se indique lo
contrario en el presente documento, el FcRn o una proteina FcRn se refiere al complejo de cadena pesada de FcRn con
beta-2-microglobulina. Los residuos de aminoacidos de interaccién de la region Fc con el FcRn estan cerca de la unién
de los dominios CH2 y CH3. Los residuos de contacto de region Fc-FcRn estén todos dentro de una Unica cadena
pesada de la IgG. Los residuos de aminoacidos afectados son 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314
(todos en el dominio CH2) y los residuos de aminoacidos 385-387, 428 y 433-436 (todos en el dominio CH3). Las
mutaciones de aminoacido que dan como resultado una mayor unién/afinidad por el FcRn incluyen T256A, T307A,
E380A y N434A (Shields et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 249).

Los residuos de aminoacidos del FcRn que se conservan a través de las especies son los residuos de histidina en las
posiciones 310 y 435 en la regiéon Fc. Estos residuos son responsables de la dependencia del pH de la interaccién
FcRn-regiéon Fc (véase, por ejemplo, Victor, G., et al., Nature Biotechnol. 15 (1997) 637-640); DallAcqua, W. F., et al. J.
Immunol. 169 (2002) 5171-5180). Las mutaciones en la region Fc que atenuan la interaccion con FcRn pueden reducir
la semivida del anticuerpo.

El término «regién bisagra» denota la parte de un polipéptido de cadena pesada de un anticuerpo que se une al dominio
CH1 y al dominio CH2, por ejemplo desde aproximadamente la posicién 216 hasta aproximadamente la posicién 230
segun el sistema de numeracion EU de Kabat. La regién bisagra es normalmente una molécula dimérica que consiste
en dos polipéptidos con secuencia de aminoacidos idéntica. La region bisagra comprende, en general,
aproximadamente 25 residuos de aminodacidos y es flexible permitiendo que las regiones de unién al antigeno se
muevan independientemente. La region bisagra puede subdividirse en tres dominios: el dominio de bisagra superior,
medio e inferior (Roux et al., J. Immunol. 161 (1998) 249).

La regién bisagra es normalmente una molécula dimérica que consiste en dos polipéptidos con secuencia de
aminoacidos idéntica. La region bisagra comprende, en general, aproximadamente 25 residuos de aminoacidos y es
flexible permitiendo que las regiones de unién al antigeno se muevan independientemente. La region bisagra puede
subdividirse en tres dominios: el dominio de bisagra superior, medio e inferior (véase, por ejemplo, Roux et al., J.
Immunol. 161 (1998) 249).

El término «regi6n bisagra inferior» de una region Fc denota el tramo de residuos aminoacidos inmediatamente C-
terminal a la regidn bisagra, es decir, los residuos 233 a 239 de la regién Fc de acuerdo con la numeracion EU de
Kabat.

El término «region Fc natural» denota una secuencia de amino&cidos idéntica a la secuencia de aminoacidos de una
region Fc encontrada en la naturaleza. Las regiones Fc humanas naturales incluyen una regién Fc de IgG1 humana
nativa (alotipos no A y A), region Fc de IgG2 humana nativa, region Fc de IgG3 humana nativa y regién Fc de 1gG4
humana nativa, asi como variantes de origen natural de las mismas.

La expresion «composicion farmacéutica» se refiere a una preparacién que esta en tal forma que permite la actividad
bioldgica de un principio activo contenido en la misma para ser eficaz, y que no contiene componentes adicionales que
sean inaceptablemente tdxicos para un sujeto al que se administraria la formulacion.

Un «vehiculo farmacéuticamente aceptable» se refiere a un ingrediente de una formulacion farmacéutica, distinto de un
principio activo, que no es téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se limita a,
un tampon, un excipiente, un estabilizante o un conservante.

El término «polipéptido» denota un polimero que consiste en aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, ya sean
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producidos natural o sintéticamente. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 20 residuos de aminodacidos
pueden denominarse «péptidos», mientras que las moléculas que consisten en dos o mas polipéptidos o que
comprenden un polipéptido de mas de 100 residuos de aminoacidos pueden denominarse «proteinas». Un polipéptido
también puede comprender componentes no aminoacidos, tales como grupos de carbohidratos, iones metalicos o
ésteres de acido carboxilico. Los componentes no aminoacidos pueden ser afadidos por la célula, en la que se expresa
el polipéptido, y pueden variar con el tipo de célula. Los polipéptidos se definen en el presente documento en términos
de la estructura de su esqueleto de aminoacidos o el &cido nucleico que codifica la misma. Las adiciones tales como
grupos de carbohidratos en general no se especifican; no obstante pueden estar presentes.

El término «marcador de secuencia de aminoacidos» denota una secuencia de residuos de aminoacidos conectados
entre si a través de enlaces peptidicos que tiene propiedades de unidén especificas. En un modo de realizacion, el
marcador de secuencia de aminoacidos es un marcador de afinidad o de purificaciéon. En un modo de realizacion, el
marcador de secuencia de aminoacidos se selecciona del grupo que comprende Arg-tag, His-tag, Avi-tag, His-Avi-tag,
Flag-tag, 3xFlag-tag, Strep-tag, Nano-tag, SBP-tag, c-myc-tag, S-tag, péptido de unién a calmodulina, dominio de unién
a celulosa, dominio de unién a quitina, GST-tag y MBP-tag. En un modo de realizacién el marcador de secuencia de
aminoacidos se selecciona del grupo que comprende la SEQ ID NO: 19 (RRRRR), SEQ ID NO: 20 (RRRRRR), SEQ ID
NO: 21 (Avitag), SEQ ID NO: 22 (His-Avitag), SEQ ID NO: 23 (HHHHHH), SEQ ID NO: 24
(KDHLIHNVHKEFHAHAHNK), SEQ ID NO: 25 (DYKDDDDK), SEQ ID NO: 26 (DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK), SEQ
ID NO: 27 (AWRHPQFGG), SEQ ID NO: 28 (WSHPQFEK), SEQ ID NO: 29 (MDVEAWLGAR), SEQ ID NO: 30
(MDVEAWLGARVPLVET), SEQ ID NO: 31 (MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP), SEQ ID NO:
32 (EQKLISEEDL), SEQ ID NO: 33 (KETAAAKFCRQHMDS), SEQ ID NO: 34 (KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL),
SEQ ID NO: 35 (dominio de unién a la celulosa), SEQ ID NO: 36 (dominio de unién a la celulosa), SEQ ID NO: 37
(TNPGVSAWQVNTAYTAGQLVTYNGKTYKCLQPHTSLAGWEPSNVPALWQLQ), SEQ ID NO: 38 (GST-tag) y SEQ ID
NO: 39 (MBP-tag).

El término «sitio de escisidbn enzimatica» denota una secuencia de residuos de aminoacidos conectados entre si a
través de enlaces de péptidos que pueden escindirse especificamente por una proteasa. En un modo de realizacion, la
proteasa es proteasa de IgA, grancima B, proteasa Tev, proteasa PreScission, trombina, factor 10a, proteasa Ides o
enterocinasa.

El término «proteasa de IgA» denota una proteasa derivada de Neisseria gonorrhoeae con un sitio de reconocimiento
que comprende una de las siguientes secuencias en las que «¥» denota la posicién del enlace escindido:

Pro-Ala-Pro ¥ Ser-Pro ( )
Pro-Pro ¥Ser-Pro ( )
Pro-Pro ¥ Ala-Pro ( )
Pro-Pro ¥ Thr-Pro ( )
Pro-Pro ¥ Gly-Pro ( )
Pro-Arg-Pro-Pro ¥ Thr-Pro ( )
Val-Val-Ala-Pro-Pro ¥ Ala-Pro ( 141)
Val-Val-Ala-Pro-Pro ¥ Ser-Pro (SEQ ID NO: 41),
Val-Val-Ala-Pro-Pro ¥ Thr-Pro ( )
Val-Val-Ala-Pro-Pro ¥ Gly-Pro ( )
Pro-Arg-Pro-Pro ¥ Thr-Pro ( )
Ala-Pro-Pro-Ala ¥ Ala-Pro ( )
Pro-Arg-Pro-Pro ¥ Ala-Pro ( )
Pro-Arg-Pro-Pro ¥ Ser-Pro ( )
Pro-Arg-Pro-Pro ¥ Gly-Pro ( )

El término «conector» 0 «conector peptidico» tal como se usa en la presente solicitud denota los conectores peptidicos
de origen natural y/o sintético. Consisten en una cadena de amino&cidos lineal en la que los 20 aminoacidos naturales
son las unidades estructurales monomeéricas. La cadena tiene una longitud de 1 a 50 aminoacidos, se preferentemente
entre 1 y 28 aminoacidos, especialmente preferente entre 3 y 25 aminoacidos. El conector puede contener secuencias
de aminoacidos repetitivas o secuencias de polipéptidos de origen natural, tales como polipéptidos con una funcion de
bisagra. El conector tiene la funciéon de garantizar que un péptido conjugado con un anticuerpo anti-CD4 pueda realizar
su actividad biolégica permitiendo que el péptido se pliegue correctamente y se presente correctamente.
Preferentemente, el conector es un «conector peptidico sintético» que se designa como rico en residuos de glicina,
glutamina y/o serina. Estos residuos estan dispuestos, por ejemplo, en pequefias unidades repetitivas de hasta cinco
aminoacidos, tales como GGGGS, QQQQG o SSSSG. Esta pequeria unidad repetitiva puede repetirse de dos a cinco
veces para formar una unidad multimérica. En los extremos amino- y/o carboxiterminales de la unidad multimérica
pueden afadirse hasta seis aminoacidos adicionales arbitrarios, de origen natural. Otros conectores peptidicos
sintéticos estan compuestos de un solo aminodcido que se repite entre 10 a 20 veces y puede comprender en el
extremo amino- y/o carboxiterminal hasta seis aminodcidos adicionales arbitrarios de origen natural. Todos los
conectores peptidicos pueden estar codificados por una molécula de acido nucleico y, por lo tanto, se pueden expresar
de forma recombinante.
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Polipéptido de fusion como se informa en el presente documento

Frecuentemente la expresion de polipéptidos como polipéptido de fusion con la regiéon Fc da como resultado la
formacion de agregados multiméricos de composicién no definida. También la expresion del polipéptido de fusién con la
regién Fc es dificil debido al impedimento estérico entre las dos cadenas.

Se ha encontrado que los polipéptidos, que son biolégicamente activos como n-mérico y forman agregados/multimeros
no definidos tras la expresion, se pueden obtener en forma soluble expresando estos polipéptidos como polipéptido de
fusion con una regién Fc que no se une sustancialmente a un receptor Fc. El uso de un polipéptido de fusion para la
expresion del polipéptido aumenta el rendimiento obtenible del polipéptido ya sea en forma del polipéptido de fusién o
como polipéptido aislado. Se ha encontrado ademas que el polipéptido permanece en una forma n-mérica definida
después de la escision y la eliminacion de la region Fc. Especialmente adecuadas son las regiones Fc que no se unen
sustancialmente a un receptor Fc.

El término «no se une sustancialmente a un receptor Fc» denota que la regién Fc comprendida en el polipéptido de
fusion no se une a un receptor Fc hasta tal puento que se formen agregados.

El polipéptido se puede fusionar con la region Fc ya sea directamente, o a través de un conector peptidico, o a través de
un sitio de escision de la proteasa, o a través de un conector peptidico combinado con un sitio de escisién de la
proteasa.

Se ha encontrado que puede obtenerse un polipéptido de fusiéon dimérico asimétrico que comprende un sitio de escisién
enzimatica en un polipéptido de fusion mientras que el segundo polipéptido de fusién no comprende un sitio de escisién
enzimatico. Por lo tanto, en un ejemplo el polipéptido de fusién dimérico comprende dos polipéptidos de fusion idénticos
excepto que solo un polipéptido de fusiébn comprende un sitio de escision enzimatica entre el polipéptido biol6gicamente
activo y la regién Fc.

Mediante la expresién del polipéptido biolégicamente activo como polipéptido de fusién como se informa en el presente
documento, el rendimiento de expresion obtenible puede aumentarse o puede lograrse en su totalidad la produccién a
gran escala del polipéptido biolégicamente activo.

Asimismo, es posible usar un polipéptido de fusion como se informa en el presente documento para mejorar las
propiedades farmacocinéticas del polipéptido biolégicamente activo.

Asimismo, es posible mediante el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el presente documento
proporcionar citocinas y receptores de citocinas solubles.

Es posible proporcionar receptores de citocinas en forma biolégicamente activa usando un polipéptido de fusién como
se informa en el presente documento. Estos receptores de citocinas no son biolégicamente activos en forma escindida.

Mediante el uso del polipéptido de fusion como se informa en el presente documento es posible proporcionar dominios
y/o receptores de membrana funcionales, biolégicamente activos y solubles.

Mediante el uso de un polipéptido de fusién dimérico como se informa en el presente documento es posible forzar la
dimerizacién de citocinas basada en disulfuro antes de la escision del polipéptido de fusién y liberacion de la citocina
dimérica.

Asimismo, es posible mediante el uso del polipéptido de fusiéon dimérico como se informa en el presente documento
proporcionar citocinas heterodiméricas enlazadas por disulfuros mediante enlace forzado de disulfuros.

En el presente documento se informa de un polipéptido de fusién de acuerdo con la férmula |
(Bp-CSo-I-CSp-FC-CS-1i-CS,-Bn )y (formula I)

en la que B denota un polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC denota un polipéptido de la regién Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de amino&cidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
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r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiq=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0!

enlaqueu=102,
en la que FC no se une sustancialmente a un receptor Fc.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un polipéptido de fusion de acuerdo con la férmula Il
B,-CS,-1;-CS,-FC'-CS-1-CS,-By : FC* (formula )

en la que B denota un polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la regién Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de amino&cidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiqg=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0!

en la que el primer FC y el segundo FC estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro,
en la que FC'y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc.

El polipéptido que es bioldgicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la expresion
en ausencia de una region Fc fusionada puede ser de cualquier especie incluyendo, pero sin limitarse a, ser humano,
ratén, rata, conejo y mono.

En un modo de realizacion el polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada (= B en la formula | o férmula Il) se selecciona del
grupo de IL17,1L18, IL33, IL18R, IL33R, TNF, TWEAKy TL1a.

En un modo de realizacién, FC es una variante de un polipéptido de cadena pesada seleccionado del grupo de
polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana, polipéptido de cadena pesada de IgG2 humana, polipéptido de cadena
pesada de IgG3 humana, polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana, polipéptido de cadena pesada de IgG1
murina, polipéptido de cadena pesada de IgG2a murina, polipéptido de cadena pesada de IgG3 murina, polipéptido de
cadena pesada de IgG de conejo.

La region Fc comprendida en el polipéptido de fusion como se informa en el presente documento no se unira
sustancialmente a un receptor Fc.

En un modo de realizacion el polipéptido de fusién no posee sustancialmente funciones efectoras, lo que lo convierte en
un candidato deseable para aplicaciones en las que ciertas funciones efectoras son innecesarias o nocivas. Se pueden
llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la reduccién/supresion de las funciones
efectoras. Por ejemplo se pueden llevar a cabo ensayos de union al receptor de Fc (FcR) para garantizar que el
polipéptido de fusion carezca de unién a FcyR (por tanto es probable que carezca de actividad de ADCC). Las células
primarias para mediar la ADCC, las células NK, expresan FcyRIIl solamente, mientras que los monocitos expresan
FcyRI, FeyRIl'y FeyRIll. La expresién de FcR en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la pagina 464 de
Ravetch, J.V. and Kinet, J.P., Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492. Se describen ejemplos no limitantes de ensayos
in vitro para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés en la patente de EE. UU. N.? 5.500.362 (véase,
por ejemplo Hellstrom, I. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 7059-7063; y Hellstrom, I. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82 (1985) 1499-1502); patente de EE. UU. N.? 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166
(1987) 1351-1361). De forma alternativa se pueden emplear procedimientos de ensayos no radiactivos (véase, por
ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radiactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View,
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CA; y el ensayo de citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras utiles para
dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (células
NK). De forma alternativa, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo,
por ejemplo, en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 652-656.
La union a FcRn y las determinaciones de aclaramiento/semivida in vivose pueden realizar también usando
procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Petkova, S.B. et al., Int. Immunol. 18 (2006) 1759-1769).

Las afinidades y propiedades de unién de una region Fc por su ligando pueden determinarse mediante una variedad de
procedimientos de ensayo in vitro (ensayos bioquimicos o inmunolégicos) conocidos en la técnica para determinar las
interacciones regién Fc/FcR, es decir, la unién especifica de una regioén Fc a un FcyR, incluyendo, pero no se limitan a,
procedimientos de equilibrio (por ejemplo, ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA))
o cinéticos (por ejemplo, andlisis BIACORE®), y otros procedimientos tales como ensayos de union indirecta, ensayos
de inhibicion competitiva, transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET), electroforesis en gel y
cromatografia (por ejemplo, filtracién en gel). Estos y otros procedimientos pueden usar un marcador en uno o mas de
los componentes que se estan examinando y/o emplear una variedad de procedimientos de detecciéon que incluyen,
pero no se limitan a, marcadores cromdgenos, fluorescentes, luminiscentes o isotdpicos. Una descripcion detallada de
afinidades de union y la cinética se puede encontrar en Paul, WE, ed., Fundamental Immunology, 4.2 Ed., Lippincott-
Raven, Philadelphia (1999).

En un modo de realizacion, FC' y FC?, independientemente uno de otro, son o bien una regién Fc de origen humano de
la subclase IgG4 o una regién Fc de origen humano de la subclase IgG1, IgG2 o IgG3, que se modifica de tal manera
que no haya unién a ningun receptor de Fcy (por ejemplo, FcyRIlla). En un modo de realizacion, FC' y FC?,
independientemente uno de otro, son una regiéon Fc de origen humano, especialmente de la subclase IgG4 humana o
una regién Fc mutada de la subclase IgG1 humana. En un modo de realizacion, FC' y FC?, independientemente uno de
otro, son de la subclase IgG1 humana con mutaciones L234A y L235A. En un modo de realizacion, FC' y FCZ,
independientemente uno de otro son de la subclase IgG4 humana con mutacion S228P. Mientras que la IgG4 muestre
una union al receptor de Fcy reducida (FcyRllla), los anticuerpos de otras subclases de IgG muestran una union fuerte.
Sin embargo, Pro238, Asp265, Asp270, Asn297 (pérdida de carbohidrato de Fc), Pro329, Leu234, Leu235, Gly236,
Gly237, 11e253, Ser254, Lys288, Thr307, GIn311, Asn434 y/o His435 son residuos que, si se alteran, proporcionan
también una unién al receptor de Fcy reducida (Shields, RL, et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604; Lund, J., et al.,
FASEB J. 9 (1995) 115-119; Morgan, A., et al., Immunology 86 (1995) 319-324; documento EP 0 307 434). En un modo
de realizacion, FC' y FC?, independientemente uno de otro, se refieren a la unién al receptor de Fcy de la subclase
IgG4, o de la subclase IgG1 o |92G2’ con una mutacién en L234, L235 y/o D265 y/o contiene la mutaciéon PVA236 . En un
modo de realizacion, FC' y FC®, independientemente uno de otro, comprenden una o mas de las mutaciones S228P,
L234A, L235A, L235E y/o PVA236 (PVA236 significa que la secuencia de aminoacidos ELLG (dada en un cédigo de
aminoacidos de una letra) desde la posicién de aminoacidos 233 a 236 de la IgG1 o EFLG de la IgG4 se reemplaza por
PVA). En un modo de realizacion, las mutaciones son S228P para IgG4, y L234A y L235A para IgG1.

Los sitios de unién a la region Fc son conocidos en el estado de la técnica y se describen por ejemplo por Lukas, T.J., et
al., J. Immunol. 127 (1981) 2555-2560; Brunhouse, R. y Cebra, J.J., Mol. Immunol. 16 (1979) 907-917; Burton, D.R., et
al., Nature 288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., et al., Mol. Immunol. 37 (2000) 995-1004; Idusogie, E.E., et al., J.
Immunol. 164 (2000) 4178-4184; Hezareh, M., et al., J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., et al., Immunology 86
(1995) 319-324; y documento EP 0 307 434. Los sitios de unién a la region Fc se caracterizan, por ejemplo, por los
aminoacidos L234, 1235, D270, N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracion de acuerdo con el indice EU de
Kabat).

Las regiones con funcién efectora reducida incluyen aquellas con sustitucion de uno o mas de los residuos 238, 265,
269, 270, 297, 327 y 329 de la region Fc (patente de EE.UU. N.? 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes
de Fc con sustituciones en dos 0 méas de las posiciones de aminoacido 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el llamado
mutante de Fc «DA» con la sustituciéon del residuo 265 y el denominado mutante Fc «DANA» con sustitucién de los
residuos 265 y 297 por alanina (patente de EE. UU. N.? 7.332.581).

Se describen ciertas variantes de la region Fc con unién mejorada o disminuida al FcR (véanse, por ejemplo, los
documentos US 6.737.056, WO 2004/056312, y Shields, R.L. et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604).

En algunos modos de realizacién, se hacen alteraciones en la regién Fc, que dan como resultado una unién a C1q y/o
una citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) modificadas, por ejemplo, como se describe en la patente de
EE. UU. N.2 6.194.551, el documento WO 99/51642 e Idusogie, E.E. et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184.

