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DESCRIPCION
Nuevos polipéptidos
Campo técnico de la invencion

La presente descripcion se refiere a una clase de polipéptidos modificados genéticamente que tienen una afinidad
de unidn para el receptor Fc neonatal (en lo sucesivo denominado FcRn). La presente descripcion también se refiere
al uso de dicho polipéptido de unidén a FcRn como agente para modificar las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas de una biomolécula, por ejemplo, un producto farmacéutico y como agente terapéutico.

Antecedentes

El receptor Fc neonatal (FcRn) es una proteina heterodimérica que consta de una cadena pesada tipo MHC
transmembrana de clase | (cadena a de FcRn) y la cadena ligera de 32-microglobulina, esta ultima que también
forma parte de las moléculas MHC de clase | (Simister y Mostov (1989) Nature 337: 184-7; Burmeister et al. (1994)
Nature 372: 379-83).

El FcRn se localiza predominantemente en los endosomas y puede unirse a la albumina sérica y a la
inmunoglobulina G (IgG) a (pH <6,5 y liberarlos a pH = 7,0 (revisado en Roopenian (2007) Nat Rev Immunol 7: 715-
25).

El FcRn lleva a cabo varias tareas distintas en mamiferos (revisado en Roopenian, supra). El FcRn interviene en el
reciclaje de 1gG y albumina sérica endocitadas, evitando asi su degradacion en el lisosoma, lo que les proporciona
una semivida mas prolongada y una mayor disponibilidad en la sangre que otras proteinas séricas. Cuando la IgG, la
albumina sérica y ofras proteinas séricas se someten pasivamente a pinocitosis por células en contacto con la
sangre, el pH se reduce gradualmente en los endosomas formados, lo que permite la unién de IgG y albumina sérica
a FcRn. Entonces, el receptor, junto con su ligando unido, se transporta a través de endosomas de reciclaje de
vuelta a la membrana plasmatica. Después de volver a la membrana plasmatica, el pH aumenta a mas de 7, en cuyo
punto se libera el ligando unido.

El FcRn también se reconoce por su capacidad para transportar IgG sobre barreras como la placenta, el epitelio de
la via aérea superior, la barrera hematoencefalica y el intestino delgado proximal.

En mamiferos, las propiedades de FcRn se usan para transcitosar IgG de una madre a un feto a través de la
placenta y para transcitosar IgG de la leche materna al flujo sanguineo del bebé en el intestino delgado proximal.

El patrén de expresion de FcRn difiere entre especies. Sin embargo, FcRn es ampliamente expresado por células en
la barrera hematoencefalica, el epitelio de la via aérea superior, los rifiones y endotelios vasculares, y por células
presentadoras de antigeno, asi como por otras células de origen hematopoyético en la mayoria de las especies
(revisado en Roopenian (2007), supra).

Se han desarrollado anticuerpos y péptidos con afinidad hacia FcRn (Liu et al. (2007) J Immunol 179: 2999-3011,
Mezo et al. (2008) Proc Natl Acad Sci USA 105: 2337-42) y 32-microglobulina (Getman y Balthasar (2005) J Pharm
Sci 94: 718-29) con vistas a inhibir la unién entre IgG enddgena y FcRn. Otro enfoque ha sido mutar la regiéon Fc de
la IgG para obtener una mayor afinidad por FcRn (Petkova et al. (2006) Int Immunol 18: 1759-69, Vaccaro et al.
(2005) Nat Biotechnol 23: 1283-8).

La fusién al dominio Fc o a la albumina es una estrategia ampliamente utilizada para aumentar la semivida in vivo de
las proteinas. Sin embargo, el gran tamafio de dichas proteinas de fusion afecta adversamente a la penetracion del
tejido y reduce la especificidad para el homdlogo de fusion (Valles ef al. (2011) J Interferon Cytokine Res 32: 178-
184). Por otro lado, se han realizado mutaciones en el fragmento Fc de anticuerpos administrados a primates no
humanos para prolongar la semivida (Hinton et al. (2004) J Biol Chem 279: 6213-6). Sin embargo, este enfoque esta
limitado en su uso a anticuerpos terapéuticos, y no puede extrapolarse a otras proteinas terapéuticas a menos que
las proteinas en cuestion se fusionen a fragmentos Fc, lo que también da como resultado moléculas de gran
tamafio. Se han disefiado varios métodos quimicos y recombinantes para mejorar la semivida de las proteinas, como
la PEGilacion y las fusiones genéticas de la proteina al dominio Fc de IgG o albumina (revisado en Schellenberger et
al. (2009) Nat Biotechnol 21: 1186- 1190). Se ha informado que la PEGilacion de proteinas disminuye su potencia y
contribuye a su inmunorreactividad.