Véase también Duncan, A.R. y Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740; los documentos US 5.648.260; US 5.624.821; y
WO 94/29351 en relacion a otros ejemplos de variantes de la region Fc.

En un modo de realizacion el polipéptido de la region Fc de la cadena pesada tiene una mutaciéon de aminoacido en una
o0 mas de las posiciones 234, 235, 236, 237, 238, 239, 253, 254, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 288, 297, 298, 299, 307,
311, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 434 y 435. En un modo de realizacién uno o mas de los receptores Fc es un receptor
Fc gamma.
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En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de aminoacidos 233, 234, 235, 236, 265, 297, 329 y 331.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene una o mas de las mutaciones de
aminoacidos E233P, L234A, L235A, L235E, AG236, D265A, N297A, N297D, P329A, P329G y P331S.

En un modo de realizacion, el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene las mutaciones de aminoacidos
L234A y L235A y uno o mas de E233P, L235E, AG236, D265A, N297A, N297D, P329A, P329G y P331S.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG1 humana tiene las mutaciones de aminoacidos
L234A y L235A y P329A o P329G.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG2 humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de aminoacidos 233, 234, 235, 236, 265 y 329.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de aminodcidos 228, 235, 265 y 329.

En un modo de realizacién, el polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana tiene una o mas de las mutaciones
S228P, L235E, P329A y P329G.

En un modo de realizacién el polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana tiene las mutaciones S228P y L235E y
P329A o P329G.

En un modo de realizacion el polipéptido de la region Fc de la cadena pesada tiene una mutaciéon de aminoacido en una
0 mas de las posiciones 248, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 272, 285, 288, 290, 291, 308, 309, 310, 311, 314,
385, 386, 387, 428, 433, 434, 435 y 436. En un modo de realizaciéon uno o mas de los receptores Fc es un FcRn.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG humana tiene una mutacién en una o mas de las
posiciones de amino&cidos 238, 252, 253, 254, 255, 256, 265, 272, 286, 288, 303, 305, 307, 309, 311, 312, 317, 340,
356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 386, 388, 400, 413, 415, 424, 433, 434, 435, 436, 439 y/o 447.

En un modo de realizacion el polipéptido de cadena pesada de IgG humana que tiene una unién reducida a FcRn tiene
una o mas alteraciones de aminoéacidos en las posiciones de aminoacidos 252, 253, 254, 255, 288, 309, 386, 388, 400,
415, 433, 435, 436, 439 y/0 447.

El polipéptido de fusion puede comprender entre el polipéptido bioldgicamente activo y la region Fc un polipéptido
conector. Este polipéptido conector puede usarse para ajustar la distancia entre el polipéptido biolégicamente activo y la
region Fc para permitir que ambas regiones funcionen de la manera prevista.

En un modo de realizacion, el polipéptido conector se selecciona del grupo que comprende (GsS)s, (GsS)4, (G3S)s,
(G3S)s, (GaS)3, (GaS)s, (GaS)s, (GsS)2, (GsS)s, (GsS)4, y cualquier combinacién de los mismos.

Adicionalmente, el polipéptido de fusion puede comprender entre el polipéptido biolégicamente activo y la region Fc un
marcador, por ejemplo adecuado para purificacion por afinidad o inmovilizacién.

En un modo de realizacién, el marcador se selecciona de un grupo que comprende Arg-tag, Avi-tag, His-Avi-tag, His-tag,
Flag-tag, 3xFlag-tag, Strep-tag, Nano-tag, SBP-tag, c-myc-tag, S-tag, péptido de unién a calmodulina, dominio de unién
a celulosa, dominio de unién a quitina, GST-tag, MBP-tag, estreptavidina o avidina, biotina, lectina, polisacarido,
esteroide, proteina de unién a esteroides, hormona y receptor hormonal.

El polipéptido conector y el marcador pueden combinarse en una secuencia de aminoacidos que intecalada que esta
situada entre el polipéptido biolégicamente activo y la regién Fc.

En un modo de realizacién, la secuencia de aminodacidos intercalada se selecciona de un primer grupo que comprende
(G3S)3, (G3S)4, (G3S)s, (G3S)s, (GaS)s, (GaS)4, (GaS)s, (GsS)2, (GsS)s, (GsS)4, y cualquier combinaciéon de los mismos, o
de un segundo grupo que comprende Arg-tag, Avi-tag, His-Avi-tag, His-tag, Flag-tag, 3xFlag-tag, Strep-tag, Nano-tag,
SBP-tag, c-myc-tag, S-tag, péptido de unién a calmodulina, dominio de unién a celulosa, dominio de unién a quitina,
GST-tag, o MBP-tag, o de combinaciones de dos elementos de estos grupos.

La secuencia de aminodacidos intercalada puede estar situada antes o después de un sitio de escision en el polipéptido
de fusién.

En un modo de realizacién, el sitio de escision es un sitio de escisidén enzimatica. En un modo de realizacion, el sitio de
escision enzimatica se selecciona del grupo que comprende el sitio de escisién de la proteasa proteasa de IgA, el sitio

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2633894 T3

de escision de la proteasa granzima B, el sitio de escision de la proteasa Tev, el sitio de escision de la proteasa
PreScission, el sitio de escisidn de la trombina, el sitio de escision del factor 10a, el sitio de escision de la proteasa Ides,
sitio de escisién de proteasa SUMO (Ulp1 (proteasa especifica de Ub1) de Saccharomyces cerevisiae) y el sitio de
escision la de enterocinasa. En un modo de realizacion, el sitio de escision se selecciona del grupo de sitio de escision
de la proteasa de IgA, el sitio de escision de la proteasa PreScission, el sitio de escision de grancima B y el sitio de
escision de la proteasa Ides.

En un modo de realizacién, el polipéptido de fusién comprende un sitio de escision inherente de la proteasa papaina, o
la proteasa pepsina o la proteasa Ides.

En el presente documento se informa de un polipéptido de fusion dimérica que comprende dos polipéptidos de fusion
como se informa en el presente documento.

Un aspecto como se describe en el presente documento es un polipéptido dimérico que comprende un polipéptido de
fusion como se informa en el presente documento y una regién Fc.

Dado que el polipéptido de fusion como se informa en el presente documento comprende una region Fc que a su vez
comprende una region de bisagra de inmunoglobulina, el polipéptido de fusién dimérica comprende uno o0 méas puentes
disulfuro que unen covalentemente el primer polipéptido de fusidén con el segundo polipéptido de fusién.

Dado que el polipéptido de fusion como se informa en el presente documento comprende una regién Fc que a su vez
comprende una regién de bisagra de inmunoglobulina, el polipéptido dimérico comprende uno o mas puentes disulfuro
que unen covalentemente el polipéptido de fusion con la regién Fc.

El polipéptido de fusién dimérico puede ser un polipéptido de fusion homodimérico o un polipéptido de fusion
heterodimérico.

En el presente documento se informa de un polipéptido de fusién de acuerdo con la férmula |
(Bp-CSo-Is-CSp-FC-CSy-1i-CS-B )y (férmula 1)

en la que B denota un polipéptido que es biolégicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC denota un polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de amino&cidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiqg=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

enlaqueu=2,
en la que FC no se une sustancialmente a un receptor Fc.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un polipéptido dimérico que comprende un polipéptido de
fusion de acuerdo con la férmula Il

B,-CS,-1-CS,-FC'-CS -1-CS,-By, : FC? (formula 1)
en la que

B designa un polipéptido que es biolégicamente activo como 1-mérico, 2-mérico o 3-mérico y forma
agregados/multimeros no definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,

FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
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CS denota un sitio de escisién e
| denota una secuencia de aminoacidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysig=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0!

en la que FC' y FC? estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro (3),
en la que FC' y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc.

Dado que el polipéptido dimérico puede formarse por la combinacion de dos polipéptidos diferentes, o un polipéptido y
un polipéptido de fusion como se informa en el presente documento, o dos polipéptidos de fusién diferentes como se
informa en el presente documento, se tiene que usar un mecanismo para garantizar la heterodimerizacion.

En un modo de realizacién, el primer FC comprende la mutaciéon T366W y opcionalmente la mutacién S354C vy el
segundo FC comprende las mutaciones T366S, L368A e Y407V y opcionalmente la mutacién Y349C.

En un ejemplo, el polipéptido de fusion se caracteriza porque
a) B del primer y segundo polipéptidos de fusién son idénticos, o
b) B del primer polipéptido de fusion y B del segundo polipéptido de fusion son diferentes.

En un modo de realizacion se ha suprimido el residuo de lisina C-terminal en la(s) regién(ones) FC. Esto da como
resultado la supresién de un presunto sitio de escisién enzimatica.

Aplicaciones del polipéptido de fusién como se informa en el presente documento

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusiéon inmovilizado como se
informa en el presente documento o un polipéptido de fusion dimérico inmovilizado como se informa en el presente
documento como ligando en cromatografia de afinidad.

En un modo de realizacién, el polipéptido de fusiéon o el polipéptido de fusion dimérico esta unido a una fase solida. En
un modo de realizacion, la fase sélida es un material de cromatografia. En un modo de realizacién, el polipéptido de
fusion o el polipéptido de fusion dimérico esté biotinilado y la fase sélida se derivatiza con estreptavidina.

En un modo de realizacion, el polipéptido de fusién o el polipéptido de fusién dimérica comprende un sitio de escision
entre el receptor Fc y la region Fc. En un modo de realizacion, el polipéptido de fusion o el polipéptido de fusién dimérico
se escinde antes de la biotinilacion.

En un modo de realizacion, el polipéptido de fusién o el polipéptido de fusién dimérica comprende un marcador de
inmovilizacion entre el polipéptido biologicamente activo y el sitio de escisién. En un modo de realizacién, el marcador
de inmovilizacion es un marcador His-Avi 0 un marcador Avi.

También se informa de una columna de cromatografia de afinidad que comprende una matriz y grupos funcionales
cromatograficos unidos a matrices, caracterizada porque el grupo funcional cromatografico unido a matrices comprende
un polipéptido de fusién o un polipéptido de fusién dimérico como se informa en el presente documento.

En un modo de realizacion, el polipéptido de fusion o el polipéptido de fusién dimérica comprende un sitio de escision
entre el polipéptido biolégicamente activo y la region Fc. En un modo de realizacién, el polipéptido de fusiéon o el
polipéptido de fusién dimérico se escinde antes de la biotinilacion.

En un modo de realizacion, el polipéptido de fusién o el polipéptido de fusion dimérica comprende un marcador de
inmovilizacién entre el polipéptido bioldgicamente activo y el sitio de escisién. En un modo de realizacion, el marcador
de inmovilizaciéon es un marcador His-Avi o un marcador Avi.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento para la produccién de un polipéptido biolégicamente activo 2-mérico (dimérico) o 3-mérico
(trimérico), por el que el polipéptido 2-mérico (dimérico) o 3-mérico (trimérico) biolégicamente activo se obtiene después
de la escision enzimatica del polipéptido de fusidn, y por el que el polipéptido biolégicamente activo 2-mérico (dimérico)
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0 3-mérico (trimérico) permanece en la forma 2-mérica (dimérico) o 3-mérica (trimérica) después de la escision.
En el presente documento se describe el uso de un polipéptido de fusion dimérico de formula 11l

B,-CSo-1-CS,-FC'-CS-1-CS-Byy : By-I-FC*-1-By,
(formula 111)

en la que

B designa un polipéptido que es bioldgicamente activo como 2-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la
expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de aminoécidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysig=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

en la que FC' y FC? estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro (3),

en la que FC ! y FC 2 no se unen sustancialmente a un receptor Fc, para la produccién de citocinas diméricas
voluminosas (impedidas estéricamente).

Se ha encontrado que puede obtenerse un polipéptido de fusion dimérico asimétrico que comprende un sitio de escisién
enzimatica en un polipéptido de fusién mientras que el segundo polipéptido de fusién no comprende un sitio de escisidn
enzimatico. Por lo tanto, en un ejemplo el polipéptido de fusién dimérico comprende dos polipéptidos de fusion idénticos
excepto que solo un polipéptido de fusién comprende un sitio de escision enzimatica entre el polipéptido biolégicamente
activo y la region Fc.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento para aumentar la semivida in vivo de un polipéptido que es biolégicamente activo como 2-mérico o
3-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la expresion en la ausencia de una region Fc fusionada.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento para proporcionar una citocina o receptor de citocinas soluble.

Es posible proporcionar receptores de citocinas en forma biolégicamente activa usando un polipéptido de fusién como
se informa en el presente documento. Estos receptores de citocinas no son biolégicamente activos en forma escindida.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento para proporcionar receptores de membrana y/o dominios de receptores de membrana funcionales,
biol6gicamente activos y solubles.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusién dimérico como se informa
en el presente documento para proporcionar citocinas diméricas enlazadas por disulfuro, por el que el enlace disulfuro
se forma antes de la escision enzimatica del polipéptido de fusion.

Mediante el uso de un polipéptido de fusién dimérico como se informa en el presente documento es posible forzar la
dimerizacién de citocinas basada en disulfuro antes de la escision del polipéptido de fusién y liberacion de la citocina
dimérica.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un polipéptido de fusién dimérico como se informa
en el presente documento para producir una citocina heterodimérica enlazada a disulfuro.

Asimismo, es posible mediante el uso del polipéptido de fusiéon dimérico como se informa en el presente documento
proporcionar citocinas heterodiméricas enlazadas por disulfuros mediante enlace forzado de disulfuros.
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Procedimientos recombinantes

En el presente documento se describe un procedimiento para la producciéon de un polipéptido que es biolégicamente
activo como n-mérico y forma agregadosmultimeros no definidos tras la expresién en ausencia de una regién Fc
fusionada que comprende las siguientes etapas

a) cultivar una célula que comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido de fusion como se informa en el
presente documento,

b) recuperar el polipéptido de fusion de la célula o del medio de cultivo,

c) opcionalmente escindir el polipéptido de fusién con una proteasa y, de este modo, producir un polipéptido que es
bioldgicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la expresién en ausencia de una
regién Fc fusionada.

Procedimientos y técnicas conocidas por un experto en la técnica, que son Utiles para llevar a cabo la presente
invencion, se describen, por ejemplo, en Ausubel, F.M., ed., Current Protocols in Molecular Biology, volimenes | a lll
(1997), Wiley and Sons; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

El acido nucleico que codifica el polipéptido de fusidon como se informa en el presente documento o el polipéptido de
fusion dimérico como se informa en el presente documento se puede expresar en una célula huésped. Después de la
expresion recombinante, el polipéptido de fusion o el polipéptido de fusion dimérico puede purificarse por
procedimientos conocidos por un experto en la técnica. Estos procedimientos estan bien establecidos y se utilizan
ampliamente para la purificacién de inmunoglobulinas y se emplean solos o en combinacién. Docjps procedimientos
son, por ejemplo, cromatografia de afinidad usando proteinas derivadas de microbios (por ejemplo, cromatografia de
afinidad de proteina A o proteina G), cromatografia de intercambio i6nico (por ejemplo, intercambio catiénico (resinas de
carboximetilo), intercambio anidnico (resinas de aminoetilo) y cromatografia de intercambio mixto), adsorcion tiofilica
(por ejemplo con beta-mercaptoetanol y otros ligandos SH), interaccion hidréfoba o cromatografia de adsorcion
aromatica (por ejemplo con fenil-sefarosa, resinas aza-arenofilicas o acido m-aminofenilborénico), cromatografia de
afinidad por quelatos metélicos (por ejemplo, con material de afinidad por Ni(ll) y Cu(ll)), cromatografia de exclusién por
tamano, y procedimientos electroforéticos preparativos (tales como electroforesis en gel, electroforesis capilar)
(Vijayalakshmi, M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102).

Los casetes de expresién comprenden un promotor, un segmento de ADN que codifica una secuencia sefial de
secrecion, el gen estructural y una sefal de terminacion/poliadenilacién. Los elementos se ensamblan en una forma
operativamente enlazada bien en un plasmido que codifica todos los polipéptidos de fusién diferentes requeridos, o en
dos o mas plasmidos cada uno de los cuales codifica un polipéptido de fusion. Para la expresion de los genes
estructurales, el(los) plasmido(s) se introduce(n) en una célula huésped adecuada. Las proteinas se producen en
células de mamifero tales como células CHO, células NSO, células Sp2/0, células COS, células HEK, células K562,
células BHK, células PER.C6® y similares. En un modo de realizacion, el polipéptido de fusidon se expresa en una célula
CHO, o una célula BHK o una célula HEK. Los elementos reguladores del plasmido han de seleccionarse de manera
que sean funcionales en la célula huésped seleccionada. Los polipéptidos de fusién expresadosestan ensamblados
funcionalmente.

Un «plasmido de expresion» es un acido nucleico que proporciona todos los elementos requeridos para la expresion del
gen o genes estructurales comprendidos en una célula huésped. Tipicamente, un plasmido de expresién comprende
una unidad de propagacion de plasmidos procariotas, por ejemplo, para E. coli, que comprende un origen de replicacion,
y un marcador seleccionable, un marcador de seleccién eucariético y una o mas casetes de expresion para la expresion
del gen o genes estructurales de interés, cada uno de los cuales comprende un promotor, un gen estructural y un
terminador de la transcripcion que incluye una senal de poliadenilacién. La expresién génica se coloca usualmente bajo
el control de un promotor y dicho gen estructural se dice que esta «operativamente enlazado al» promotor. De forma
similar, un elemento regulador y un promotor minimo estan enlazados operativamente si el elemento regulador modula
la actividad del promotor minimo.

Los anticuerpos se pueden producir por procedimientos y composiciones recombinantes, por ejemplo, como se describe
en la patente de EE. UU. N.? 4.816.567. En un modo de realizacién, se proporciona &acido nucleico aislado que codifica
un polipéptido de fusion descrito en el presente documento o un polipéptido de fusion dimérico descrito en el presente
documento. En un modo de realizacidon se proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo, vectores de expresion) que
comprenden dicho acido nucleico. En otro modo de realizacion, se proporciona una célula huésped que comprende
dicho &cido nucleico. En uno de dichos modos de realizacion, una célula huésped contiene (por ejemplo, se ha
transformado con): (1) un vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende un primer polipéptido de fusién y una secuencia de aminoacidos que comprende un segundo polipéptido de
fusion, o (2) un primer vector que comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende un primer polipéptido de fusién y un segundo vector que comprende un acido nucleico que codifica una
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secuencia de aminoacidos que comprende un segundo polipéptido de fusién. En un modo de realizacién, la célula
huésped es eucariota, por ejemplo, una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula linfoide (por ejemplo,
célula YO, NSO, Sp20). En un modo de realizacion, se proporciona un procedimiento de obtencion de un polipéptido de
fusion o un polipéptido de fusién dimérico, en el que dicho procedimiento comprende cultivar una célula huésped que
comprende un acido nucleico que codifica el polipéptido de fusion o polipéptido de fusién dimérico, como se proporciona
anteriormente, en condiciones adecuadas para la expresion del polipéptido de fusién o polipéptido de fusién dimérico, y
opcionalmente, recuperar el polipéptido de fusién o polipéptido de fusién dimérico de la célula huésped (o del medio de
cultivo de las células huésped).

Para la produccién recombinante de un polipéptido de fusion como se informa en el presente documento o un
polipéptido de fusién dimérico como se informa en el presente documento, se aisla un acido nucleico que codifica un
polipéptido de fusién o un polipéptido de fusién dimérico, por ejemplo, como se describe anteriormente, y se inserta en
uno o mas vectores para la posterior clonacion y/o expresion en una célula huésped. Dicho acido nucleico se puede
aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos,
que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican el polipéptido de fusion).

Las células huésped adecuadas para la clonacion o la expresién de vectores que codifican el polipéptido incluyen
células procariotas o0 eucariotas descritas en el presente documento. Por ejemplo, los polipéptidos se pueden producir
en bacterias, en particular cuando no se necesitan la glicosilacion ni la funcion efectora de Fc. Para la expresion de
fragmentos de anticuerpo y polipéptidos en bacterias, véanse, por ejemplo, los documentos US 5.648.237,
US 5.789.199 y US 5.840.523 (véase también Charlton, KA, en: Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, BKC (ed.),
Humana Press, Totowa, NJ (2003), paginas 245-254, que describe la expresion de fragmentos de anticuerpo en E.
coli.). Después de la expresion, el polipéptido de fusion o polipéptido de fusién dimérico se puede aislar de la pasta de
células bacterianas en una fraccion soluble y se puede purificar adicionalmente.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, por ejemplo, los hongos filamentosos y las levaduras, son
huéspedes adecuados para clonacién o expresion para vectores que codifican un polipéptido de fusién, incluyendo
cepas de hongos y levaduras, cuyas rutas de glicosilacién se han «humanizado», lo que da como resultado la
produccién de un polipéptido de fusiéon con un patrén de glicosilacién parcial o totalmente humano (véase Gemgross,
T.U., Nat. Biotech. 22 (2004) 1409-1414; y Li, H. et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215).

Las células huésped adecuadas para la expresion de un polipéptido de fusion glicosilado también se derivan de
organismos multicelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de
plantas y de insectos. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus, que se pueden usar en combinaciéon con
células de insectos, particularmente para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

Se pueden usar también cultivos celulares de plantas como huéspedes (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU.
N.¢ 5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para
producir anticuerpos en plantas transgénicas).