Las proteinas de fusion Fc también se han usado para la administracion oral y pulmonar mediada por FcRn (Low et
al., (2005) Human reproduction Jul; 20 (7): 1805-13), sin embargo, sigue habiendo problemas similares relacionados
con la penetracion tisular y la especificidad reducida, debido al tamafio de las moléculas de fusion.

El documento W0O2010/054699 describe una molécula variante Z de unién a HER2, denominada SEQ ID NO: 493.

Por lo tanto, existe una gran necesidad en el campo para la provisiéon continua de moléculas con alta afinidad por
FcRn. En particular, se necesitan pequefias moléculas de unién que, cuando estan presentes como un homologo de
fusion, no afectan adversamente las propiedades de las moléculas a las que estan fusionadas y no contribuyen a la
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inmunorreactividad.
Compendio de la invencion

Es un objeto de la presente descripcion proporcionar nuevos agentes de unidon a FcRn para su uso en la
modificacion de las propiedades farmacocinéticas y/o farmacodinamicas de una biomolécula, por ejemplo, un
compuesto farmacéutico.

También es un objeto de la presente descripciéon proporcionar nuevos agentes de union a FcRn para su uso como
agentes terapéuticos por si mismos, solo o como tratamiento de combinacion.

Es un objeto de la presente descripcion proporcionar una molécula que permita un direccionamiento eficaz de FcRn,
al tiempo que se alivian los inconvenientes mencionados anteriormente y otros inconvenientes de las terapias
actuales.

Estos y ofros objetos que son evidentes para el experto en la materia de la presente descripcién se cumplen
mediante diferentes aspectos de la invencion como se reivindica en las reivindicaciones adjuntas y como se describe
en general en este documento.

Por lo tanto, en el primer aspecto de la descripcién, se proporciona un polipéptido de unién al receptor Fc neonatal
(FcRn), que comprende un motivo de unién a FcRn, BM, motivo que consiste en la secuencia de aminoacidos

EX2 X3 Xa AXs X7 EIR WLPNLX16 X17 X18 QR X21 AFIX25 X26LX28 X29
en donde, independientemente entre si,
X, se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X3 se seleccionaentre A,D,E,F, G, H, |, K,L,M,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
Xe se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY,;
X7 se seleccionaentre A, F,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X16 Se seleccionaentre Ny T;
X7 se seleccionaentre F, WeY;
Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;
X21 se selecciona entre A, S, Vy W,
Xos5 se seleccionaentre A,D,E,F, G, H,I, KL,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X26 se selecciona entre Ky S;
X se seleccionaentre A,D,E,F,H,,K,L,N,Q,R, S, T,V,WeY;y
X29 se selecciona entre Dy R.

La definiciéon anterior de una clase de polipéptidos de unién a FcRn relacionados con la secuencia se basa en un
analisis estadistico de varias variantes polipeptidicas aleatorias de un andamiaje parental, que se seleccionaron por
su interaccion con FcRn en varios experimentos de seleccion diferentes. El motivo de unién de FcRn identificado, o
"BM", corresponde a la regién de unién a la diana del andamiaje principal, region que constituye dos hélices alfa
dentro de un dominio de proteina de paquete de tres hélices. En el andamiaje principal, los restos de aminoacidos
variados de las dos hélices BM constituyen una superficie de unién para la interaccién con la parte Fc constante de
los anticuerpos. En la presente descripcion, la variacion aleatoria de los restos de la superficie de unién y la posterior
seleccion de variantes han reemplazado la capacidad de interaccién de Fc con una capacidad de interaccién con
FcRn.

En una realizacién de dicho polipéptido de unién a FcRn, el BM consiste en la secuencia de aminoacidos
EX2 X3 Xa AXs X7 EIR WLPNLTX17 X18 QR X21 AFIX25 KLX28 D

en donde, independientemente entre si,

X; se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;

X3 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, KL, M,N,Q,R,S, T,V,WeY;
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X4 se seleccionaentre A,D,E,F, G, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY,;
Xe se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X7 se seleccionaentre A, F,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;

X7 se seleccionaentre F, WeY;

Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;

X21 se selecciona entre A, S, Vy W,

X5 se seleccionaentre A,D,E,F,G, H,I,K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;y
Xog se seleccionaentre A, D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY.