Las células de vertebrados también se pueden usar como huéspedes. Pueden ser utiles, por ejemplo, lineas celulares
de mamifero que estdn adaptadas para crecer en suspension. Otros ejemplos de lineas de células huésped de
mamiferos que pueden ser Utiles son la linea CV1 de ridn de mono transformada con SV40 (COS-7); la linea de rifion
embrionario humano (293 o las células 293 descritas, por ejemplo, en Graham, F.L. et al., J. Gen Virol. 36:59, (1977));
las células de rindn de cria de hamster (BHK); las células de Sertoli de ratén (células TM4 como se describe, por
ejemplo, en Mather, J.P., Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252); las células de riiién de mono (CV1); las células de rifidn de
mono verde africano (VERO-76); las células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA); las células de rifidn canino
(MDCK); las células de higado de rata bufalo (BRL 3A); las células de pulmén humano (W138); las células de higado
humano (Hep G2); las células de tumor de mama de raton (MMT 060562); las células TRI, como se describe, por
ejemplo, en Mather, J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383, 44-68, 1982; LAS células MRC 5; y LAS células FS4. Otras
lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen las células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células
CHO DHFR (Urlaub, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); y lineas celulares de mieloma tales como YO,
NSO y Sp2/0. Para una revision de algunas lineas de células huésped de mamifero adecuadas para la produccion de
anticuerpos, véase, por ejemplo, YYazaki, P. and Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.),
Humana Press, Totowa, NJ (2004), paginas 255-268.

Procedimientos y composiciones para el diagndstico y deteccidn

En ciertos modos de realizacion, cualquiera de los polipéptidos de fusiébn o polipéptidos de fusion diméricos
proporcionados en el presente documento es Util para detectar la presencia de citocinas o receptores de citocina en una
muestra biologica. El término «detectar» como se usa en el presente documento engloba la deteccion cuantitativa o
cualitativa.

En un modo de realizacién, se proporciona un polipéptido de fusién como se informa en el presente documento o un

polipéptido de fusion dimérico como se informa en el presente documento para su uso en un procedimiento de
diagnéstico o deteccion. En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia de una citocina o
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un receptor de citocinas en una muestra biolégica. En ciertos modos de realizacion, el procedimiento comprende poner
en contacto la muestra biolégica con un polipéptido de fusion como se informa en el presente documento o un
polipéptido de fusion dimérico como se informa en el presente documento en condiciones permisivas para la unién del
polipéptido de fusion o el polipéptido de fusiéon dimérico a una citocina o un receptor de citocinas, y detectar si se forma
un complejo entre el polipéptido de fusién o el polipéptido de fusion dimérico y una citocina o un receptor de citocinsa.
Dicho procedimiento puede ser un procedimiento in vitro o in vivo.

En ciertos modos de realizacion, se proporcionan polipéptidos de fusion maacados o polipéptidos de fusién diméricos
marcados. Los marcadores incluyen, pero no se limitan a, marcadores o restos que se detectan directamente (tales
como marcadores fluorescentes, cromoéforos, electrodensos, quimioluminiscentes y radiactivos), asi como restos, tales
como enzimas o ligandos, que se detectan indirectamente, por ejemplo, a través de una reaccion enzimatica o
interaccion molecular. Los marcadores de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, los radioisétopos p e, 129 3y y
31 fluoréforos tales como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo,
umbeliferona, luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana (patente de EE. UU. N.°
4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa alcalina, P-
galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacaridos, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una
enzima que emplea perdxido de hidrogeno para oxidar un precursor colorante tal como HRP, lactoperoxidasa o
microperoxidasa, biotina/avidina, marcadores de espin, marcadores de bacteri6fagos, radicales libres estables y
similares.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de un polipéptido de fusién como se informa en el presente documento o un
polipéptido de fusidn dimérico como se informa en el presente documento se preparan mezclando dicho polipéptido de
fusion con el grado de pureza deseado con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables opcionales
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 16.2 edicién, Osol, A. (Ed.) (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, en general, son atéxicos para los destinatarios a las
dosis y concentraciones empleadas, e incluyen, pero no se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes incluyendo &cido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol y m-
cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como
seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como
glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos de Zn-
proteina) y/o tensioactivos no iénicos tales como polietilenglicol (PEG). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables de
ejemplo en el presente documento incluyen, ademas, agentes de dispersién intersticial del farmaco tales como
glucoproteinas de hialuronidasa neutra-activa soluble (sSHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas de hialuronidasa PH-20
soluble humana, tales como rhuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Ciertas sHASEGP de ejemplo y
procedimientos de uso, incluyendo rhuPH20, se describen en los documentos US 2005/0260186 y US 2006/0104968.
En un aspecto, una sHASEGP se combina con una o mas glucosaminoglucanasas adicionales tales como
condroitinasas.

Las formulaciones de anticuerpo liofilizadas de ejemplo se describen en el documento US 6.267.958. Las formulaciones
de anticuerpo acuosas incluyen las descritas en el documento US 6.171.586 y el documento WO 2006/044908,
incluyendo las uUltimas formulaciones un tampoén histidina-acetato.

La formulacién del presente documento también puede contener mas de un principio activo segun sea necesario para la
indicacion particular que se esté tratando, preferentemente los que tienen actividades complementarias que no se ven
afectadas de manera adversa entre si. Dichos principios activos estan presentes adecuadamente en combinacion en
cantidades que son eficaces para el proposito pretendido.

Los principios activos se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacién o por
polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcdpsulas de
poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracién de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocépsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se
divulgan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16.2 edicion, Osol, A. (ed.) (1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos solidos que contienen el polipéptido de fusion,
estando dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejmplo, peliculas o microcapsulas.

Las formulaciones que se usan para la administracion in vivo son, en general, estériles. La esterilidad se puede
conseguir facilmente, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracion estériles.
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Procedimientos y composiciones terapéuticas

Cualquiera de los polipéptidos de fusion como se informa en el presente documento o los polipéptidos de fusién
diméricos como se informa en el presente documento se pueden usar en procedimientos terapéuticos.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido de fusiébn o un polipéptido de fusién dimérico para su uso como
medicamento. En ciertos modos de realizacién, se proporciona un polipéptido de fusién o un polipéptido de fusion
dimérico para su uso en un procedimiento de tratamiento. En uno de dichos modos de realizacion, el procedimiento
comprende ademas la administracion al individuo de una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional.
Un «sujeto» de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores es preferentemente un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un polipéptido de fusiéon o un polipéptido de fusion dimérico
en la produccion o preparacion de un medicamento. En uno de dichos modos de realizacion, el procedimiento
comprende ademas la administracion al individuo de una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional.
Un «sujeto» de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores puede ser un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los
polipéptidos de fusion como se informa en el presente documento, por ejemplo, para su uso en cualquiera de los
procedimientos terapéuticos anteriores. En un modo de realizaciéon, una composicion farmacéutica comprende
cualquiera de los polipéptidos de fusion como se informa en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En otro modo de realizacién, una composicion farmacéutica comprende cualquiera de los polipéptidos de
fusion como se informa en el presente documento y al menos un agente terapéutico adicional.

Los polipéptidos de fusidn de la invencidn se pueden usar solos 0 en combinacion con otros agentes en un tratamiento.
Por ejemplo, un polipéptido de fusién de la invencién se puede coadministrar con al menos un agente terapéutico
adicional.

Dichos tratamiento combinados indicados anteriormente abarcan la administracion combinada (en la que dos o mas
agentes terapéuticos se incluyen en la misma formulaciéon o en formulaciones separadas) y la administracién separada,
en cuyo caso, la administracién del polipéptido de fusidén de la invencién se puede producir antes, simultaneamente y/o
después de la administracién del agente terapéutico y/o adyuvante adicional.

Un polipéptido de fusién de la invencion o un polipéptido de fusion dimérico (y cualquier agente terapéutico adicional) se
puede administrar por cualquier medio adecuado, incluyendo la administracion parenteral, intrapulmonar e intranasal y,
si se desea para tratamiento local, administracién intralesional. Las infusiones parenterales incluyen la administracién
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. La dosificacion se puede realizar por cualquier via
adecuada, por ejemplo, por inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de
si la administraciéon es breve o crénica. En el presente documento se contemplan varios programas de dosificacion
incluyendo, pero no limitados a, administraciones individuales o multiples en varios puntos temporales, administracion
en bolo e infusién pulsada.

Los polipéptidos de fusién de la invencion o polipéptidos de fusién diméricos de la invencién se formularian, dosificarian
y administrarian de una manera coherente con buena practica médica. Los factores que se deben considerar en este
contexto incluyen el trastorno particular que vaya a tratarse, el mamifero particular que se tratara, la afeccién clinica del
paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de liberacion del agente, el procedimiento de administracién, el
calendario de administracion y otros factores conocidos por los médicos. El polipéptido de fusion o el polipéptido de
fusion dimérico no necesita formularse, pero opcionalmente se formula, con uno o mas agentes usados actualmente
para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de
polipéptido de fusion o de polipéptido de fusion dimérico presente en la formulacién, del tipo de trastorno o tratamiento y
de otros factores analizados anteriormente. Estos se usan, en general, en las mismas dosis y por las vias de
administracion que se describen en el presente documento, o de aproximadamente un 1 a un 99 % de las dosis
descritas en el presente documento, o en cualquier dosis y por cualquier via que se determine
empiricamente/clinicamente como apropiada.

Para la prevencién o tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de un polipéptido de fusion de la invencion o del
polipéptido de fusién dimérico de la invencién (cuando se usa solo 0 en combinacion con uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que vaya a tratarse, del tipo de polipéptido de fusion o
polipéptido de fusidon dimérico, de la gravedad y la evoluciéon de la enfermedad, de si el polipéptido de fusion o el
polipéptido de fusién dimérico se administra con fines preventivos o terapéuticos, del tratamiento previo, de los
antecedentes clinicos del paciente y de su respuesta al polipéptido de fusion o polipéptido de fusién dimérico y del
criterio del médico responsable. El polipéptido de fusion o el polipéptido de fusion dimérico se administra
adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y de la gravedad de
la enfermedad, de aproximadamente 1 ug/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, de 0,5 mg/kg a 10 mg/kg) de polipéptido de
fusion o polipéptido de fusién dimérico puede ser una dosis inicial candidata para la administracién al paciente, ya sea,
por ejemplo, mediante una 0 mas administraciones separadas, 0 mediante infusion continua. Una dosis diaria tipica
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podria variar de aproximadamente 1pug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se
mantendria, en general, hasta que se produjera una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Una dosis de
ejemplo del polipéptido de fusion o polipéptido de fusion dimérico o estaria en el intervalo de aproximadamente
0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Por lo tanto, se pueden administrar al paciente una o mas dosis de
aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacién de las mismas). Dichas dosis
se pueden administrar intermitentemente, por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo, de tal manera
que el paciente reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte o, por ejemplo, aproximadamente seis dosis
del polipéptido de fusion o polipéptido de fusiéon dimérico). Se puede administrar una dosis de carga inicial mas alta,
seguida de una o mas dosis mas bajas. Sin embargo, otras pautas posoldgicas pueden ser Utiles. El progreso de este
tratamiento se vigila facilmente por técnicas y ensayos convencionales.

Se entiende que cualquiera de las formulaciones o procedimientos terapéuticos anteriores se puede llevar a cabo
usando un inmunoconjugado de la invencion en lugar de o ademas de un polipéptido de fusién o un polipéptido de
fusion dimérico.

Articulos de fabricacidn

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacion que contiene materiales Utiles para el
tratamiento, la prevencion y/o el diagnéstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto en o asociado al recipiente. Los recipientes adecuados incluyen,
por ejemplo, frascos, viales, jeringas, bolsas de solucién i.v., etc. Los recipientes pueden formarse a partir de diversos
materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicién que es, por si misma o en combinacion
con otra composicion, eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccién y que puede tener un puerto de acceso
estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapon perforable
por una aguja de inyeccién hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicion es un polipéptido de fusion de la
invencion o un polipéptido de fusion dimérico de la invencion. La etiqueta o prospecto indica que la composicion se usa
para tratar la afeccién de eleccion. Por otra parte, el articulo de fabricacién puede comprender (a) un primer recipiente
con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicion comprende un polipéptido de fusién de la
invencion o un polipéptido de fusion dimérico de la invencion; y (b) un segundo recipiente con una composicién
contenida en el mismo, en el que la composicion comprende un agente citotdxico adicional o, por lo demas, terapéutico.
El articulo de fabricacion en este modo de realizacién de la invencion puede comprender ademas un prospecto que
indica que las composiciones se pueden usar para tratar una afeccion particular. De forma alternativa, o adicionalmente,
el articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo (0 tercer) recipiente que comprenda un tampdn
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables (BWFI), solucion salina tamponada con
fosfato, solucion de Ringer y solucién glucosada. Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de
vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Se entiende que cualquiera de los articulos de fabricacion anteriores puede incluir un inmunoconjugado de la invencién
en lugar de o ademas de un polipéptido de fusion o un polipéptido de fusion dimérico.

Los siguientes ejemplos, figuras y secuencias se proporcionan para ayudar a la comprensién de la presente invencién,
cuyo verdadero alcance se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1

Generacion de los plasmidos de expresion para la expresion del polipéptido de fusidon que contiene el receptor
Fc

A) Generacién del pldsmido de expresién para un polipéptido de fusién FcgammaRlIllaV158-Avi-proteasa IgA-Fc LALA
P239G

El gen codificante del polipéptido de fusion FcgammaRIllaV158-Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G se ensamblo
fusionando fragmentos de ADN sintetizados quimicamente codificando i) una secuencia sefal de cadena pesada de
inmunoglobulina murina (MGWSCIILFLVATATGVHS: SEQ ID NO: 55); ii) un receptor de Fc gamma humano llla V158 a
partir de los residuos de amino&cidos 2-193 (es decir, excluyendo la metionina de partida), e iii) una regioén constante de
cadena pesada de Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3) con las mutaciones L234A, L235A y P329G.

El plasmido de expresién para la expresion transitoria de un polipéptido de fusién FcgammaRIllaV158-Avi-proteasa IgA-
Fc LALA P239G en células HEK293 comprendia, ademas del casete de expresién del polipéptido de fusion
FcgammaRlIllaV158-Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G, un origen de replicacién del vector pUC18 que permite la
replicaciéon de este plasmido en E. coliy un gen de betalactamasa que confiere resistencia a ampicilina en E. coli. En
detalle, la unidad de transcripcion del gen que codifica el polipéptido de fusion FcgammaRlIllaV158-Avi-proteasa IgA-Fc
LALA P239G comprende los siguientes elementos funcionales:
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- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intron A,

- una regioén 5°' no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia sefial de cadena pesada de inmunoglobulina murina

- un polipéptido VI58 del receptor Il de Fc gama humano soluble de la posicién 2-193 del aminodcido de la proteina
V158 del receptor Il de Fc humano natural,

- una region constante de cadena pesada de Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3, LALA P329G), y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

La secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusiébn FcgammaRIllaV158-Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G maduro
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GMRTEDLPKA
ISSQASSYFT
VFKEEDPTIHL
SGSYFCRGLV
QKIEWHELVV
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
RDELTKNQVS
FLYSKLTVDK

(SEQ ID NO: 56).

VVFLEPQWYR
DAATVDDSGE
RCHSWKNTAL
GSKNVSSETV
APPAPEDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP
SRWQQGNVFEFS

VLEKDSVTLK
YRCQTNLSTL
HKVTYLQNGK
NITITQGLAV
TCPPCPAPEA
FNWYVDGVEV
NKALGAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

CQGAYSPEDN
SDPVQLEVHT
GRKYFHHNSD
STISSFFPPG
AGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

Los siguientes polipéptidos de fusidén se pueden obtener de manera analoga:

STOWFHNESL
GWLLLQAPRW
FYIPKATLKD
YQGLNDIFEA
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSF
PGK

- polipéptido de fusién FcgammaRlla-LR (H131) -Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G:

QAAAPPKAVL
THTQPSYRFK
QEGETIMLRC
DYHCTGNIGY
LVVAPPAPED
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQQGN

(SEQ ID NO: 57).

KLEPPWINVL
ANNNDSGEYT
HSWKDKPLVK
TLFSSKPVTI
KTHTCPPCPA
EVKFNWYVDG
KVSNKALGAP
FYPSDIAVEW
VFSCSVMHEA

QEDSVTLTCQ
CQTGQTSLSD
VTFFQNGKSQ
TVQVPSMGSS
PEAAGGPSVF
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL

GARSPESDSI
PVHLTVLSEW
KEFSHLDPTFS
SPMGIGLNDI
LEFPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSPGK

- polipéptido de fusion FcgammaRlIIb-Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G :

APPKAVLKLE
QPSYRFKANN
ETIVLRCHSW
CTGNIGYTLY
TCPPCPAPEA
FNWYVDGVEV
NKALGAPIEK

SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

(SEQ ID NO: 58).

PQWINVLQED
NDSGEYTCQT
KDKPLVKVTF
SSKPVTITVQ
AGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR

GQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

SVTLTCRGTH
GQTSLSDPVH
FONGKSKKEFS
APGLNDIFEA
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS

PPVLDSDGSF
PGK

SPESDSIQWF
LTVLSEWLVL
RSDPNFSIPQ
QKIEWHELVV
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
RDELTKNQVS

FLYSKLTVDK

- polipéptido de fusion FcgammaRlllb-Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G:
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QWFHNGNLIP
LVLQTPHLEF
IPQANHSHSG
FEAQKIEWHE
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

HNGNLIPTHT
QTPHLEFQEG

ANHSHSGDYH
APPAPEDKTH

DVSHEDPEVK

NGKEYKCKVS

LTCLVKGFYP
SRWQQOGNVFES
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GMRTEDLPKA
ISSQASSYFI
VFKEEDPIHL
SGSYFCRGLV
QKIEWHELVV
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
RDELTKNQVS
FLYSKLTVDK

(SEQ ID NO: 59).

- polipéptido de fusion FcgammaRllla-Avi-Fc LALA p239G minimo (sin sitio de escision de proteasa):

GWLLLQAPRW
FYTIPKATLKD
YQGLNDIFEA
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSRDELTKN
GSFFLYSKLT

VVFLEPQWYS
DAATVNDSGE
RCHSWKNTAL
GSKNVSSETV
APPAPEDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP
SRWQQGNVFES

VFKEEDPTHL
SGSYFCRGLV
QKIEWHELED
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQQGN

ES 2633894 T3

VLEKDSVTLK
YRCQTNLSTL
HKVTYLQNGK
NITITQGLAV
TCPPCPAPEA
FNWYVDGVEV
NKALGAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

RCHSWKNTAL
GSKNVSSETV
KTHTCPPCPA
EVKFNWYVDG
KVSNKALGAP
FYPSDIAVEW
VFSCSVMHEA

CQGAYSPEDN
SDPVQLEVHTI
DRKYFHHNSD
STISSFSPPG
AGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

HKVTYLQONGK
NITITQGLAV
PEAAGGPSVF
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL

STOQWFHNESL
GWLLLQAPRW
FHIPKATLKD
YQOGLNDIFEA
PKPKDTLMIS
QYNSTYRVVS
EPQVYTLPPS
PPVLDSDGSF
PGK

GRKYFHHNSD
STISSFFPPG
LFPPKPKDTL
REEQYNSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSPGK

(SEQ ID NO: 60).

C) Generacién de los plasmidos de expresidn «botén en ojal» para el polipéptido de fusién con receptor Fc dimérico

El plasmido de expresién para la expresion transitoria del polipéptido de fusién con la regién Fc del receptor Fc (ojal) en
células HEK293 se derivd del vector de expresion descrito anteriormente en el punto a). Se diferencié del mismo en la
secuencia de ADN que codifica la regiéon Fc con mutaciones de ojal T366S, L368A, Y407V e Y349C dentro de la regién
constante de la cadena pesada gamma-1 humana.

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusion con la region Fc del receptor Fc (botdn)
en células HEK293 se derivo del vector de expresion descrito anteriormente en el punto a). Se diferencié del mismo en
la secuencia de ADN que codifica la region Fc con las mutaciones de boton T366W y S354C dentro de la region
constante de la cadena pesada gamma-1 humana.

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusion receptor Fc-region Fc (botén/ojal) en
HEK293 comprendia ademas del casete de expresion del polipéptido de fusion (botdn/ojal) un origen de replicacion del
vector pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coli, y un gen de betalactamasa que confiere
resistencia a ampicilina en E. coli. En detalle, la unidad de transcripcién del gen que codifica el polipéptido de fusion
(botén/ojal) comprende los siguientes elementos funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intron A,

- una regioén 5°' no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia senal de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- una regién constante de cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3) con las mutaciones de ojal T366S,
L368A, Y407V e Y349C o las mutaciones de botén T366W y S354C dentro de la regién constante de cadena pesada
gamma-1 humana, y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

Ejemplo 2

Expresion transitoria, purificacion y caracterizacion analitica del polipéptido de fusion FcgammaRlllaV158-Avi-
proteasa IgA-Fc LALA P239G

Los polipéptidos de fusién se obtuvieron por transfeccion transitoria de células HEK293 (derivadas de linea celular de
rindn embrionario humano 293) cultivadas en medio F17 (Invitrogen Corp.). Para la transfeccion se utilizé el reactivo de
transfeccion «293-Free» (Novagen). Los pares de polipéptidos de fusién de botdn en ojal se expresaron a partir de dos
plasmidos diferentes usando una relacion de plasmido equimolar tras la transfeccién. Las transfecciones se realizaron
como se especificaba en las instrucciones del fabricante. Se recogieron los sobrenadantes del cultivo celular que
contenian polipéptido de fusidn siete dias después de la transfeccion. Los sobrenadantes se almacenaron a temperatura
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reducida hasta su purificacion.