En ofra realizacion del primer aspecto de la descripcion, dicho polipéptido de unién al receptor Fc neonatal (FCcRn)
comprende un motivo de unién a FcRn, BM, cuyo motivo consiste en la secuencia de aminoacidos

EX2 X3 Xa AXs X7 EIR WLPNLX16X17 X1 QR X21 AFIX25 Xo6LX28 X29
en donde, independientemente entre si,
X, se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
X3 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, KL, M,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
Xe se seleccionaentre A,E,F,G, H,I,K,Q,R,SyV;
X7 se seleccionaentre A,F,H,K,N,Q,R, Sy V;
X16 Se seleccionaentre Ny T;
X7 se seleccionaentre F, WeY;
Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;
X21 se selecciona entre A, S, Vy W,
Xos5 se seleccionaentre D,E, G, H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X2 se selecciona entre Ky S;
X se seleccionaentre A,D,E,F,H,,K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;y
X29 se selecciona entre Dy R.

En otra realizacion del primer aspecto, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn, en el que,
independientemente entre si,

Xo se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
X3 se seleccionaentre A, D,E,F, H, I, K,L, M,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
Xg se seleccionaentre A E,F,G, H,|,K,Q, RyS;

X7 se seleccionaentre A,F,H,K,N,Q,R, SyV;

X16 Se seleccionaentre Ny T;

X147 se selecciona entre Fe Y;

Xig es D;

Xo1esV;

Xos5 se seleccionaentre D, E,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
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X26 se selecciona entre Ky S;

Xas se seleccionaentre A, D, E,F,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,VyWy.

X29 se selecciona entre Dy R.

En otra realizacion del primer aspecto, el BM consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
i) EX2 X3 X4 AXe HEIR WLPNLTX17 X18 QR X21 AFIX25 KLX28 D

en donde, independientemente entre si,

X; se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;

X3 se seleccionaentre A,D,E,G,H, K, L, M,N,Q,R,S, T,VeY;

X4 se seleccionaentre A,D,E,F, G, |, K,L,N,Q,R,S, T,VeY;

Xg se selecciona entre A, G, K, R, Sy V;

X7 se seleccionaentre F, WeY;

Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;

X21 se selecciona entre A, S, Vy W,

Xas se seleccionaentre D, G, H, K, L, N, R, VyW,;

Xog se seleccionaentre A, D,E,H, K,L,N,Q,R,S, T,WeY;

y

ii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 96 % de identidad con dicha secuencia.

En adn ofra realizacion de dicho aspecto, el BM en la secuencia i) consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre

EX2 X3 Xa AXs HEIR WLPNLTX17 X18 QR X21 AFIX25 KLX28 D
en donde, independientemente entre si,
X2 se seleccionaentre A,D,E,F,N,Q,R, Sy W;
X3 se seleccionaentre D, E, G, H, K, M, N, Q, Sy T;
X4 se seleccionaentre A, D,E,G,N,Q,R,S, T,VeY;
Xg se selecciona entre A, G, Sy V;
X7 se seleccionaentre F, WeY;
Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;
X21 se selecciona entre A, S, Vy W,
X2s se selecciona entre D, G, H, K, L, N, Ry V;y
Xog se seleccionaentre A, E,H,L,N,Q,R,S, T, WeY.

Como comprendera la persona experta, la funciéon de cualquier polipéptido, incluida la capacidad de unién a FcRn
del polipéptido de la presente descripcion, depende de la estructura terciaria del polipéptido. Por lo tanto, es posible
realizar cambios menores en la secuencia de aminoacidos en un polipéptido sin afectar a su funciéon. Por lo tanto, la
descripcion abarca variantes modificadas del polipéptido de unién a FcRn, que son tales que se retienen las
caracteristicas de union de FcRn.

Por lo tanto, como se ha descrito anteriormente, la presente descripcion también abarca un polipéptido de unién a
FcRn que comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad del 96 % o superior a un polipéptido como
se define en i).