La informacién general sobre la expresion recombinante de inmunoglobulinas humanas, por ejemplo, en células
HEK293 se da en: Meissner, P., et al., Biotechnol. Bioeng. 75 (2001) 197-203.

Los sobrenadantes del cultivo que contienen polipéptido de fusién se filtraron y purificaron mediante dos etapas
cromatograficas. Los polipéptidos de fusion se capturaron mediante cromatografia de afinidad utilizando HiTrap
MabSelectSuRe (GE Healthcare) equilibrada con PBS (KH2P04 1 mM, NazHP04 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM), pH
7,4. Las proteinas no unidas se extrajeron mediante lavado con tamp6n de equilibrado, y el polipéptido de fusién se
recuperd con tampén citrato 0,05 M, pH 3, inmediatamente después de la elucién se neutralizé6 a pH 6,5 con Tris-base
1 M, pH 9,0. Se utilizé cromatografia de exclusién por tamafo en Superdex 200™ (GE Healthcare) como segunda etapa
de purificacion. La cromatografia de exclusion por tamafno se realizé en tampon MOPS 2 mM, NaCl 0,125 M, pH 7,2.
Los polipéptidos de fusion eluidos se concentraron con una unidad de filtro centrifugo Ultrafree-CL equipada con una
membrana Biomax-SK (Millipore, Billerica, MA) y se conservaron a -80 °C.

Se purificaron cuatro polipéptidos de fusion FcgammaRllla-Fc diferentes de acuerdo con este protocolo:
a) FcgammaRlllaV158-Avi-Fc LALA P239G (sin sitio de escision)

b) FcgammaRlllaV158-Avi-Fc LALA P239G minima (sin sitio de escision)

c) FcgammaRlllaV158-Avi-Proteasa Prescission (PP) -Fc LALA P239G

d) FcgammaRIllaV158-Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G.

Las concentraciones de proteina de los polipéptidos de fusién se determinaron midiendo la densidad o6ptica (DO) a
280 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos. La pureza
y la formacion apropiada de dimeros de polipéptidos de fusion se analizaron mediante SDS-PAGE en presencia y
ausencia de un agente reductor (1, 4-ditiotreitol 5 mM) y tincion con azul brillante de Coomassie. El contenido en
agregados de las preparaciones de polipéptido de fusion se determin6 mediante SEC de alta resolucién usando una
columna analitica de exclusién por tamano Superdex 2000™ (GE Healthcare). La integridad del esqueleto de
aminoacidos del polipéptido de fusién reducido se verificd por espectrometria de masas Nano Electrospray QTOF
después de la extraccién de N-glicanos por tratamiento enzimatico con una combinacién de neuraminidasa, O-glicanasa
y péptido-N-glicosidasa F (Roche Applied Science).

Ejemplo 3

Escision del polipéptido de fusion que contiene el receptor Fc mediante papaina

Los polipéptidos de fusién FcgammaRllla-Fc que no comprenden un sitio de escisién enzimatica pueden escindirse
mediante papaina. El polipéptido de fusion FcgammaRllla-Fc se escindi6 afadiendo cisteina y 0,1 mU/mg de
polipéptido de fusion papaina (de Carica papaya, Roche Diagnostics GmbH) a 37 °C durante 1 h. La purificacién
subsiguiente se realizd como se describe en el ejemplo 2. Se muestra un gel SDS-PAGE analitico en la figura 2.

Ejemplo 4

Escision del polipéptido de fusion que contiene el receptor Fc mediante proteasa Ides

La escision del polipéptido de fusion FcgammaRlIllaV158-Avi-Fc LALA P239G con proteasa Ides es muy ineficiente vy,
por lo tanto, en este caso no es util.

Ejemplo 5

Escision del polipéptido de fusion que contiene el receptor Fc mediante proteasa PreScission

Después de didlisis frente a Tris 50 mM, NaCl 150, EDTA 1 mM, DTT 1 mM pH 7,4 el polipéptido de fusion
FcgammaRllla-(PP)-Fc se escindié afiadiendo entre 1-15U de proteasa PreScission (GE Healthcare)/100 ug de
polipéptido de fusiéon a temperatura ambiente durante la noche. Solo parte de la proteina podria escindirse. Por otro
lado, se observé una escision inespecifica por la proteasa PreScission del receptor sin sitio de escisién PP.

Ejemplo 6

Escision del polipéptido de fusion que contiene el receptor Fc mediante proteasa de IgA

Después de dialisis frente a Tris 50 mM pH 8 usando un casete de dialisis Slide-a-lyzer, el polipéptido de fusion
FcgammaRllla-Fc se escindi6 afiadiendo proteasa de IgA (Roche Diagnostics GmbH) aen una relacion de p
(proteasa)/p (polipéptido de fusién) 1:100 a 21 °C durante la noche. La escisién se controlé por cromatografia analitica
de exclusion por tamafno (SEC, Superdex 75, GE Healthcare). Después de la escision, el receptor FcgammaRllla se
separo de la proteasa de IgA por cromatografia de exclusion por tamafio preparativa en Superdex 75™ (GE Healthcare)
y de Fc-Tag por HiTrap MabSelectSuRe (GE Healthcare). En la figura 3 se muestra un gel SDS-Page analitico.
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Tabla: Rendimiento de fermentacion y purificacién de diferentes polipéptidos de fusion que comprenden FcgammaRllla
VI158.

polipéptido de fusién [peso molecular |rendimiento Contenido  de|Rendimiento Rendimiento
después de la mondmero después de SEC  |después de la
captura (SEC) escision y posterior
purificacién
[kDa]
[%]
[mg/l sobrenadante] [mg/l [mg/l sobrenadante]
sobrenadante]
FcgammaRiII 1av158-
HisAvi (201) 254 3.9 70 14 ]
FcgammaRlII 1av158-
Avi-Fc LALA P329G|39 14 70 3 (no activo)
(0,51)
FcgammaRIl 1aV158-
Avi-Fc LALA P329G|49 80 95 78 21 (sin Avi-tag)
(0,51)
FcgammaRlII 1av158-
Avi-PP-Fc LALA|50 24 50 no determinado no determinado

P329G (0,51)

FcgammaRlII 1av158-
Avi-lgAP-Fc  LALA|50 46 90 36 16 (con Avi-tag)
P329G (9,21)

Ejemplo 7

Preparacion de columna de afinidad con FcgammaRlllaV158

Se prepar6 una columna de afinidad con FcgammaRIllaV158 mediante biotinilacion in vitro del marcador Avi-tag y
posterior acoplamiento a Streptavidin sepharose. Esto se puede hacer con el polipéptido de fusién intacto asi como con
el receptor después de haberse escindido de la region Fc. Es un procedimiento muy rapido y eficiente para preparar una
columna de afinidad para propésitos analiticos y preparativos.

Biotinilacion del receptor

Un dominio extracelular soluble de FcgammaRlllaV158 con marcador Avi-Tag expresado en células HEK293 se biotinild
después de la purificacion de acuerdo con el siguiente protocolo: entre 1,2 y 12 mg de FcgammaRIllaV158 o entre 2,4 y
24 mg de polipéptido de fusion region Fc-FcgammaRlllaV158 marcado en MOPS 2 mM, NaCl 125 mM pH 7,2, Tween al
0,02 % y 1 comprimido. El inhibidor de proteasa completo (Roche) en 3 ml de PBS se biotinilé usando el kit de
biotinilacion de Avidity de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La reacciéon de biotinilacién se realizdé a
temperatura ambiente durante la noche. El polipéptido modificado se dializé frente a tampdn de fosfato de sodio 20 mM,
NaCl 150 mM pH 7,5 a 4 °C durante la noche para eliminar el exceso de biotina.

Acoplamiento a Streptavidin sepharose

Se anadi6 1 g de Streptavidin sepharose (GE Healthcare) al receptor biotinilado y dializado, se incubd durante 2 horas
mientras se agitaba y finalmente se llené en una columna XK de 1 ml (GE Healthcare).

Ejemplo 8

Procedimientos de cromatografia que usan un receptor Fc obtenido por expresion de un polipéptido de fusion
que contiene un receptor Fc

Condiciones generales:

Tampédn de equilibrado A: Acido citrico 20 mM/NaCl 150 mM pH 6,0
Tampédn de elucion B: Acido citrico 20 mM/NaCl 150 mM pH 3,0

Elucién: 5 min 100 % de A

en 60 min hasta 100 % de B,
0.1 min 100 % de B,
0.2 6 min 100 % de A
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Cantidad de la muestra: 50 ug o mas

Separacién de anticuerpos fucosilados y afucosilados

La cromatografia de anticuerpos en la columna con FcgammaRllla permite cuantificar la fraccién completamente
fucosilada y la fraccion afucosilada del anticuerpo. La fraccion afucosilada del anticuerpo esta correlacionada con ADCC
de la preparacion de anticuerpos.

En la figura 4 se muestra la separacion y cuantificacion de diferentes formas de glicosilacion de un anticuerpo anti-Her
(natural, en la parte superior) y un anticuerpo anti-Her disefiado por glicoingenieria en una columna con Fc-
FcgammaRllla. El tiempo de andlisis podria acortarse modificando el gradiente a la vez que se conserva la resolucion.

Comparacion de la columna de afinidad utilizando FcgammaRlIllaV158 y FcgammaRlllaV158 marcado con Fc

Después de acoplar ambas construcciones de receptores en cantidades equimolares, las columnas de afinidad se
comportan igual en la separacion de anticuerpos completamente fucosilados y afucosilados (figura 5: curva inferior:
FcgammaRIllaV158; curva superior: FcgammaRlllaV15 8-Fc).

Ejemplo 9
Medicion de la interaccio FcyRlIllavV158-Avi-proteasa de IgA-Fc LALA P329G-IgG

El sistema BlAcore® esta bien establecido para el estudio de interacciones moleculares. Permite una vigilancia continua
en tiempo real de uniones ligando/analito y, por tanto, la determinacion de las constantes de velocidad de asociacién
(ka), constantes de velocidad de disociacion (kq) y constantes de equilibrio (Kp). Los cambios en el indice de refraccion
indican cambios de masa en la superficie causados por la interaccion del ligando inmovilizado con el analito inyectado
en solucion. Si las moléculas se unen a ligandos inmovilizados en la superficie la masa aumenta; en caso de
disociacion, la masa disminuye.

Para la determinacion de actividad del polipéptido de fusion FcgammaRlllaV158-Fc LALA P329G se utiliz6 un ensayo
de unién directa.

Alrededor de 400 unidades de resonancia (RU) del sistema de captura (20 w/ml del kit de captura de Fab humano, GE
Healthcare, 28-9583-25) se acoplaron en un chip CM5 (GE Healthcare BR1005-30) a pH 5,0 usando un kit de
acoplamiento de aminas suministrado por GE. La muestra y el tampo6n del sistema fueron HBS-P + pH 7,4 (HEPES
10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, de tensioactivo P20 al 0,05 % (v/v)). La célula de flujo se ajusté a 25 °C y la muestra se
bloqueo a 12 °C. Se capturd un anticuerpo inyectando una solucién de 50 nM durante 360 segundos a un caudal de
10 w/min. La unién se midié por inyeccion de 50 nM de polipéptido de fusién FcgammaRllla durante 180 s a un caudal
de 50 pl/min para la asociacion y 360 s para la disociacion. La superficie se regeneré en 60 s lavando con solucion de
glicina pH 2,1 a un caudal de 20 ul/min. Para la evaluacién de la actividad de las construcciones se han comparado las
alturas de sefial y el comportamiento de disociacion.

Como se muestra en la figura 6, la respuesta del polipéptido de fusién FcgammaRlIllaV158-Fc LALA P329G muestra
mas de 100 unidades de respuesta en comparacion con el FcgammaRlllaV158, con 40 RU.

Ejemplo 10

Medicion de la interaccion cinética de la IgG del polipétido de fiusion FcyRIllaV158-Avi-Proteasa de IgA-Fc LALA
P329G antes y después de la escision

Para la determinacion de la actividad del polipéptido de fusién FcgammaRIllaV158-Fc LALA P329G escindido se utilizd
un ensayo de union directa.

Alrededor de 400 unidades de resonancia (RU) del sistema de captura (20 w/ml del kit de captura de Fab humano, GE
Healthcare, 28-9583-25) se acoplaron en un chip CM5 (GE Healthcare BR1005-30) a pH 5,0 usando un kit de
acoplamiento de aminas suministrado por GE. La muestra y el tamp6n del sistema fueron HBS-P + pH 7,4 (HEPES
10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, de tensioactivo P20 al 0,05 % (v/v)). La célula de flujo se ajusté a 25 °C y la muestra se
bloqueo a 12 °C. Se captur6é un anticuerpo inyectando una solucién de 50 nM durante 80 segundos a un caudal de
10 w/min.

Se pasaron diferentes concentraciones de anticuerpos que variaban de 0 a 250 nM (diluciones 1:2) con un caudal de
30 w/min a través de las células de flujo para medir la asociacion a 25 °C durante 120 s. La fase de disociacion se vigilé
durante 420 s cambiando de la solucién patrén al tamp6n de migracién. La superficie se regenerd en 60 s lavando con
solucién de glicina pH 2,1 a un caudal de 20 pl/min.
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Las diferencias en el indice de refraccion bruto se corrigieron restando la respuesta obtenida de una superficie sin
FcyRIllaV158 capturado. Las inyecciones en tampén blanco también se restan (= doble referencia).

La constante de disociacion de equilibrio (Kp), definida como ka/ky, se determind analizando las curvas del sensograma
obtenidas con varias concentraciones diferentes, utilizando el paquete de software BlAevaluation. El ajuste de los datos
siguié un modelo de unién adecuado. En la figura 7 se muestran los sensogramas del polipéptido de fusién receptor Fc

gamma V158-Fc LALA P329G (figura 7a), el receptor Fc gamma VI58 (figura 7b), el polipéptido de fusion receptor Fc
gamma V158-Fc LALA P329G escindido (figura 7c).

Ejemplo 11

Generacion de los plasmidos de expresion para el polipéptido de fusion Fc-TWEAK

A) Generacién del plasmido de expresidn para el polipéptido de fusién Fc-TWEAK

El gen de fusién Fc-TWEAK se ensamblé fusionando fragmentos de ADN sintetizados quimicamente que codifican i)
una regién constante de cadena pesada de Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CHS3; para secuencias ejemplares
véase SEQ ID NO: 03 a 17) en la que la region constante de la cadena pesada gamma-1 humana se truncé (eliminacién
del ultimo residuo de aminoécido de lisina natural), ii) un conector de glicina-serina que consiste en un GlysSer y una
repeticion GlysSer (extremo C de cadena pesada-LSPG-GGGSGGGGS-TWEAK), iii) un sitio de escision de la proteasa
PreScission™ (GLEVLFQGP; SEQ ID NO: 61) y iv) un polipéptido TWEAK a patrtir de los residuos de amino&cidos 106-
249 (es decir, excluyendo los dominios intracelular y transmembrana y un sitio de escisién) de una proteina natural
TWEAK humana.

El plasmido de expresion para la expresion transitoria de un polipéptido de fusion Fc-TWEAK en células HEK293
comprendia, ademas del casete de expresion Fc-TWEAK, un origen de replicacion del vector pUC18 que permite la
replicacion de este plasmido en E. coliy un gen de betalactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli. En
detalle, la unidad de transcripcion del gen de fusion Fc-TWEAK comprende los siguientes elementos funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intrén A,

- una regioén 5°‘ no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia sefial de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- una regioén constante de cadena pesada Fc-gamma -1 humana (bisagra-CH2-CH3),

- un polipéptido TWEAK desde la posicién de aminoacido 106-249 de la proteina TWEAK natural, y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

La secuencia de aminodcidos del polipéptido de fusion maduro Fc-TWEAK se muestra en SEQ ID NO: 62:

DKTHTCPPCP
PEVKEFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE
EVHPRPGQDG

YLYCQVHFDE
VSGLLALRPG

APELLGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS
AQAGVDGTVS

GKAVYLKLDL
SSLRIRTLPW

FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPGGGGS
GWEEARINSS

LVDGVLALRC
AHLKAAPFLT

LMISRTPEVT CVVVDVSHED
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
LPPSRDELTK NQVSLTCLVK
DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
GGGGSGLEVL FQGPATIAAHY
SPLRYNRQIG EFIVTRAGLY

LEEFSATAAS SLGPQLRLCQ
YEFGLFQVH.

B) Generacién de los plasmidos de expresidn «botén en ojal» para el polipéptido de fusién dimérico Fc-TWEAK (ojal)/Fc

(botén)

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido Fc (ojal) en células HEK293 se derivo del vector de
expresion descrito anteriormente en el apartado a). Se diferencié de la secuencia de ADN que codifica la regién Fc con
mutaciones de ojal T366S, L368A, Y407V, Y349C y las mutaciones que reducen las funciones efectoras de Fc L234A y
L235A dentro de la region constante de la cadena pesada gamma-1 humana.

La secuencia de aminoécidos del polipéptido Fc (ojal) maduro se muestra en SEQ ID NO: 63:

DKTHTCPPCP
PEVKFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE

APEAAGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS

FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVCT
YKTTPPVLDS
LSLSPGK.

LMISRTPEVT CVVVDVSHED
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
LPPSRDELTK NQVSLSCAVK
DGSFFLVSKL TVDKSRWQQG
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El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusion Fc-TWEAK (botdn)) en células HEK293
comprendia, ademas del casete de expresion Fc (botén), un origen de replicacién del vector pUC18 que permite la
replicacion de este plasmido en E. coliy un gen de betalactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli. En
detalle, la unidad de transcripcién del gen de fusién Fc-TWEAK (botén) comprende los siguientes elementos
funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intron A,

- una regioén 5°' no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia senal de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- una region constante de cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3) con las mutaciones de botén
T366W y S354C y las mutaciones reductoras de las funciones efectoras de Fc L234A y L235A dentro de la region
constante de cadena pesada gamma-1 humana,

- una secuencia conectora del tipo GlysSer-GlysSer y un sitio de escisiéon de la proteasa PreScissionTM (GLEVLFQGP,
SEQ ID NO: 41),

- un polipéptido TWEAK desde la posicién de aminoacido 106-249 de la proteina TWEAK natural, y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

La secuencia de aminodcidos del polipéptido de fusion Fc-TWEAK maduro (botdn) se muestra en SEQ ID NO: 64:

DKTHTCPPCP APEAAGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPCRDELTK NQVSLWCLVK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGGGGS GGGGSGLEVL FQGPAIAAHY
EVHPRPGQODG AQAGVDGTVS GWEEARINSS SPLRYNRQIG EFIVTRAGLY
YLYCQVHFDE GKAVYLKLDL LVDGVLALRC LEEFSATAAS SLGPQLRLCQ
VSGLLALRPG SSLRIRTLPW AHLKAAPFLT YFGLFQVH.

Ejemplo 12

Generacion de los plasmidos de expresion para el polipéptido de fusion Fc-IL17A

a) Generacidn del plasmido de expresidn para el polipéptido de fusion Fc-IL17A

El gen de fusion Fc-IL17A se ensamblé fusionando fragmentos de ADN sintetizados quimicamente que codifican i) una
region constante de cadena pesada de Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3; para secuencias ejemplares véase
SEQ ID NO: 03 a 17) en la que la region constante de la cadena pesada gamma-1 humana se truncé (eliminacién del
ultimo residuo de aminoacido natural de lisina), iia) un conector de glicina-serina que consta de dos repeticiones GlysSer
mas dos repeticiones GlysSer (extremo C de la cadena pesada-LSP-GGGGSGGGGSGGGSGGGS-IL17A), o iib) un
conector de glicina-serina que consiste en dos repeticiones de GlysSer mas un sitio de escision de la proteasa IgA
(extremo C de la cadena pesada-LSP-GGGGSGGGGSGSVVAPPA-IL17A) vy iii) un polipéptido IL17A a partir de los
residuos de aminodacidos 24-155 (es decir, excluyendo la metionina de partida y el péptido sefial homélogo) de una
proteina natural IL17A de macaco de Java.

El plasmido de expresién para la expresion transitoria de un polipéptido de fusion Fc-IL17A en células HEK293
comprendia, ademas del casete de expresion Fc-IL17A, un origen de replicacion del vector pUC18 que permite la
replicacién de este plasmido en E. coliy un gen de betalactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli. En
detalle, la unidad de transcripcion del gen de fusion Fc-IL17A comprende los siguientes elementos funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intron A,

- una regioén 5°' no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia senal de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- una regioén constante de cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3),

- un conector de glicina-serina que consiste en dos repeticiones de GlysSer mas dos repeticiones de GlysSer o un
conector de glicina-serina que consiste en dos repeticiones de GlysSer mas un sitio de escision de la proteasa IgA,

- un polipéptido IL17A desde la posicion de aminodacido 24 - 155 de la proteina IL17A natural, y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

La secuencia de aminodcidos del polipéptido de fusion Fc-IL17A maduro se muestra en SEQ ID NO: 65:

34



10

15

20

25

30

ES 2633894 T3

LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPSRDELTK
DGSFFLYSKL
SGGGGSGGGS
PKRSSDYYNR
MNSVPIQQET

CVVVDVSHED
QDWLNGKEYK
NQVSLTCLVK
TVDKSRWQQG
GGGSGIAIPR
STSPWNLHRN
LVLRREPRHC,

DKTHTCPPCP APELLGGPSV
PEVKEFNWYVD GVEVHNAKTK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
NSGCPNSEDK NFPRTVMVNL
EDPERYPSVI WEAKCRHLGC

FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPGGGGG
NIHNRNTSTN
VKADGNVDYH

(o]

SEQ ID NO: 66:

DKTHTCPPCP APELLGGPSV
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS
NSGCPNSEDK NFPRTVMVNL
EDPERYPSVI WEAKCRHLGC

FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPGGGGG
NIHNRNTSTN
VKADGNVDYH

LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPSRDELTK
DGSFFLYSKL
SGGGGSGSVV
PKRSSDYYNR
MNSVPIQQET

CVVVDVSHED
QDWLNGKEYK
NQVSLTCLVK
TVDKSRWQQG
APPAGIAIPR
STSPWNLHRN
LVLRREPRHC .,

b) Generacién de los plasmidos de expresién «botén en ojal» para el polipéptido de fusién dimérico Fc-IL17A (botdn)/Fc-

IL17A (agujero)

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusién IL17A-Fc (ojal) en células HEK293 se
derivé del vector de expresion descrito anteriormente en el punto a). Se diferencié de la secuencia de ADN que codifica
la region Fc con mutaciones de ojal T366S, L368A, Y407V, Y349C y las mutaciones que reducen las funciones
efectoras de Fc L234A y L235A dentro de la regién constante de la cadena pesada gamma-1 humana.

La secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion IL17A-Fc (ojal) maduro se muestra en SEQ ID NO: 67:

DKTHTCPPCP
PEVKEFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE
NSGCPNSEDK
EDPERYPSVI
PNSFRLEKIL

APEAAGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS
NFPRTVMVNL
WEAKCRHLGC
VSVGCTCVTP

FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVCT
YKTTPPVLDS
LSLSPGGGGG
NIHNRNTSTN
VKADGNVDYH
IVHHVA.

LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPSRDELTK
DGSFFLVSKL
SGGGGSGSVV
PKRSSDYYNR
MNSVPIQQETI

CVVVDVSHED
QDWLNGKEYK
NQVSLSCAVK
TVDKSRWQQG
APPAGIAIPR
STSPWNLHRN
LVLRREPRHC

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusion Fc-IL17A (botén) en células HEK293 se
derivé del vector de expresién descrito anteriormente en el punto a). Se diferencié de la misma en la secuencia de ADN
que codifica la regién Fc con las mutaciones de boton T366W y S354C y las mutaciones reductoras de las funciones
efectoras de Fc L234A y L235A dentro de la region constante de la cadena pesada gamma-1 humana.

La secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusién Fc-IL17A (botdén) maduro se muestra en SEQ ID NO: 68:

DKTHTCPPCP
PEVKFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE
NSGCPNSEDK
EDPERYPSVI
PNSFRLEKIL

Ejemplo 13

APEAAGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS
NFPRTVMVNL
WEAKCRHLGC
VSVGCTCVTP

FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPGGGGG
NIHNRNTSTN
VKADGNVDYH
IVHHVA.

LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPCRDELTK
DGSFFLYSKL
SGGGGSGGGS
PKRSSDYYNR
MNSVPIQQETI
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Expresion transitoria de los polipéptidos de fusion con Fc

Los polipéptidos de fusidén con Fc se generaron mediante transfeccién transitoria de células HEK293 (derivadas de linea
de células de riidn embrionario 293 humanas) cultivadas en medio F17 (Invitrogen Corp.). Para la transfeccion se utilizé
el reactivo de transfeccion «293-Free» (Novagen). Los polipéptidos de fusion conn Fc de botén en ojal se expresaron a
partir de dos plasmidos diferentes usando una relacion de plasmido equimolar tras la transfeccion. Las transfecciones se
realizaron como se especificaba en las instrucciones del fabricante. Se recogieron los sobrenadantes del cultivo celular
que contenian polipéptido de fusién con Fc siete dias después de la transfeccién. Los sobrenadantes se almacenaron a
temperatura reducida hasta su purificacion.

La informacién general sobre la expresion recombinante de inmunoglobulinas humanas, por ejemplo, en células
HEK293 se da en: Meissner, P., et al., Biotechnol. Bioeng. 75 (2001) 197-203.

Ejemplo 14

Purificacion, procesamiento y caracterizacion analitica de los polipéptidos de fusion triméricos TWEAK-Fc

Los sobrenadantes del cultivo que contenian polipéptidos de fusion con Fc se filtraron y purificaron mediante dos etapas
cromatograficas. Los sobrenadantes se mezclaron con glicina 2 M al 50 % v/v, pH 8,6, NaCl 600 mM y se capturaron
por cromatografia de afinidad utilizando HiTrap MabSelectSuRe (GE Healthcare) equilibrada con glicina 1 M, pH 8,6,
NaCl 600 mM. Las proteinas no unidas se extrajeron mediante lavado con tampoén de equilibrado, y el polipéptido de
fusion se recuperd con tampodn citrato 0,1 M, pH 3,0, e inmediatamente después de la elucién se neutraliz6 a pH 6,0 con
Tris-base 1 M, pH 8,5. Se utiliz6 cromatografia de exclusion por tamafo en Superdex 200™ (GE Healthcare) como
segunda etapa de purificacion. La cromatografia de exclusion por tamario se llevé a cabo en 2 x PBS (KH2P04 2 mM,
NazHP04 20 mM, NaCl 274 mM, KCI 5,4 mM), pH 7,4. Los polipéptidos de fusién con Fc eluidos se concentraron con
una unidad de filtro centrifugo Ultrafree-CL equipada con una membrana Biomax-SK (Millipore, Billerica, MA) y se
conservaron a -80 °C.

La concentracién de proteina de los polipéptidos de fusién Fc se determiné midiendo la densidad 6ptica (DO) a 280 nm,
utilizando el coeficiente de extincién molar calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos. La pureza de los
polipéptidos de fusidon con Fc se analizé mediante SDS-PAGE en presencia y ausencia de un agente reductor (1, 4-
ditiotreitol 5 mM) y tincion con azul brillante de Coomassie. El contenido en agregados y la formacién apropiada de
trimeros del polipéptido de fusién con Fc se determind por SEC de alta resolucién usando una columna analitica de
exclusién por tamano Superdex 200™ (GE Healthcare) acoplada a un detector SEC-MALLS (Wyatt). La integridad del
esqueleto de aminoacidos del polipéptido de fusién con Fc reducido se verificd por espectrometria de masas Nano
Electrospray QTOF después de la extraccién de N-glicanos por tratamiento enzimatico con una combinacién de
neuraminidasa, O-glicanasa y péptido-N-glicosidasa F (Roche Applied Science).

Para obtener TWEAK trimérico sin fusion con Fc, el polipéptido de fusion con Fc trimérico se incub6 con proteasa
PreScission® durante la noche seguido de cromatografia de afinidad usando una columna MabSelectSuRe (GE
Healthcare) en modo de flujo continuo para la extraccion de polipéptidos de fusidon con Fc no escindidos asi como la
parte de Fc libre. Las fracciones de flujo continuo se purificaron adicionalmente por cromatografia de afinidad en el
modo de flujo usando Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) para la extraccion de la proteasa PreScission®. Las
fracciones de flujo que contenian TWEAK trimérico se purificaron adicionalmente mediante cromatografia de exclusion
por tamafo en Superdex 200™ (GE Healthcare). La cromatografia de exclusiéon por tamafo se llevé a cabo en 2 x PBS
(KH2P04 2 mM, NazHP04 20 mM, NaCl 274 mM, KCI 5,4 mM), pH 7,4. Las fracciones triméricas eluiadas que contienen
TWEAK se concentraron con una unidad de filiro centrifugo Ultrafree-CL equipada con una membrana Biomax-SK
(Millipore, Billerica, MA) y se conservaron a -80 °C.

La determinacion de las concentraciones de proteina, pureza, contenido de agregados, formacion de trimeros e
integridad del esqueleto de aminoé&cidos se realiz6 con los procedimientos descritos anteriormente.

Ejemplo 15

Purificacion, procesamiento y caracterizacion analitica de los polipéptidos de fusion diméricos Fc-IL17

Los sobrenadantes del cultivo que contenian polipéptidos de fusion con Fc se filtraron y purificaron mediante dos etapas
cromatograficas. Los polipéptidos de fusion se capturaron mediante cromatografia de afinidad utilizando HiTrap
MabSelectSuRe (GE Healthcare) equilibrada con PBS (KH2P04 1 mM, NazHP04 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM), pH
7,4. Las proteinas no unidas se extrajeron mediante lavado con tamp6n de equilibrado, y el polipéptido de fusién se
recuperd con tampon citrato 0,1 M, pH 2,8, e inmediatamente después de la elucion se neutralizé a pH 6,0 con Tris-base
1 M, pH 9,0. Se utilizé cromatografia de exclusién por tamafo en Superdex 200™ (GE Healthcare) como segunda etapa
de purificacion. La cromatografia de exclusion por tamaro se llevé a cabo en tampdn de histidina 20 mM, NaCl 0,14 M,
pH 6,0. Los polipéptidos de fusién con Fc eluidos se concentraron con una unidad de filtro centrifugo Ultrafree-CL
equipada con una membrana Biomax-SK (Millipore, Billerica, MA) y se conservaron a -80 °C.
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Las concentraciones de proteina de los polipéptidos de fusion con Fc se determinaron midiendo la densidad 6ptica (DO)
a 280 nm, utilizando el coeficiente de extinciébn molar calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos. La
pureza y la formacion apropiada de dimeros de polipéptidos de fusién con Fc se analizaron mediante SDS-PAGE en
presencia y ausencia de un agente reductor (1, 4-ditiotreitol 5 mM) y tincién con azul brillante de Coomassie. El
contenido en agregados de las preparaciones de polipéptido de fusion con Fc se determindé mediante SEC de alta
resoluciéon usando una columna analitica de exclusion por tamafo Superdex 2000™ (GE Healthcare). La integridad del
esqueleto de aminoacidos del polipéptido de fusién con Fc reducido se verificd por espectrometria de masas Nano
Electrospray QTOF después de la extraccion de N-glicanos por tratamiento enzimatico con una combinacién de
neuraminidasa, O-glicanasa y péptido-N-glicosidasa F (Roche Applied Science).

Para la activacion, el polipéptido de fusion con Fc se formulé en Tris 1 M, pH 7,5 y se incub6 con proteasa de IgA.
Después de la escision, se utiliz6 cromatografia de exclusién por tamafio en Superdex 200™ (GE Healthcare) para la
eliminacion de la proteasa de IgA. La cromatografia de exclusién por tamafio se llevé a cabo en tampon de histidina
20 mM, NaCl 0,14 M, pH 6,0. Los polipéptidos de fusién con Fc eluidos se concentraron con una unidad de filtro
centrifugo Ultrafree-CL equipada con una membrana Biomax-SK (Millipore, Billerica, MA) y se conservaron a -80 °C.

La determinacién de las concentraciones de proteina, la pureza, el contenido de agregados, la eficiencia de disociacion
y la integridad del esqueleto de aminoéacidos se realiz6 con los procedimientos descritos anteriormente.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla y en la figura 11.

Tabla 3.
conector largo conector corto cConector cortoConector corto,

escindido

Concentracion 5,5 mg/mi 5,7 mg/ml 5,8 mg/ml

cantidad 53,3 mg 68 mg (105,5 mg) 28,4 mg

% de mondémero >98 >98 ~96 %

(SEC)

Ejemplo 16

Generacion de los plasmidos de expresion para la expresion del polipéptido de fusion que contiene el receptor
IL18

a) Generacion del plasmido de expresién para un polipéptido de fusién IL18R-Fc

El gen que codifica el polipéptido de fusion IL18R-Fc se ensamblé fusionando fragmentos de ADN sintetizados
quimicamente que codifican i) una secuencia sefial de cadena pesada de inmunoglobulina murina
(MGWSCIILFLVATATGVHS: SEQ ID NO: 55), ii) una IL18R humana (excluyendo la metionina de partida) y iii) una
region constante de la cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CHS3).

El plasmido de expresién para la expresion transitoria de un polipéptido de fusién IL18R-Fc en células HEK293
comprendia, ademas del casete de expresién del polipéptido de fusion IL18R-Fc, un origen de replicacion del vector
pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coli y un gen de betalactamasa que confiere resistencia a la
ampicilina en E. coli. En detalle, la unidad de transcripcion del gen que codifica el polipéptido de fusion IL18R-Fc
comprende los siguientes elementos funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intron A,

- una regioén 5°' no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia sefial de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- un IL18R-Fc humano soluble,

- una regioén constante de cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3), y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

La secuencia de amino&cidos del polipéptido de fusion IL18R-Fc maduro se muestra en SEQ ID NO: 70:
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SKSCIHRSQI HVVEGEPFYL KPCGISAPVH RNETATMRWEF KGSASHEYRE
LNNRSSPRVT FHDHTLEFWP VEMEDEGTYI SQVGNDRRNW TLNVTKRNKH
SCFSDKLVTS RDVEVNKSLH ITCKNPNYEE LIQDTWLYKN CKEISKTPRI
LKDAEFGDEG YYSCVFSVHH NGTRYNITKT VNITVIEGRS KVTPAILGPK
CEKVGVELGK DVELNCSASL NKDDLFYWSI RKEDSSDPNV QEDRKETTTW
ISEGKLHASK ILRFQKITEN YLNVLYNCTV ANEEAIDTKS FVLVRKEIPD
IPGHVFTGLE PKSCDKTHTC PPCPAPELLG GPSVFLFPPK PKDTLMISRT
PEVTCVVVDV SHEDPEVKFN WYVDGVEVHN AKTKPREEQY NSTYRVVSVL
TVLHQDWLNG KEYKCKVSNK ALPAPIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRD
ELTKNQVSLT CLVKGFYPSD IAVEWESNGQ PENNYKTTPP VLDSDGSFFL
YSKLTVDKSR WQQGNVFSCS VMHEALHNHY TQKSLSLSPG K.

c) Generacién de los plasmidos de expresidn «botén en ojal» para el polipéptido de fusidén monomérico con IL18R

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusion IL18R-Fc (botén) en células HEK293 se
derivé del vector de expresion descrito anteriormente en el punto a). Se diferencié del mismo en la secuencia de ADN
que codifica la regiéon Fc con las mutaciones de boton T366W y S354C dentro de la regién constante de la cadena
pesada gamma-1 humana.

El plasmido de expresién para la expresion transitoria del polipéptido de la region Fc (ojal) en células HEK293 se derivd
del vector de expresidon descrito anteriormente en el punto a). Se diferencié del mismo en la secuencia de ADN que
codifica la region Fc con mutaciones de ojal T366S, L368A, Y407V e Y349C dentro de la region constante de la cadena
pesada gamma-1 humana.

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusion IL18R-Fc (botdn/ojal) en HEK293
comprendia ademas del casete de expresién del polipéptido de fusion (botén/ojal) un origen de replicacion del vector
pUC18 que permite la replicacion de este plasmido en E. coli,, y un gen de betalactamasa que confiere resistencia a
ampicilina en E. coli. En detalle, la unidad de transcripcién del gen que codifica el polipéptido de fusidén (botén/ojal)
comprende los siguientes elementos funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intron A,

- una regioén 5°' no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia senal de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- una regién constante de cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3) con las mutaciones de ojal T366S,
L368A, Y407V e Y349C o las mutaciones de botén T366W y S354C dentro de la regién constante de cadena pesada
gamma-1 humana, y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

Ejemplo 17

Expresion transitoria, purificacion y caracterizacion analitica del polipéptido de fusion IL18R-Fc

Los polipéptidos de fusién se obtuvieron por transfeccion transitoria de células HEK293 (derivadas de linea celular de
rindn embrionario humano 293) cultivadas en medio F17 (Invitrogen Corp.). Para la transfeccion se utilizé el reactivo de
transfeccién «293-Free» (Novagen). Los pares de polipéptidos de fusion de botdn en ojal se expresaron a partir de dos
plasmidos diferentes usando una relacion de plasmido equimolar tras la transfeccién. Las transfecciones se realizaron
como se especificaba en las instrucciones del fabricante. Se recogieron los sobrenadantes del cultivo celular que
contenian polipéptido de fusidn siete dias después de la transfeccion. Los sobrenadantes se almacenaron a temperatura
reducida hasta su purificacion.

La informacién general sobre la expresion recombinante de inmunoglobulinas humanas, por ejemplo, en células
HEK293 se da en: Meissner, P., et al., Biotechnol. Bioeng. 75 (2001) 197-2083.

Los sobrenadantes del cultivo que contienen polipéptido de fusién se filtraron y purificaron mediante dos etapas
cromatograficas. Los polipéptidos de fusion se capturaron mediante cromatografia de afinidad utilizando HiTrap
MabSelectSuRe (GE Healthcare) equilibrada con PBS (KH2P04 1 mM, NazHP04 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM), pH
7,4. Las proteinas no unidas se extrajeron mediante lavado con tamp6n de equilibrado, y el polipéptido de fusién se
recuperd con tampén citrato 0,05 M, pH 3, inmediatamente después de la elucién se neutralizé6 a pH 6,5 con Tris-base
1 M, pH 9,0. Se utilizé cromatografia de exclusién por tamafo en Superdex 200™ (GE Healthcare) como segunda etapa
de purificacion. La cromatografia de exclusion por tamano se realizé en tampon MOPS 2 mM, NaCl 0,125 M, pH 7,2.
Los polipéptidos de fusion eluidos se concentraron con una unidad de filtro centrifugo Ultrafree-CL equipada con una
membrana Biomax-SK (Millipore, Billerica, MA) y se conservaron a -80 °C.

Las concentraciones de proteina de los polipéptidos de fusién se determinaron midiendo la densidad 6ptica (DO) a

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2633894 T3

280 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar calculado sobre la base de la secuencia de amino&cidos. La pureza
y la formacion apropiada de dimeros de polipéptidos de fusion se analizaron mediante SDS-PAGE en presencia y
ausencia de un agente reductor (1, 4-ditiotreitol 5 mM) y tincion con azul brillante de Coomassie. El contenido en
agregados de las preparaciones de polipéptido de fusién se determin6é mediante SEC de alta resolucién usando una
columna analitica de exclusién por tamano Superdex 2000™ (GE Healthcare). La integridad del esqueleto de
aminoacidos del polipéptido de fusién reducido se verificd por espectrometria de masas Nano Electrospray QTOF
después de la extraccién de N-glicanos por tratamiento enzimatico con una combinacion de neuraminidasa, O-glicanasa
y péptido-N-glicosidasa F (Roche Applied Science).

Los respectivos sensogramas SPR se muestran en la figura 17 que muestran las diferencias entre monémero y dimero
(efectos de avidez).

Ejemplo 18

Generacion de los plasmidos de expresion para el polipéptido de fusidn region Fc-sitio de escision de proteasa
precision-shTNFalfa

a) Generacién del plasmido de expresion para el polipéptido de fusiéon Fc-shTNFalfa

El gen de fusién Fc-PP-shTNFalfa se ensamblé fusionando fragmentos de ADN sintetizados quimicamente que
codifican i) una regién constante de cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3; para secuencias
ejemplares véase SEQ ID NO: 03 a 17) en la que la regién constante de la cadena pesada gamma-1 humana se truncé
(eliminacion del dltimo residuo de aminoacido de lisina natural), ii) un conector de glicina-serina que consiste en un
GlysSer y una repeticion GlysSer (extremo C de cadena pesada-LSPG-GGGSGGGGS-TWEAK), iii) un sitio de escision
de la proteasa PreScission™ (GLEVLFQGP; SEQ ID NO: 61) y iv) un polipéptido de shTNFalfa (excluyendo los
dominios intracelular y transmembrana y un sitio de escisién) de una proteina natural de TNFalfa humana.

El plasmido de expresion para la expresion transitoria de un polipéptido de fusién Fc-PP-shTNFalfa en células HEK293
comprendia, ademas del casete de expresion Fc-PP-shTNFalfa, un origen de replicacion del vector pUC18 que permite
la replicacion de este plasmido en E. coliy un gen de betalactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli.
En detalle, la unidad de transcripcién del gen de fusion Fc-PP-shTNFalfa comprende los siguientes elementos
funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intron A,

- una regioén 5°' no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia senal de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- una region constante de cadena pesada Fc-gamma -1 humana (bisagra-CH2-CH3),

- un polipéptido de shTNFalfa, y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

La secuencia de aminodcidos del polipéptido de fusion Fc-PP-shTNFalfa maduro se muestra en la SEQ ID NO: 71:

DKTHTCPPCP APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSRDELTK NQVSLTCLVK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGGGGS GGGGSGLEVL FQGPVRSSSR

TPSDKPVAHV VANPQAEGQL QWLNRRANAL LANGVELRDN QLVVPSEGLY
LIYSQVLFKG QGCPSTHVLL THTISRIAVS YQTKVNLLSA IKSPCQRETP
EGAEAKPWYE PIYLGGVFQL EKGDRLSAEI NRPDYLDFAE SGQVYFGIIA
L.

bB) Generacién de los plasmidos de expresién «botdn en ojal» para el polipéptido de fusién dimérico Fc (ojal)/Fc-PP-
shTNFalfa (botén)

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido con la region Fc (ojal) en células HEK293 se derivd
del vector de expresion descrito anteriormente. Se diferencié de la secuencia de ADN que codifica la region Fc con
mutaciones de ojal T366S, L368A, Y407V, Y349C y las mutaciones que reducen las funciones efectoras de Fc L234A y
L235A dentro de la region constante de la cadena pesada gamma-1 humana.