En algunas realizaciones, dichos cambios pueden realizarse en todas las posiciones de las secuencias del
polipéptido de unién a FcRn como se describe en este documento. En otras realizaciones, dichos cambios pueden
realizarse solo en las posiciones no variables, también indicadas como restos de aminoacidos del andamiaje. En
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tales casos, no se permiten cambios en las posiciones variables, es decir, posiciones indicadas con una "X" en la
secuencia i). Por ejemplo, es posible que un resto de aminoacido que pertenece a una cierta agrupacion funcional
de restos de aminoacidos (por ejemplo, hidrofébico, hidrofilico, polar, etc.) pueda intercambiarse por otro resto de
aminoacido del mismo grupo funcional.

El término "% de identidad", como se usa a lo largo de la memoria descriptiva, se puede calcular, por ejemplo, de la
siguiente manera. La secuencia de consulta se alinea con la secuencia objetivo usando el algoritmo CLUSTAL W
(Thompson et al. (1994) Nucleic Acids Research 22: 4673-4680). Se realiza una comparacion sobre la ventana
correspondiente con la mas corta de las secuencias alineadas. La secuencia mas corta de las alineadas puede ser
en algunos casos la secuencia objetivo. En otros casos, la secuencia de consulta puede constituir la secuencia mas
corta de las alineadas. Los restos de aminoacidos en cada posicion se comparan, y el porcentaje de posiciones en la
secuencia de consulta que tienen correspondencias idénticas en la secuencia diana se presentan como % de
identidad.

A continuacion, sigue una lista de realizaciones que especifican adicionalmente el resto de aminoacido X,, donde n
es un numero entero que denota la posicion de dicho resto dentro del polipéptido descrito en este documento. Para
aclarar, en los casos en que el BM comprendida en el polipéptido pueda consistir en una secuencia de aminoacidos
dada o una secuencia de aminoacidos con al menos un % de identidad dado para dicha secuencia de aminoacidos
dada, X, como se usa en este documento se refiere a un resto de aminoacido en dicha secuencia de aminoacidos
dada. Por ejemplo, cuando sea aplicable, X, se refiere a un resto de aminoacido en la secuencia i) anterior.

En una realizacion, X, se seleccionaentre A,D,E,F,I,L,N,Q,R,S, T,V,WeY.
En una realizacion, X, se seleccionaentre A,D,F,|,L,N,Q, R, S, T,V,WeY.
En una realizacion, X se selecciona entre A, D, F,I,L,N,Q, R, S,Vy W.

En una realizacion, X, se seleccionaentre A, I, L, N,Q,R,S, T,V,WeY.

En una realizacion, X se seleccionaentre A, I, L, N, Q, S, T,Vy W.

En una realizacion, X, se seleccionaentre A, I, L, N, Q, Vy W.

En una realizacion, X se selecciona entre A, I, L, Q, Vy W.

En una realizacion, X se selecciona entre A, I, Ly Q.

En una realizacion, X se selecciona entre |, L y Q.

En una realizacion, X, se selecciona entre | y Q.

En una realizacion, X; es I.

En una realizacion, X2 es Q.

En una realizacion, X3 se seleccionaentre A,D,E, G, H,K,L, M,N,Q,R, S, T,VeY.
En una realizacion, X3 se seleccionaentre A,D,E,H, K, L, M,N,Q,R, S, T,VeY.
En una realizacion, X3 se seleccionaentre A,D,E, G, H,K,L, M,N,Q,R, Sy T.
En una realizacion, X3 se seleccionaentre A,D,E, G,H,K, M, N, Q, Sy T.

En una realizacion, X3 se selecciona entre A, D, E, G, H, M, N, Q, Sy T.

En una realizacion, X3 se selecciona entre A, D, E, K, N, Q, Sy T.

En una realizacion, X3 se selecciona entre A, D, E, K, Qy T.

En una realizacion, X3 se selecciona entre A, D, E, Qy T.

En una realizacion, X3 se selecciona entre D, Ey T.

En una realizacion, X3 se selecciona entre D y E.

En una realizacion, X3 es D.

En una realizacion, Xs es E.

En una realizacion, X, se seleccionaentre A,D,E,F,G,|,K,L,N,Q,R,S, T,VeY.
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En una realizacion, X4 se selecciona entre A, D, E, G, N, Q,R, S, Ty V.
En una realizacion, X4 se seleccionaentre A, D, E, F, I, K,L,N,Q,R, S, Ty V.
En una realizacion, X4 se seleccionaentre A, D, E, |, K,N,Q,R, Sy T.
En una realizacion, X4 se seleccionaentre A, D, E, |, K, Q,SyT.
En una realizacion, X4 se selecciona entre A, D, I, K, Qy S.