La secuencia de aminoacidos del polipéptido de la regién Fc madura (agujero) se muestra en la SEQ ID NO: 69:

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2633894 T3

DKTHTCPPCP APEAAGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED
PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK
CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVCT LPPSRDELTK NQVSLSCAVK
GFYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLVSKL TVDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK.

El plasmido de expresion para la expresion transitoria del polipéptido de fusién Fc-PP-shTNFalfa (botdn) en células
HEK293 comprendia, ademas del casete de expresion Fc (botdn), un origen de replicacion del vector pUC18 que
permite la replicacion de este plasmido en E. coli y un gen de betalactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en
E. coli. En detalle, la unidad de transcripcion del gen de fusion Fc-PP-shTNFalfa (botéon) comprende los siguientes
elementos funcionales:

- el potenciador temprano inmediato y promotor del citomegalovirus humano (P-CMV), incluyendo el intrén A,

- una regioén 5°‘ no traducida de inmunoglobulina de cadena pesada humana (5'UTR),

- una secuencia sefial de cadena pesada de inmunoglobulina murina,

- una region constante de cadena pesada Fc-gamma-1 humana (bisagra-CH2-CH3) con las mutaciones de botén
T366W y S354C y las mutaciones reductoras de las funciones efectoras de Fc L234A y L235A dentro de la region
constante de cadena pesada gamma-1 humana,

- una secuencia conectora del tipo GlysSer-GlysSer y un sitio de escision de proteasa PreScission™ (GLEVLFQGP),

- un polipéptido PP-shTNFalfa, y

- la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (secuencia sefal de poli A de BGH).

La secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion Fc-PP-shTNFalfa (botén) maduro se muestra en la SEQ ID NO:
72:

DKTHTCPPCP
PEVKFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE
TPSDKPVAHV
LIYSQVLFKG
EGAEAKPWYE

APEAAGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS
VANPQAEGQL
QGCPSTHVLL
PIYLGGVFQL

FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPGGGGS
QWLNRRANAL
THTISRIAVS
EKGDRLSAEI

LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPCRDELTK
DGSFFLYSKL
GGGGSGLEVL
LANGVELRDN
YQTKVNLLSA
NRPDYLDFAE

CVVVDVSHED
QDWLNGKEYK
NQVSLWCLVK
TVDKSRWQQG
FQGPVRSSSR
QLVVPSEGLY
IKSPCQRETP
SGQVYFGIIA

L.

Ejemplo 19

Purificacion, procesamiento y caracterizacion analitica de los polipéptidos de fusion triméricos Fc-PP-
shTNFalfa

Los sobrenadantes del cultivo que contenian polipéptidos de fusion con Fc se filtraron y purificaron mediante dos etapas
cromatograficas. Los sobrenadantes se mezclaron con glicina 2 M al 50 % v/v, pH 8,6, NaCl 600 mM y se capturaron
por cromatografia de afinidad utilizando HiTrap MabSelectSuRe (GE Healthcare) equilibrada con glicina 1 M, pH 8,6,
NaCl 600 mM. Las proteinas no unidas se extrajeron mediante lavado con tampoén de equilibrado, y el polipéptido de
fusion se recuperd con tampodn citrato 0,1 M, pH 3,0, e inmediatamente después de la elucién se neutraliz6 a pH 6,0 con
Tris-base 1 M, pH 8,5. Se utiliz6 cromatografia de exclusion por tamafno en Superdex 200™ (GE Healthcare) como
segunda etapa de purificacion. La cromatografia de exclusion por tamaro se llevé a cabo en 2 x PBS (KH2P04 2 mM,
NazHP04 20 mM, NaCl 274 mM, KCI 5,4 mM), pH 7,4. Los polipéptidos de fusién con Fc eluidos se concentraron con
una unidad de filtro centrifugo Ultrafree-CL equipada con una membrana Biomax-SK (Millipore, Billerica, MA) y se
conservaron a -80 °C.

La concentracién de proteina de los polipéptidos de fusién Fc se determiné midiendo la densidad 6ptica (DO) a 280 nm,
utilizando el coeficiente de extincién molar calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos. La pureza de los
polipéptidos de fusion con Fc se analizé mediante SDS-PAGE en presencia y ausencia de un agente reductor (1, 4-
ditiotreitol 5 mM) y tincién con azul brillante de Coomassie. El contenido en agregados y la formacion apropiada de
trimeros del polipéptido de fusién con Fc se determind por SEC de alta resolucién usando una columna analitica de
exclusién por tamano Superdex 200™ (GE Healthcare) acoplada a un detector SEC-MALLS (Wyatt). La integridad del
esqueleto de aminoacidos del polipéptido de fusién con Fc reducido se verificd por espectrometria de masas Nano
Electrospray QTOF después de la extraccion de N-glicanos por tratamiento enzimatico con una combinacién de
neuraminidasa, O-glicanasa y péptido-N-glicosidasa F (Roche Applied Science).

Para obtener PP-shTNFalfa trimérico sin fusiéon con Fc, el polipéptido de fusién con Fc trimérico se incub6 con proteasa
PreScission® durante la noche seguido de cromatografia de afinidad usando una columna MabSelectSuRe (GE
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Healthcare) en modo de flujo continuo para la extraccion de polipéptidos de fusion con Fc no escindidos asi como la
parte de Fc libre. Las fracciones de flujo continuo se purificaron adicionalmente por cromatografia de afinidad en el
modo de flujo usando Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) para la extracciéon de la proteasa PreScission®. Las
fracciones de flujo que contenian PP-shTNFalfa trimérico se purificaron adicionalmente mediante cromatografia de
exclusién por tamafo en Superdex 200™ (GE Healthcare). La cromatografia de exclusion por tamario se llevé a cabo en
2 x PBS (KH2P04 2 mM, NazHPO4 20 mM, NaCl 274 mM, KCI 5,4 mM), pH 7,4. Las fracciones triméricas eluiadas que
contienen PP-shTNFalfa se concentraron con una unidad de filtro centrifugo Ultrafree-CL equipada con una membrana
Biomax-SK (Millipore, Billerica, MA) y se conservaron a -80 °C.

La determinacion de las concentraciones de proteina, pureza, contenido de agregados, formacion de trimeros e
integridad del esqueleto de aminoacidos se realiz6 con los procedimientos descritos anteriormente.

TNF alfa como polipéptido de fusién de IgGI-LALA-Fc-KiH_sitio de proteasa PreScision_shTNFa se obtuvo por
expresion transitoria en células HEK 293 a 283 mg/l. La escision por la proteasa PreScission dio como resultado 15 mg
por 100 mg de polipéptido de fusién (total de 283 mg = 43 mg). Evaluaciéon funcional en el ensayo A375 (véase el
ejemplo 20).

Ejemplo 20

Titulacion de TNF alfa humano

Se sembraron células A-375 con 2 x 10* células por pocillo en 200 p | por pocillo en placa de cultivo celular de 96
pocillos F (Costar 3596). Las células se cultivaron durante la noche a 37 °C, CO2 al 5 % antes de extraer el medio.

Las siguientes citocinas se valoraron con 100 ul por pocillo (50-0 nM)
- rhTNF- a (R & D Systems 210-TA/CF),

- hTNFalfa-Fc tal como se describe en el presente documento, y

- polipéptido de fusion hTNFalfa-Fc.

Las células se incubaron durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 %. El sobrenadante se transfiri6 a una placa RB de 96
pocillos y se conservé a -20 °C. El perfil de citocinas se analizé utilizando hIL-8 (BD 558277) CBA Flex Set.

muestra CE50 [nM]
hTNF-a R&D 0,005
HTNF-a-hFc 0,078
HTNF-a escindido 0,009

Las curvas de titulacion se muestran en la figura 0.
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115 120 125

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

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

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

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

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

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

Pro Gly Lys

225

<210>5

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion de agujero

<400>5

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

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

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

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu

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

45

val

Ser

Glu

160

Pro

val

Met

Ser

Gly

Met

His

Val

Tyr
80
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ES 2633894 T3

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 20 95

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

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

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

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

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

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190

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

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

Pro Gly Lys
225

<210>6
<211> 227

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion boton

<400> 6
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
1 5 10 15

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

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

46



ES 2633894 T3

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Vval

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Pro Gly Lys
225

<210>7

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con las mutaciones L234A, L235A y mutacidn de agujero

<400> 7

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

47



ES 2633894 T3

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

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

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

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

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

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

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

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

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

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

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Vval
180 185 190

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

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

Pro Gly Lys
225

<210> 8

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con las mutaciones L234A, L235A y mutacién boton

48



<400> 8

Asp

Gly

Ile

Glu

His

65

Lys

Glu

Tyr

Leu
145

Trp

val

Asp

His

Pro
225

Lys

Pro

Ser

Asp

50

Asn

val

Glu

Lys

Thr

130

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Lys

His

val

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Thr

Phe

Pro

val

Thr

val

85

Cys

Ser

Pro

Vval

Gly

165

Asp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

val

Phe

55

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

ES 2633894 T3

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

val

Gln

Ala

Pro

Val

Val

Gln

75

Gln

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

49

Pro

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Ala

Thr

30

Val

val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Ala

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

val

val

Pro

175

Thr

Vval

Leu

Gly

Met

His

val

Tyr

80

Gly

Ile

val

Ser

Glu

160

Pro

val

Met

Ser
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<210>
<211>
<212>

9
227
PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2633894 T3

<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion P329G

<400>

Asp

1

Gly

Ile

Glu

His

65

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
145

Trp

val

Asp

9

Lys

Pro

Ser

Asp

50

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

130

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
195

His

Val

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Thr

Phe

Pro

val

Thr

Val

85

Cys

Ser

Pro

Vval

Gly

165

Asp

Trp

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Pro

Phe

Val

Phe

55

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly
200

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Phe
185

Asn

Pro

10

Lys

Val

Tyr

Glu

His

20

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

Val

Ala

Pro

val

val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

50

Pro

Lys

val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
205

Leu

Thr

30

val

val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

130

Ser

Leu

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

Val

Pro

175

Thr

Val

Gly

Met

His

val

Tyr

80

Gly

Ile

vVal

Ser

Glu

160

Pro

val

Met



ES 2633894 T3

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

Pro Gly Lys
225

<210> 10

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la regién Fc humana del isotipo IgG1 con las mutaciones L234A, L235A y mutacién P329G

<400> 10
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
1 5 10 15

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

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser His

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

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

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

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

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

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

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

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

51



10

Val Leu

Asp Lys

His Glu

Asp

Ser

180

195

210

Pro Gly

225

<210> 11
<211> 227
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Lys

Ser Asp Gly Ser

Arg Trp Gln Gln

Leu His Asn His

ES 2633894 T3

185

200

215

Phe Phe Leu Tyr Ser

Gly Asn Val Phe Ser

Tyr Thr Gln Lys Ser

190

205

220

Lys Leu Thr Val

Cys Ser Val Met

Leu Ser Leu Ser

<223> variante de la regiéon Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion P329G y de agujero

<400> 11

Asp

1

Gly

Ile

Glu

His

65

Lys

Glu

Cys

Lys

Pro

Ser

Asp

50

Asn

val

Glu

Lys

Thr
130

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

115

Leu

His

Vval

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Thr

Phe

Pro

val

Thr

val

85

Cys

Ser

Pro

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Pro

Phe

val

Phe

55

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
135

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

VvVal

Ser

Lys

120

Asp

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

52

Ala

Pro

val

Val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Pro

Lys

val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
140

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

125

Asn

Leu

Thr

30

val

val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Leu

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

val

Gly

Met

His

val

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser
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Leu

145

Trp

Val

Asp

His

Pro
225

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

<210> 12
<211> 227

<212> PRT

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Lys

Ala

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Val

Gly

165

Asp

Trp

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

ES 2633894 T3

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Pro Ser
155

Asn Tyr

170

Leu Val

Val Phe

Gln Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Val Glu

160

Pro Pro

175

Thr Val

Val Met

Leu Ser

<223> variante de la regién Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion P329G y de boton

<400> 12

Asp Lys Thr

1

Gly

Ile

Glu

His

65

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

His

Val

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
100

Thr

Phe

Pro

Vval

Thr

Vval

85

Cys

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Pro

Phe

Val

Phe

55

Pro

Thr

Vval

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Vval

Ser

Cys Pro Ala Pro

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
105

10

Lys Pro

Val val

Tyr Val

Glu Gln

75

His Gln
90

Lys Ala

53

Lys

Vval

Asp

Tyr

Asp

Leu

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Gly

Leu

Thr

30

Val

Val

Ser

Leu

Ala
110

Leu Gly
15

Leu Met

Ser His

Glu Vval

Thr Tyr
80

Asn Gly
95

Pro Ile



ES 2633894 T3

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

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

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

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

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

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

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

Pro Gly Lys
225

<210> 13

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion L234A, L235A, P329G y agujero

<400> 13

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

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

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

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

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

54
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ES 2633894 T3

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

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

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

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

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

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

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190

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

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

Pro Gly Lys
225

<210> 14

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG1 con una mutacion L234A, L235A, P329G y botén

<400> 14

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

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

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

55



ES 2633894 T3

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

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

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 20 95

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

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

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

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

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

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

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

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

Pro Gly Lys
225

<210> 15

<211> 229

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe
1 5 10 15

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

56
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Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
35 40 45

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 60

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

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

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

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

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

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

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

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
180 185 190

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

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

Leu Ser Leu Gly Lys
225

<210> 16

<211> 229

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG4 con una mutacion S228P y L235E

<400> 16

57



Glu

Glu

Ser

Glu

65

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

145

Vval

Pro

Thr

Val

Leu
225

Ser

Gly

Met

Gln

50

Vval

Tyr

Gly

Ile

Val

130

Ser

Glu

Pro

Val

Met

210

Ser

<210> 17
<211> 229
<212> PRT

Lys

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

Vval

Asp

1385

His

Leu

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

Vval

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

val

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Phe

Pro

vVal

55

Thr

val

Cys

Ser

Pro

135

val

Gly

Asp

Trp

His
215

Cys

Glu
40

Gln

Lys

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

ES 2633894 T3

Pro

Phe

25

val

Phe

Pro

Thr

Vval

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

185

Glu

His

Pro

10

Pro

Thr

Asn

Arg

val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

155

Asn

Phe

Asn

Thr

58

Pro

Lys

val

Tyr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Vval

Gln
220

Ala

Pro

val

45

val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
205

Pro

Lys

30

val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

95

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Phe

Thr

val

Val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser



ES 2633894 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> variante de la region Fc humana del isotipo IgG4 con una mutacion S228P, L235E y P329

<400> 17

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
1 5 10 15

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

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

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 60

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

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

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Gly Ser
100 105 110

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

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

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

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

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
180 185 190

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
1385 200 205

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

Leu Ser Leu Gly Lys
225

59



10

15

<210> 18
<211> 191

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Met Arg Thr

1

Trp

Ala

Leu

Asp
65

Asp

Pro

Ser

Lys

Ala
145

Ser

Leu

<210>
<211>

<212> PRT

Tyr

Tyr

Ile
50

Asp

Pro

Arg

Trp

Gly

130

Thr

Lys

Ala

19
5

Arg

Ser

35

Ser

Ser

Vval

Trp

Lys

115

Arg

Leu

Asn

Val

Glu

Val

20

Pro

Ser

Gly

Gln

val

100

Asn

Lys

Lys

val

Ser
180

Asp

Leu

Glu

Gln

Glu

Leu

85

Phe

Thr

Tyr

Asp

Ser

165

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> marcado Arg

Leu

Glu

Asp

Ala

Tyr

70

Glu

Lys

Ala

Phe

Ser

150

Ser

Ile

Pro

Lys

Asn

Ser

55

Arg

Vval

Glu

Leu

His

135

Gly

Glu

Ser

Lys

Asp

Ser

40

Ser

Cys

His

Glu

His

120

His

Ser

Thr

Ser

ES 2633894 T3

Ala

Ser

25

Thr

Tyr

Gln

Ile

Asp

105

Lys

Asn

Tyr

val

Phe
185

Val

10

val

Gln

Phe

Thr

Gly

90

Pro

val

Ser

Phe

Asn

170

Phe

Val

Thr

Trp

Ile

Asn

75

Trp

Ile

Thr

Asp

Cys

155

Ile

Pro

60

Phe

Leu

Phe

Asp

Leu

Leu

His

Tyr

Phe

140

Arg

Thr

Pro

Leu

Lys

His

45

Ala

Ser

Leu

Leu

Leu

125

Tyr

Gly

Ile

Gly

Glu

Cys

30

Asn

Ala

Thr

Arg
110

Gln

Ile

Thr

Tyr
190

Pro

15

Gln

Glu

Thr

Leu

Gln

95

Cys

Asn

Pro

Vval

Gln

175

Gln

Gln

Ser

val

Ser

80

Ala

His

Gly

Lys

Gly

160

Gly
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55

<400> 19

Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 20

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado Arg 2

<400> 20

Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 21

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado Avi

<400> 21

Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu

1 5

<210> 22

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado His-Avi

<400> 22

His His His His His His Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys

1 5

Ile Glu Trp His Glu
20

<210> 23

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado His

<400> 23

His His His His His His
1 5
<210> 24

<211>19
<212> PRT

ES 2633894 T3

10

10
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 24

Lys Asp His Leu Ile His Asn Val
1 5

His Asn Lys

<210> 25

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 25

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 26

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 26

Asp Tyr Lys Asp His Asp Gly Asp
1 5

Lys Asp Asp Asp Asp Lys
20

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoécido #

<400> 27

ES 2633894 T3

His Lys Glu Phe His Ala His Ala

10

Tyr Lys Asp His Asp Ile Asp Tyr

10

Ala Trp Arg His Pro Gln Phe Gly Gly

1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

62



10

15

20
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30

35

ES 2633894 T3

<400> 28

Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys
1 5

<210> 29

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 29

Met Asp Val Glu Ala Trp Leu Gly Ala Arg

1 5

<210> 30

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 30

Met Asp Val Glu Ala Trp Leu Gly Ala Arg Val Pro Leu Val Glu Thr
10

1 5

<210> 31

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 31

10

Met Asp Glu Lys Thr Thr Gly Trp Arg Gly Gly His Val Val Glu Gly

1 5 10 15

Leu Ala Gly Glu Leu Glu Gln Leu Arg Ala Arg Leu Glu His His Pro
20 25 30

Gln Gly Gln Arg Glu Pro
35

<210> 32

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoacido

<400> 32

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu
1 5 10

63
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20

25
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35

40

<210> 33

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 33

ES 2633894 T3

Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gln His Met Asp Ser

1 5

<210> 34

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 34

Lys Arg Arg Trp Lys Lys Asn Phe Ile Ala Val Ser Ala Ala Asn Arg

1 5

10

10

15

15

Phe Lys Lys Ile Ser Ser Ser Gly Ala Leu

20

<210> 35

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcado de aminoéacido

<400> 35

Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr

1 5

Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser

20

25

25

10

15

30

Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu

35

<210> 36

<211> 32

<212> PRT

<213> Butyrivibrio fibrisolvens

<400> 36

45

64



10

15

20

ES 2633894 T3

Met Asp Trp Asn Ala Asn Ile Ala Pro Gly Asn Ser Val Glu Phe Gly
1 5 10 15

Ile Gln Gly Ala Gly Ser Val Gly Asn Val Ile Asp Ile Thr Val Glu
20 25 30

<210> 37

<211> 51

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio de unién chiting

<400> 37

Thr Asn Pro Gly Val Ser Ala Trp Gln Val Asn Thr Ala Tyr Thr Ala
1 5 10 15

Gly Gln Leu Val Thr Tyr Asn Gly Lys Thr Tyr Lys Cys Leu Gln Pro
20 25 30

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

Gln Leu Gln
50

<210> 38

<211> 209

<212> PRT

<213> Chondrus crispus

<400> 38

65



Met

Ala

Ala

Asp

65

Asp

Asp

Leu

Val

Ala

145

Val

His

Ser

Pro

Ser

Vval

Ala

50

Ala

Pro

Val

Arg

Gly

130

val

Thr

Glu

Pro

<210> 39
<211> 396

<212> PRT

Glu

Arg

val

35

Leu

Ile

Leu

Thr

Glu

115

Ala

Gly

Asn

Gly

Lys
195

Ile

Leu

20

Phe

Pro

Leu

Glu

His

100

Glu

Leu

Gly

Ile

Tyr

180

Val

<213> Escherichia coli

<400> 39

Lys

Ala

Asp

Met

Arg

Ala

85

Ala

Arg

Glu

Asn

Arg

165

Val

Thr

Leu

Leu

His

Leu

Tyr

70

Ala

Met

Asp

Lys

Met

150

Cys

Arg

Glu

Thr

val

Trp

Thr

55

Cys

Lys

Tyr

Lys

Arg

135

Thr

Gly

Ile

Trp

Tyr

val

Lys

40

val

Gly

Val

Arg

Phe

120

Leu

Ile

Met

Val

Tyr
200

ES 2633894 T3

Phe

Gly

25

Glu

Asp

Lys

Asp

Tyr

105

Ser

Glu

Ala

Lys
185

Glu

Asp

10

Glu

Ala

Gly

Leu

Glu

90

Arg

Lys

Ala

Asp

Asp

170

Ser

Lys

Met

Ile

Lys

Met

Ala

75

Val

Gly

Val

Phe

Leu

155

FPhe

Tyr

Lys

66

Arg

Pro

Pro

Gln

60

Gly

Gly

Asp

Asp

Gly

140

His

Val

Ser

Pro

Gly

Phe

Lys

45

val

Leu

Gly

Asp

Val

125

Asp

Ile

Asp

Ala

vVal
205

Arg

Glu

30

Thr

Ala

Tyr

val

Lys

110

Pro

Gly

Cys

Lys

Val

190

Lys

Ala

15

Asp

Pro

Gln

Pro

Ile

95

Asp

Arg

Pro

His

Asp

175

Met

Met

Glu

Glu

Tyr

Ser

Ser

80

Asp

Lys

Tyr

Trp

Leu

160

Leu

Glu

Phe



Met

Thr

Leu

val

Ala

Asp

Lys

145

Leu

Leu

Tyr

Val

Ile

225

Ala

Lys

Met

val

Gly

50

Pro

Gly

Gln

Lys

Ile

130

Asp

Asp

Gln

Ala

Asp

210

Lys

Ala

Ile

Met

ITle

35

Lys

Asp

Pro

Ser

Leu

115

Ala

Leu

Lys

Glu

Phe

195

Asn

Asn

Phe

Lys

Phe
20

Trp

Lys

Lys

Asp

Gly

100

Tyr

Tyr

Leu

Glu

Pro

180

Lys

Lys

Asn

Thr

Ser

Tle

Phe

Ile

85

Leu

Pro

Pro

Pro

Leu

165

Tyr

Tyr

Gly

His

Lys
245

Gly

Ala

Asn

Glu

Glu

Ile

Leu

Phe

Ile

Asn

150

Lys

Phe

Glu

Ala

Met

230

Gly

Ala

Ser

Gly

Lys

55

Glu

Phe

Ala

Thr

Ala

135

Pro

Ala

Thr

Asn

Lys

215

Asn

Glu

Arg

Ala

Asp

40

Asp

Lys

Trp

Glu

120

val

Pro

Lys

Trp

Gly

200

Ala

Ala

Thr

ES 2633894 T3

Ile

Leu

25

Lys

Thr

Phe

Ala

Ile

105

Asp

Glu

Lys

Gly

Pro

185

Lys

Gly

Asp

Ala

Leu

10

Ala

Gly

Gly

Pro

His

90

Thr

Ala

Ala

Thr

Lys

170

Tyr

Leu

Thr

Met
250

Ala

Lys

Tyr

Ile

Gln

Asp

Pro

val

Leu

155

Ser

Ile

Asp

Thr

Asp

235

Thr

67

Ile

Asn

Lys

60

Vval

Arg

Asp

Arg

Ser

140

Glu

Ala

Ala

Ile

Phe

220

Tyr

Ile

Ser

Glu

Gly

45

Val

Ala

Phe

Lys

Tyr

125

Leu

Glu

Leu

Ala

Lys

205

Leu

Ser

Asn

Ala

Glu

30

Leu

Thr

Ala

Gly

Ala

110

Asn

Ile

Ile

Met

Asp

190

Asp

Vval

Ile

Gly

Leu

15

Gly

Ala

Val

Thr

Gly

a5

Phe

Gly

Thr

Lys

Glu

Glu

Gly

Tyr

Gln

Lys

Tyr Asn

Pro Ala

160

Phe Asn

175

Gly

Val

Asp

Ala

Pro
255

Gly

Gly

Leu

Glu
240

Trp



10

15

20

25

Ala Trp

Leu Pro

Ser Ala
290

Phe Leu
305

Lys Asp

Leu Ala

Gly Glu

Val Arg
370

Glu Ala
385

<210> 40
<211>5
<212> PRT

Ser

Thr

275

Gly

Glu

Lys

Lys

Ile

355

Thr

Leu

Asn

260

Phe

Ile

Asn

Pro

Asp

340

Met

Ala

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Lys

Asn

Tyr

Leu

325

Pro

Pro

val

Asp

Asp

Gly

Ala

Leu

310

Gly

Arg

Asn

Ile

Ala
390

<223> sitio de escision de proteasa

<400> 40

Pro Ala Pro Ser Pro

1

<210> 41
<211>4
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sitio de escision de proteasa

<400> 41

Pro Pro Ser Pro

1

<210>42
<211>4

Thr

Gln

Ala

295

Leu

Ala

Ile

Ile

Asn

375

Gln

ES 2633894 T3

Ser

Pro

280

Ser

Thr

val

Ala

Pro

360

Ala

Thr

Lys

265

Ser

Pro

Asp

Ala

Ala

345

Gln

Ala

Arg

Val

Lys

Asn

Glu

Leu

330

Thr

Met

Ser

Ile

68

Asn

Pro

Lys

Gly

315

Lys

Met

Ser

Thr
395

Tyr

Phe

Glu

300

Leu

Ser

Glu

Ala

Arg

380

Lys

Gly

Val

285

Leu

Glu

Tyr

Asn

Phe

365

Gln

val

270

Gly

Ala

Ala

Glu

Ala

350

Trp

Thr

Thr

Val

Lys

Val

Glu

335

Gln

Tyr

val

Val

Leu

Glu

Asn

320

Glu

Lys

Ala

Asp
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60

ES 2633894 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escision de proteasa

<400> 42

Pro Pro Ala Pro
1

<210> 43

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escision de proteasa

<400> 43

Pro Pro Thr Pro
1

<210> 44

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escision de proteasa

<400> 44

Pro Pro Gly Pro
1

<210> 45

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escisién enzimatica

<400> 45

Pro Arg Pro Pro Thr Pro
1 5

<210> 46

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escision enzimatica

<400> 46

Val Val Ala Pro Pro Ala Pro
1 5

<210> 47
<211>7

69
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sitio de escisién enzimatica

<400> 47

Val Val Ala Pro Pro Ser Pro

1

<210> 48
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sitio de escision enzimatica

<400> 48

Val Val Ala Pro Pro Thr Pro

1

<210> 49
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sitio de escisién enzimatica

<400> 49

Val Val Ala Pro Pro Gly Pro

1

<210> 50
<211>6
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sitio de escision enzimatica

<400> 50

Pro Arg Pro Pro Thr Pro

1

<210> 51
<211>6
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sitio de escision enzimatica

<400> 51

Ala Pro Pro Ala Ala Pro

1

<210> 52
<211>6

5

ES 2633894 T3
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escisién enzimatica

<400> 52

Pro Arg Pro Pro Ala Pro
1 5

<210> 53

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escision enzimatica

<400> 53

Pro Arg Pro Pro Ser Pro
1 5

<210> 54

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escisién enzimatica

<400> 54

Pro Arg Pro Pro Gly Pro
1 5

<210> 55

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 55

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1 5

Val His Ser

<210> 56

<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> polipéptido de fusion FcyRlllaV158-Avi-proteasa IgA -Fc LALA P239G maduro

<400> 56

ES 2633894 T3

10

71



ES 2633894 T3

Gly Met Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro

Gln Trp Tyr Arg Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gln
20 25 30

Gly Ala Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gln Trp Phe His Asn Glu
35 40 45

Ser Leu Ile Ser Ser Gln Ala Ser Ser Tyr Phe Ile Asp Ala Ala Thr
50 55 60

Val Asp Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Thr Asn Leu Ser Thr Leu
65 70 75 80

Ser Asp Pro Val Gln Leu Glu Val His Ile Gly Trp Leu Leu Leu Gln
85 90 95

Ala Pro Arg Trp Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro Ile His Leu Arg Cys
100 105 110

His Ser Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gln Asn
115 120 125

Gly Lys Gly Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe Tyr Ile Pro
130 135 140

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

Gly Ser Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn Ile Thr Ile Thr Gln

72



Gly

Gly

Val

Cys

225

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

305

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

385

Phe

Leu

Leu

Val

210

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

290

His

Lys

Gln

Leu

Pro

370

Asn

Leu

Ala

Asn

195

Ala

Ala

Pro

val

vVal

275

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

355

Ser

Tyr

Tyr

val

180

Asp

Pro

Pro

Lys

vVal

260

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

340

Lys

Asp

Lys

Ser

165

Ser

Ile

Pro

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

325

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
405

Thr

Phe

Ala

Ala

230

Thr

Val

val

Ser

Leu

310

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

390

Leu

Ile

Glu

Pro

215

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Pro

Gln

Val

Val

375

Pro

Thr

ES 2633894 T3

Ser

Ala

200

Glu

Gly

Met

His

val

280

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

360

Glu

Pro

val

Ser

185

Gln

Asp

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

345

Leu

Trp

val

Asp

170

Phe

Lys

Lys

Pro

Ser

250

Asp

Asn

vVal

Glu

Lys

330

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
410

73

Phe

Ile

Thr

Ser

235

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

315

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

395

Ser

Pro

Glu

His

220

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

300

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

380

Ser

Arg

Pro

Trp

205

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

285

vVal

Cys

Ser

Pro

Vval

365

Gly

Asp

Trp

Gly

190

His

Cys

Leu

Glu

Lys

270

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

350

Lys

Gln

Gly

Gln

175

Tyr

Glu

Pro

Phe

Vval

255

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

335

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
415

Gln

Leu

Pro

Preo

240

Thr

Asn

Val

Ser

320

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

400

Gly
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Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440

<210> 57

<211> 436

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2633894 T3

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
425 430

Pro Gly Lys

<223> polipéptido de fusién FcyRlla-LR (H131) -Avi-proteasa IgA-Fc LALA P239G

<400> 57

Gln Ala Ala Ala Pro
1 5

Pro Lys Ala

Ile Asn Val Leu Gln

20

Glu Asp Ser

Ser Pro Glu Ser Asp Ser Ile

35 40

Ile Pro Thr His Thr Gln Pro

50 55

Ser

Asp Ser Gly Glu Tyr Thr Gln

65 70

Cys

Thr
85

Pro Val His Leu Val Leu Ser

Glu Phe

100

His Leu Gln Glu Gly Glu

Asp Pro Leu Val

115

Lys Lys

120

Trp Lys

Ser Gln
130

Lys Phe Ser His Leu Asp

135

Asn His Ser His Ser

145

Gly Asp
150

Tyr

Thr Leu Phe Ser Pro Val

165

Ser Lys

Val Leu Lys Leu Glu Pro Pro

10 15

Trp

Val Thr Leu Thr Cys Gln
25 30

Gly Ala

Gln Trp Phe His Asn Gly Asn Leu

45

Tyr Arg Phe Lys Ala Asn Asn Asn

60

Thr Gly Gln Thr Ser Leu Ser Asp

75 80

Glu Trp Leu Val Leu Gln Thr Pro

90 95

Thr
105

Ile Met Leu Arg Cys His Ser

110

Val Thr Phe Phe Gln Asn

125

Gly Lys

Thr Phe Ser Ile Pro Gln Ala

140

Pro

Thr
155

His Cys Gly Asn Ile Gly Tyr

160

Thr Ile

170

Thr Val Gln Val Pro Ser

175

74



Met

Glu

Gly

225

His

Val

Tyr

Gly

305

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

385

val

Gly

Gln

Asp

210

Gly

Ile

Glu

His

Arg

290

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

370

val

Asp

His

Ser

Lys

195

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

275

val

Glu

Lys

Thr

Thr

355

Glu

Lys

Glu

Ser

180

Ile

Thr

Ser

Arg

Pro

260

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

340

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
420

Ser

Glu

His

val

Thr

245

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

325

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

405

Leu

Pro

Trp

Thr

Phe

230

Pro

Vval

Thr

Val

Cys

310

Ser

Pro

val

Gly

Asp

390

Trp

His

Met

His

Cys

215

Glu

Lys

Lys

Leu

295

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

375

Gly

Gln

Asn

Gly

Glu

200

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

280

Thr

vVal

Arg

Gly

360

Pro

Ser

Gln

His

ES 2633894 T3

Ile

185

Leu

Pro

Pro

Thr

Asn

265

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

345

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
425

Gly

Vval

Cys

Pro

Cys

250

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

330

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

410

Thr

Leu

vVal

Pro

Lys

235

vVal

Tyr

Glu

His

Lys

315

Gln

Leu

Pro

Leu
385

Val

Gln

75

Asn

Ala

Ala

220

Pro

val

val

Gln

Gln

300

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

380

Tyr

Phe

Lys

Asp

Pro

205

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

285

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

365

Lys

Ser

Ser

Ser

Ile

190

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

270

Asn

Trp

Gly

Glu

Asn

350

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
430

Phe

Ala

Ala

Thr

val

255

val

Ser

Leu

Ala

Pro

335

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

415

Ser

Glu

Pro

Ala

Leu

240

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

320

Gln

Vval

val

Pro

Thr

400

Val

Leu
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Ser Pro Gly Lys

<210> 58
<211> 423

<212>

PRT

435

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2633894 T3

<223> polipéptido de fusion FcyRIlIbV158-Avi-IgA Proteasa-Fc LALA P239G

<400> 58

Ala

1

Leu

Glu

His

Glu

65

Leu

Phe

Lys

Phe

His

145

Ser

Ile

Pro

Gln

Ser

Thr

50

Tyr

Thr

Gln

Pro

Ser

130

Ser

Ser

Phe

Pro

Glu

Asp

Gln

Thr

Val

Glu

Leu

115

Arg

Gly

Lys

Glu

Lys

Asp

20

Ser

Pro

Cys

Leu

Gly

100

val

Ser

Asp

Pro

Ala
180

Ala

Ser

Ile

Ser

Gln

Ser

Glu

Lys

Asp

Tyr

val

165

Gln

Val

val

Gln

Tyr

Thr

70

Glu

Thr

val

Pro

His

150

Thr

Lys

Leu

Thr

Trp

Arg

55

Gly

Trp

Ile

Thr

Asn

135

Cys

Ile

Ile

Lys

Leu

Phe

40

Phe

Gln

Leu

Val

Phe

120

Phe

Thr

Thr

Glu

Thr

25

His

Lys

Thr

val

Leu

105

Phe

Ser

Gly

val

Trp
185

Glu

10

Cys

Asn

Ala

Ser

Leu

Arg

Gln

Ile

Asn

Gln

170

His

Pro

Arg

Gly

Asn

Leu

75

Gln

Cys

Asn

Pro

Ile

155

Ala

Glu

76

Gln

Gly

Asn

Asn

60

Ser

Thr

His

Gly

Gln

140

Gly

Pro

Leu

Trp

Thr

Leu

45

Asn

Asp

Pro

Ser

Lys

125

Ala

Tyr

Gly

Vval

Ile

His

30

Ile

Asp

Pro

His

Trp

110

Ser

Asn

Thr

Leu

Val
190

Asn

15

Ser

Pro

Ser

val

Leu

Lys

Lys

His

Leu

Asn

175

Ala

val

Pro

Thr

Gly

His

80

Glu

Asp

Lys

Ser

Tyr

160

Asp

Pro



Pro

Glu

Asp

225

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

305

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

385

Cys

Leu

Ala

210

Thr

val

val

Ser

Leu

290

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

370

Leu

Ser

Ser

<210> 59
<211> 443

<212> PRT

Pro

195

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

275

Asn

Pro

Gln

Val

val

355

Pro

Thr

Vval

Leu

Glu

Gly

Met

His

val

260

Tyr

Gly

Ile

Vval

Ser

340

Glu

Pro

Vval

Met

Ser
420

Asp

Gly

Ile

Glu

245

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

325

Leu

Trp

Val

Asp

His

405

Pro

Lys

Pro

Ser

230

Asp

Asn

val

Glu

Lys

310

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

390

Glu

Gly

Thr

Ser

215

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

295

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

375

Ser

Ala

Lys

His

200

val

Thr

Glu

Lys

Ser

280

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

360

Ser

Arg

Leu

ES 2633894 T3

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

265

Val

Cys

Ser

Pro

val

345

Gly

Asp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

250

Lys

Lys

Lys

Ser

330

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
410

Pro

Phe

Val

235

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

315

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

385

His

77

Pro

Pro

220

Thr

Asn

Arg

val

Ser

300

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

380

Gly

Tyr

Cys

205

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

285

Asn

Glu

Tyr

Asn

365

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

270

His

Lys

Gln

Leu

Pro

350

Asn

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

Val

Val

255

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

335

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
415

Pro

Lys

Val

240

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

320

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

400

Ser



ES 2633894 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> polipéptido de fusién FcyRIllb-Avi-proteasa IgA- Fc LALA P239G

<400> 59

Gly Met Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro
1 5 10 15

Gln Trp Tyr Ser Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gln
20 25 30

Gly Ala Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gln Trp Phe His Asn Glu
35 40 45

Ser Leu Ile Ser Ser Gln Ala Ser Ser Tyr Phe Ile Asp Ala Ala Thr
50 55 60

Val Asn Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Thr Asn Leu Ser Thr Leu
65 70 75 80

Ser Asp Pro Val Gln Leu Glu Val His Ile Gly Trp Leu Leu Leu Gln
85 90 95

Ala Pro Arg Trp Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro Ile His Leu Arg Cys
100 105 110

His Ser Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gln Asn
115 120 125

Gly Lys Asp Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe His Ile Pro
130 135 140

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

Gly Ser Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn Ile Thr Ile Thr Gln
165 170 175

Gly Leu Ala Val Ser Thr Ile Ser Ser Phe Ser Pro Pro Gly Tyr Gln
180 185 190

Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu Leu
195 200 205

Val Val Ala Pro Pro Ala Pro Glu Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
210 215 220

78
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Cys

225

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

305

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

385

Phe

Asn

Thr

<210>

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

290

His

Lys

Gln

Leu

Pro

370

Asn

Leu

val

Gln

60

<211> 346

<212>

PRT

Ala

Pro

val

Val

275

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

355

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
435

Pro

Lys

vVal

260

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

340

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

420

Ser

Glu

Asp

245

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

325

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

405

Cys

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

230

Thr

val

val

Ser

Leu

310

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

330

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

295

Asn

Pro

Gln

val

vVal

375

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

Met

His

Val

280

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

360

Glu

Pro

Val

Met

Ser
440

ES 2633894 T3

Gly

Ile

Glu

265

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

345

Leu

Trp

val

Asp

His

425

Pro

Pro

Ser

250

Asp

Asn

val

Glu

Lys

330

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

410

Glu

Gly

Ser
235

Arg

Pro

val

Tyr

315

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

395

Ser

Ala

Lys

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

300

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

380

Ser

Arg

Leu

<223> polipéptido de fusion FcgammaRillla-Avi-Fc LALA p239G minimo

79

Phe

Pro

val

Thr

285

vVal

Cys

Ser

Pro

val

365

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

270

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

350

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
430

Phe

val

255

Phe

Pro

Thr

Vval

Ala

335

Arg

Pro

Ser

Gln

415

His

Pro

240

Thr

Asn

Arg

val

Ser

320

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

400

Gly

Tyr



<400> 60

Gly

1

Pro

Vval

Ser

Phe

65

Asn

Phe

Ile

Pro

Lys

145

val

Tyr

Glu

His

Lys
225

Trp

Ile

Thr

Asp

50

Cys

Ile

Pro

Glu

Ala

130

Pro

val

val

Gln

Gln

210

Ala

Leu

His

Tyr

35

Phe

Arg

Thr

Pro

Trp

115

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

195

Asp

Leu

Leu

Leu

20

Leu

Tyr

Gly

Ile

Gly

100

His

Glu

Asp

Asp

Gly

180

Asn

Trp

Gly

Leu

Arg

Gln

Ile

Leu

Thr

85

Tyr

Glu

Ala

Thr

val

165

vVal

Ser

Leu

Ala

Gln

Cys

Asn

Pro

Vval

70

Gln

Gln

Leu

Ala

Leu

150

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro
230

Ala

His

Gly

Lys

55

Gly

Gly

Gly

Glu

Gly

135

Met

His

Val

Tyr

Gly

215

Ile

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Gly

Ile

Glu

His

Arg

200

Lys

Glu

ES 2633894 T3

Arg

25

Gly

Thr

Lys

Ala

Asn

105

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

185

Val

Glu

Lys

Trp

10

Lys

Arg

Leu

Asn

val

90

Asp

Thr

Ser

Arg

Pro

170

Ala

Val

Tyr

Thr

Val

Asn

Lys

Lys

val

75

Ser

Ile

His

Val

Thr

155

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
235

80

Phe

Thr

Tyr

Asp

60

Ser

Thr

Phe

Thr

Phe

140

Pro

val

Thr

Val

Cys

220

Ser

Lys

Ala

Phe

45

Ser

Ser

Tle

Glu

Cys

125

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

205

Lys

Lys

Glu

Leu

30

His

Gly

Glu

Ser

Ala

110

Pro

Phe

val

Phe

Pro

130

Thr

val

Ala

Glu

15

His

His

Ser

Thr

Ser

95

Gln

Pro

Pro

Thr

Asn

175

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

Lys

Asn

Tyr

vVal

80

Phe

Lys

Cys

Pro

Cys

160

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly
240



ES 2633894 T3

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
245 250 255

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
260 265 270

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
275 280 285

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
290 295 300

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
305 310 315 320

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
325 330 335

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
340 345

<210> 61

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de proteasa de precision

<400> 61

Gly Leu Glu Val Leu Phe Gln Gly Pro
1 5

<210> 62

<211> 388

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> polipéptido de fusion Fc-TWEAK maduro

<400> 62
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly

1 5 10 15

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

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

81



Glu

His

65

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
145

Trp

vVal

His

Pro

225

Phe

Gly

Glu

Ile

Asp

50

Asn

val

Glu

Lys

Thr

130

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

Gln

Gln

Glu

Gly
290

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Gly

Gly

Asp

Ala

275

Glu

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Gly

Pro

Gly

260

Arg

Phe

vVal

Thr

val

85

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

His

Gly

Ala

245

Ala

Ile

Ile

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

230

Ile

Gln

Asn

Vval

Phe

55

Pro

Thr

val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His

215

Gly

Ala

Ala

Ser

Thr
285

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Gly

Ala

Gly

Ser

280

Arg

ES 2633894 T3

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Gly

His

Val

265

Ser

Ala

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

Val

Gln

Gly

Tyr

250

Asp

Pro

Gly

Val

Gln

15

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

235

Glu

Gly

Leu

Leu

82

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

220

Gly

Val

Thr

Arg

Tyr
300

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Leu

His

Val

Tyr

285

Tyr

Val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Glu

Pro

Ser

270

Asn

Leu

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Vval

Val

Pro

175

Thr

Val

Leu

Val

Arg

255

Gly

Arg

Tyr

Val

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

160

Pro

Val

Met

Ser

Leu

240

Pro

Trp

Gln

Cys
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Gln Val
305

Leu Val

Thr Ala

Gly Leu

Pro Trp
370

Phe Gln
385

<210> 63
<211> 227

<212> PRT

His

Asp

Ala

Leu

355

Ala

Val

Phe

Gly

Ser

340

Ala

His

His

Asp

Val

325

Ser

Leu

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

310

Leu

Leu

Arg

Lys

Gly

Ala

Gly

Pro

Ala
375

<223> polipéptido Fc maduro (agujero)

<400> 63
Asp Lys
1

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp
50

His Asn
65

Arg Val

Lys Glu

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

Val

Tyr

His

Val

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
100

Thr

Phe

Pro

val

Thr

Val

85

Cys

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Pro

Phe

val

Phe

55

Pro

Thr

Val

Lys

Leu

Pro

Gly

360

Ala

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

ES 2633894 T3

Ala

Arg

Gln

345

Ser

Pro

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
105

Val

Cys

330

Leu

Ser

Phe

Pro

10

Lys

Val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Tyr

315

Leu

Arg

Leu

Leu

Ala

Pro

Val

Val

Gln

75

Gln

Ala

83

Leu

Glu

Leu

Arg

Thr
380

Pro

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Lys

Glu

Cys

Ile

365

Tyr

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Leu

Phe

Gln

350

Arg

Phe

Ala

Thr

30

Val

Val

Ser

Leu

Ala
110

Asp

Ser

335

Val

Thr

Gly

Ala

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Leu

320

Ala

Ser

Leu

Leu

Gly

Met

His

val

Tyr

80

Gly

Ile
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Glu Lys

Cys Thr
130

Leu Ser
145

Trp Glu

Val Leu

Asp Lys

His Glu
210

Pro Gly
225

<210> 64
<211> 388
<212> PRT

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Lys

Ile Ser

Pro Pro

Ala Val

Asn Gly

165

Ser Asp

180

Arg Trp

Leu His

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

ES 2633894 T3

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Gln Pro Arg Glu

125

Leu Thr Lys Asn
140

Pro Ser Asp Ile

155

Asn Tyr Lys Thr

170

Leu Val Ser Lys

Val Phe Ser Cys

205

Gln Lys Ser Leu
220

<223> polipéptido de fusion (boton) Fc-TWEAK maduro

<400> 64
Asp Lys
1

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp
50

His Asn
65

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

His

Val

20

Thr

Glu

Lys

Thr Cys

Phe Leu

Pro Glu

Val Lys

Thr Lys

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

Pro

Thr

Cys

Pro

Pro Ala Pro

10

25

40

55

70

Pro

Asn

Arg

Cys

Trp

Glu

Lys Pro Lys

Val Val Vval

Tyr Val Asp

60

Glu Gln Tyr

75

84

Glu Ala

Asp Thr

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

130

Ser

Ser

Gln Vval

Val Ser

val Glu

160

Pro Pro

175

Thr Val

Val Met

Leu Ser

Ala Gly

15

30

Asp Val

45

Gly Vval

Asn Ser

Leu Met

Ser His

Glu Vval

Thr Tyr

80



Lys

Glu

Tyr

Leu
145

Trp

Val

His

Pro

225

Phe

Gly

Glu

Ile

Gln

305

Leu

val

Glu

Lys

Thr
130

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

Gln

Gln

Glu

Gly

290

Val

Val

val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Gly

Gly

Asp

Ala

275

Glu

His

Asp

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Gly

Pro

Gly

260

Arg

Phe

Phe

Gly

val

85

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

His

Gly

Ala

245

Ala

Ile

Ile

Asp

val
325

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Ser

230

Ile

Gln

Asn

Val

Glu

310

Leu

Thr

val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His

215

Gly

Ala

Ala

Ser

Thr

295

Gly

Ala

vVal

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Gly

Ala

Gly

Ser

280

Arg

Lys

Leu

ES 2633894 T3

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Gly

His

Val

265

Ser

Ala

Ala

Arg

His

80

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

val

Gln

Gly

Tyr

250

Aszp

Pro

Gly

Val

Cys
330

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

235

Glu

Gly

Leu

Leu

Tyr

315

Leu

85

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

220

Gly

Val

Thr

Arg

Tyr

300

Leu

Glu

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Leu

His

Val

Tyr

285

Tyr

Lys

Glu

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Glu

Pro

Ser

270

Asn

Leu

Leu

Phe

Asn

95

Pro

Gln

val

val

Pro

175

Thr

val

Leu

val

Arg

255

Gly

Arg

Tyr

Asp

Ser
335

Gly

Ile

val

Ser

Glu

160

Pro

Val

Met

Ser

Leu

240

Pro

Trp

Gln

Cys

Leu

320

Ala
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Thr Ala Ala

Gly Leu Leu
355

Pro Trp Ala
370

Phe Gln Val
385

<210> 65
<211> 350
<212> PRT

Ser

340

Ala

His

His

ES 2633894 T3

Ser Leu Gly Pro Gln

345

Leu Arg Pro Gly Ser

360

Leu Lys Ala Ala Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

375

<223> polipéptido de fusion Fc-IL17A maduro

<400> 65
Asp Lys Thr
1

Gly Pro Ser

Ile Ser Arg
35

Glu Asp Pro
50

His Asn Ala
65

Arg Val Vval

Lys Glu Tyr

Glu Lys Thr
115

Tyr Thr Leu
130

His

val

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Thr

FPhe

Pro

Val

Thr

val

85

Cys

Ser

Pro

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Pro

Phe

val

Phe

55

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
135

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Leu Arg Leu Cys Gln Val Ser

350

Ser Leu Arg Ile Arg Thr Leu

365

Phe Leu Thr Tyr Phe Gly Leu

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Ala

Pro

Val

Val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

86

380

Pro

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
140

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Leu

Thr

30

Val

Val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Leu

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

Gly

Met

His

Val

Tyr

80

Gly

Ile

val

Ser
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Leu Thr Cys
145

Trp Glu Ser

Val Leu Asp

Asp Lys Ser
195

His Glu Ala
210

Pro Gly Gly
225

Gly Gly Gly

Ser Glu Asp

His Asn Arg
275

Asn Arg Ser
290

Arg Tyr Pro
305

Val Lys Ala

Gln Gln Glu

<210> 66
<211> 350
<212> PRT

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Gly

Ser

Lys

260

Asn

Thr

Ser

Asp

Ile
340

Val

Gly

165

Asp

Trp

His

Gly

Gly

245

Asn

Thr

Ser

Vval

Gly

325

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

230

Ile

Phe

Ser

Pro

Ile

310

Asn

val

Gly

Pro

Ser

Gln

His

215

Ser

Ala

Pro

Thr

Trp

295

Trp

Val

Leu

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Gly

Ile

Arg

Asn

280

Asn

Glu

Asp

Arg

<223> polipéptido de fusion Fc-IL17A maduro

<400> 66

ES 2633894 T3

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Gly

Pro

Thr

265

Pro

Leu

Ala

Tyr

Arg
345

Pro

Asn

170

Leu

val

Gln

Gly

Arg

250

Val

Lys

His

Lys

His

330

Glu

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly

235

Asn

Met

Arg

Arg

Cys

315

Met

Pro

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

220

Ser

Ser

Val

Ser

Asn

300

Arg

Asn

Arg

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

285

Glu

His

Ser

His

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Gly

Cys

Leu

270

Asp

Asp

Leu

Val

Cys
350

Vval

Pro

175

Thr

val

Leu

Gly

Pro

255

Asn

Tyr

Pro

Gly

Pro
335

Glu
160

Pro

Val

Ser

Ser

240

Asn

Ile

Tyr

Glu

Cys

320

Ile

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly

87



Gly

Ile

Glu

His

65

Lys

Glu

Tyr

Leu
145

Trp

val

Asp

His

Pro

225

Ala

Pro

Ser

Asp

50

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

130

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

Pro

Ser

Arg

35

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Gly

Pro

Val

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Gly

Ala

Phe

Pro

Val

Thr

val

85

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

His

Gly

Gly
245

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Gly

230

Ile

Phe

val

Phe

55

Pro

Thr

val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His

215

Ser

Ala

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Gly

Ile

ES 2633894 T3

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Gly

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

val

Gln

Gly

Arg
250

Pro

Val

Val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Gly

235

Asn

88

Lys

val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

220

Ser

Ser

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Gly

Gly

Thr

30

Val

Val

Ser

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Ser

Cys

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

val

val

Pro

175

Thr

Val

Leu

val

Pro
255

His

Val

Tyr

80

Gly

Ile

val

Ser

Glu

160

Pro

Vval

Met

Ser

val

240

Asn
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Ser

His

Asn

Arg

305

Val

Gln

Glu

Asn

Arg

290

Tyr

Lys

Gln

<210> 67

<211> 376
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> polipéptido de fusion (boton) IL17A - Fc

<400> 67

Asp

1

Gly

Ile

Glu

His

65

Lys

Glu

Lys

Pro

Ser

Asp

50

Asn

Val

Glu

Lys

Asp

Arg

275

Ser

Pro

Ala

Glu

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

Lys

260

Asn

Thr

Ser

Asp

Ile
340

His

Val

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Asn

Thr

Ser

Val

Gly

325

Leu

Thr

Phe

Pro

val

Thr

Val

85

Ser

Phe

Ser

Pro

Ile

310

Asn

Val

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Pro

Thr

Trp

295

Trp

Val

Leu

Pro

Phe

Vval

Phe

55

Pro

Thr

Vval

Ala

Arg

Asn

280

Asn

Glu

Asp

Arg

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

val

Ser

Lys

ES 2633894 T3

Thr

265

Pro

Leu

Ala

Tyr

Arg
345

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Val

Lys

His

Lys

His

330

Glu

Pro
10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Met

Arg

Arg

Cys

315

Met

Pro

Ala

Pro

Val

val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

89

Val

Ser

Asn

300

Arg

Asn

Arg

Pro

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Asn

Ser

285

Glu

His

Ser

His

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Leu

270

Asp

Asp

Leu

Val

Cys
350

Ala

Thr

30

Val

val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Asn

Tyr

Pro

Gly

Pro
335

Ala

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Ile

Tyr

Glu

Cys

320

Ile

Gly

Met

His

Val

Tyr

80

Gly

Ile

Val



ES 2633894 T3

115 120 125

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

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

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

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val
180 185 1%0

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

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

Pro Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Ser Val Val
225 230 235 240

Ala Pro Pro Ala Gly Ile Ala Ile Pro Arg Asn Ser Gly Cys Pro Asn
245 250 255

Ser Glu Asp Lys Asn Phe Pro Arg Thr Val Met Val Asn Leu Asn Ile
260 265 270

His Asn Arg Asn Thr Ser Thr Asn Pro Lys Arg Ser Ser Asp Tyr Tyr
275 280 285

Asn Arg Ser Thr Ser Pro Trp Asn Leu His Arg Asn Glu Asp Pro Glu
290 295 300

Arg Tyr Pro Ser Val Ile Trp Glu Ala Lys Cys Arg His Leu Gly Cys
305 310 315 320

Val Lys Bla Asp Gly Asn Val Asp Tyr His Met Asn Ser Val Pro Ile
325 330 335

Gln Gln Glu Ile Leu Val Leu Arg Arg Glu Pro Arg His Cys Pro Asn
340 345 350

Ser Phe Arg Leu Glu Lys Ile Leu Val Ser Val Gly Cys Thr Cys Val
355 360 365

90
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Thr Pro Ile Val His His Val Ala

370

<210> 68
<211> 376
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

375

ES 2633894 T3

<223> polipéptido de fusion (boton) Fc-IL17A maduro

<400> 68
Asp Lys Thr His

1

Gly Pro Ser Val
20

Ile Ser Arg Thr
35

Glu Asp Proc Glu
50

His Asn Ala Lys
65

Arg Val Val Ser

Lys Glu Tyr Lys
100

Glu Lys Thr TIle
115

Tyr Thr Leu Pro
130

Leu Trp Cys Leu
145

Trp Glu Ser Asn

Val Leu Asp Ser
180

Asp Lys Ser Arg

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

Val

85

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Pro

Phe

vVal

Phe

55

Pro

Thr

vVal

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

Val

Ala

Pro

Val

Vval

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

91

Pro

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

Ala

Thr

30

val

val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ala

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

val

Pro

175

Thr

Val

Gly

Met

His

Vval

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

160

Pro

val

Met



ES 2633894 T3

195 200 205

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

Pro Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
225 230 235 240

Gly Gly Gly Ser Gly Ile Ala Ile Pro Arg Asn Ser Gly Cys Pro Asn
245 250 255

Ser Glu Asp Lys Asn Phe Pro Arg Thr Val Met Val Asn Leu Asn Ile
260 265 270

His Asn Arg Asn Thr Ser Thr Asn Pro Lys Arg Ser Ser Asp Tyr Tyr
275 280 285

Asn Arg Ser Thr Ser Pro Trp Asn Leu His Arg Asn Glu Asp Pro Glu
290 295 300

Arg Tyr Pro Ser Val Ile Trp Glu Ala Lys Cys Arg His Leu Gly Cys
305 310 315 320

Val Lys Ala Asp Gly Asn Val Asp Tyr His Met Asn Ser Val Pro Ile
325 330 335

Gln Gln Glu Ile Leu Val Leu Arg Arg Glu Pro Arg His Cys Pro Asn
340 345 350

Ser Phe Arg Leu Glu Lys Ile Leu Val Ser Val Gly Cys Thr Cys Val
355 360 365

Thr Pro Ile Val His His Val Ala
370 375

<210> 69
<211> 227

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> polipéptido de region (boton) Fc maduro

<400> 69

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

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

92
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Ile Ser Arg

Glu Asp Pro

His Asn Ala
65

Arg Val Val

Lys Glu Tyr

Glu Lys Thr
115

Cys Thr Leu
130

Leu Ser Cys
145

Trp Glu Ser

val Leu Asp

Asp Lys Ser
195

His Glu Ala
210

Pro Gly Lys
225

<210> 70
<211> 541
<212> PRT

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Ala

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Pro

val

Thr

Val

85

Cys

Ser

Pro

Vval

Gly

165

Asp

Trp

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Vval

Phe

55

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

<223> polipéptido de fusion IL18R-Fc

<400> 70

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

ES 2633894 T3

Cys

Trp

Glu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

His

80

Lys

Gln

Pro

Asn

170

Leu

Val

Gln

Val

Val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Val

Phe

Lys

93

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Val

Val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

Val

Pro

175

Thr

Val

Leu

His

Val

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

160

Pro

Val

Met

Ser



Ser

Pro

Glu

Thr

65

Ser

Arg

val

Glu

Ser

145

Tyr

Ile

Thr
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la produccion de un polipéptido que es biolégicamente activo como 2-mérico o 3-mérico y forma
agregados/multimeros no definidos tras la expresion en ausencia de una regién Fc fusionada que comprende las
siguientes etapas
a) cultivar una célula que comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido de fusidén de acuerdo con la formula Il
B,-CS,-I;-CS,-FC'-CS-1-CS,-By, : FC? (formula I1)

en la que

B designa un polipéptido que es biolégicamente activo como 2-mérico o 3-mérico y forma agregados/multimeros no
definidos tras la expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de aminoécidos intercalada,
enlaquen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,

enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysiq=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

en la que FC' y FC? estan unidos covalentemente por uno o mas enlaces disulfuro (3),
en la que FC' y FC? no se unen sustancialmente a un receptor Fc,

b) recuperar el polipéptido de fusion de la célula o del medio de cultivo,

c) escindir el polipéptido de fusién con una proteasa,

y producir de este modo un polipéptido que es biolégicamente activo como 2-mérico o 3-mérico y forma
agregados/multimeros no definidos tras la expresiéon en ausencia de una region Fc fusionada.

2. Un polipéptido de fusién de acuerdo con la férmula Il
B,-CS,-I;-CS,-FC'-CS-1-CS,-Bym : FC? (formula 1)
en la que

B designa un polipéptido que es bioldgicamente activo como n-mérico y forma agregados/multimeros no definidos tras la
expresion en ausencia de una region Fc fusionada,

FC' denota un primer polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
FC? indica un segundo polipéptido de la region Fc de la cadena pesada,
CS denota un sitio de escision e

| denota una secuencia de aminoécidos intercalada,
enlaguen=1ym=0,on=0ym-=1,

enlaquesin=1entonceso=001,ysio=0entoncesp=001,ysio=1entoncesp=0ys=001yq=0yt=0y
r=0,
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enlaquesim=1entoncesq=001,ysig=0entoncesr=001,ysig=1entoncesr=0yt=001yo=0ys=0,y
p=0,

en la que el primer FC y el segundo FC estan unidos covalentemente por uno o méas enlaces disulfuro,
en la que FC1 y FC2 no se unen sustancialmente a un receptor Fc.
3. Un polipéptido 2-mérico o 3-mérico obtenido por un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o el polipéptido de fusion de acuerdo con la reivindicacién 2 o el
polipéptido 2-mérico o 3-mérico de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado porque B se selecciona del grupo de
IL17, TWEAK, TNF y otros miembros de la familia de TNF, TLla, IL18, IL18R, IL33 e IL33R.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 4 o el polipéptido de fusiéon de acuerdo con la reivindicacion 2 o
4, caracterizado porque FC es una variante de un polipéptido de cadena pesada seleccionado del grupo de polipéptido
de cadena pesada de IgG1 humano, polipéptido de cadena pesada de IgG2 humana, IgG3 humana Polipéptido de
cadena pesada, polipéptido de cadena pesada de IgG4 humana, polipéptido de cadena pesada de IgG1 murina,
polipéptido de cadena pesada de IgG2 murina, polipéptido de cadena pesada de IgG3 murina, polipéptido de cadena
pesada de IgG de conejo.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4 0 5 o el polipéptido de fusion de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4 o 5, caracterizado porque FC se selecciona del polipéptido de cadena
pesada de IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A y P329G, polipéptido de cadena pesada IgG4 humana con
la mutacion S228P, L235E y P329G.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4, 5 0 6 o el polipéptido de fusién de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5 o 6, caracterizado porque el primer FC comprende la
mutacion T366W y opcionalmente la mutacion S354C y la segundo FC comprende las mutaciones T366S, L368A e
Y407V y opcionalmente la mutacién Y349C.

8. Uso de un polipéptido de fusion inmovilizado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2y 4 a 7 o de un
polipéptido 2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 como ligando en
cromatografia de afinidad.

9. Uso de un polipéptido de fusion inmovilizado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2y 4 a 7 o de un
polipéptido 2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 en un inmunoensayo.

10. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, caracterizado porque el polipéptido de fusion o
el polipéptido 2-mérico o 3-mérico se une a una fase so6lida.

11. Composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de fusion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 y 4 a 7 o un polipéptido 2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3
ad.

12. Uso de un polipéptido de fusiéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 7 o de un polipéptido
2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 en la produccién de un medicamento.

13. Uso de un polipéptido de fusiéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 7 o de un polipéptido
2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 como inmundgeno, por el que el uso
excluye modelos animales humanos o procedimientos de tratamiento.

14. Uso de un polipéptido de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 7 o de un polipéptido
2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 para obtener un modelo animal no
humano de una enfermedad aplicando el polipéptido de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2
y 4 a 7 o el polipéptido 2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 a un animal
experimental.

15. Uso de un polipéptido de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 7 o de un polipéptido
2-mérico o 3-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 para seleccionar un anticuerpo que se
une especificamente a B o un 2-mérico o 3-mérico de B.

16. Uso de un polipéptido de fusiéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4 a 7 o de un polipéptido

2-mérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 para producir un 2-mérico enlazado por disulfuro
de B.
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Fig. 14
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