En una realizacion, X4 se selecciona entre A, D, E, Ky S.

En una realizacion, X4 se selecciona entre A, D, Ky S.

En una realizacion, X4 se selecciona entre A, D, Ey K.

En una realizacion, X4 se selecciona entre A, D y K.

En una realizacion, X4 se selecciona entre Ay D.

En una realizacion, X4 se selecciona entre Ay E.

En una realizacion, X, es A.

En una realizacion, X4 es D.

En una realizacion, X, es E.

En una realizacion, Xs se selecciona entre A, G, K, Q, R, Sy V.
En una realizacion, Xs se selecciona entre A, G, K, R, Sy V.

En una realizacion, Xs se selecciona entre A, G, K, Ry S.

En una realizacion, Xs se selecciona entre A, G, K, Sy V.

En una realizacion, Xs se selecciona entre A, G, Ky V.

En una realizacion, Xs se selecciona entre A, G, Ky S.

En una realizacion, Xs se selecciona entre A, Gy K.

En una realizacion, Xs se selecciona entre A, Gy V.

En una realizacion, Xs se selecciona entre Ay G.

En una realizacion, Xs es A.

En una realizacion, Xg es G.

En una realizacion, X7 se selecciona entre Ay H.

En una realizacion, X7 es H.

En una realizacion, Xis es T.

En una realizacion, X4 es N.

En una realizacion, X7 se seleccionaentre Fe Y.

En una realizacioén, X7 es F.

En una realizacion, X1g se selecciona entre A, Dy E.

En una realizacion, Xig se selecciona entre Ay D.

En una realizacion, X4g es D.

En una realizacion, X21 se selecciona entre Vy W.

En una realizacion, X1 es V.

En una realizacion, Xus se seleccionaentre D, E, G, H, K, L, N, Q, R, Vy W.
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En una realizacion, Xus se selecciona entre D, G, H, K, L, N, R, Vy W.
En una realizacion, Xus se selecciona entre D, G, H, K, L, N, Ry V.

En una realizacion, Xzs5 se selecciona entre H, L, R, Vy W.

En una realizacion, Xus se selecciona entre H, R, Vy W.

En una realizacion, Xus5 se selecciona entre H, Ry V.

En una realizacion, Xus se selecciona entre H, L y R.

En una realizacion, Xus se selecciona entre Hy R.

En una realizacion, Xus se selecciona entre Hy V.

En una realizacion, Xzs es H.

En una realizacion, Xz es K.

En una realizacion, X6 es S.

En una realizacion, Xog se seleccionaentre A,D, E,H, K,L,N,Q,R, S, T, WeY.
En una realizacion, Xog se seleccionaentre A,D,E, K,L,N,Q,R, S, T,WeY.
En una realizacion, Xog se seleccionaentre A, D, E,L,R, S, T, WeY.
En una realizacion, Xug se selecciona entre A, D, K,L, N, Q,R, S, Ty W.
En una realizacion, Xus se selecciona entre A, D y R.

En una realizacion, Xus se selecciona entre Ay R.

En una realizacion, Xug se selecciona entre Dy R.

En una realizacion, Xos es A.

En una realizacion, Xz es R.

En una realizacion, Xog es D.

En una realizacion, X9 es R.

En una realizacion, XsX7 se selecciona entre AH y GH.

En una realizacion, XgX7 es AH.

En una realizacion, XeX7 es GH.

En una realizacion, X47X1g se selecciona entre FD e YD.

En una realizacion, X47X1g es FD.

En una realizacion mas especifica que define una subclase del polipéptido de unién a FcRn, la secuencia cumple al
menos tres de las seis condiciones |-VI:

I. Xe se selecciona entre A, G, Ky S, tal como en particular A;
Il. X7 es H;

lll. X47 se selecciona entre F e Y, tal como en particular F;

IV. X1g es D;

V. Xz1 se selecciona entre V 'y W, tal como en particular V;
VI. X25 se selecciona entre H y R, tal como en particular H.

En algunos ejemplos de un polipéptido de unién a FcRn segun el primer aspecto, dicha secuencia cumple al menos
cuatro de las seis condiciones I-VI. Mas especificamente, la secuencia puede cumplir al menos cinco de las seis
condiciones |-VI, tales como las seis condiciones I-VI.
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Como se describe en detalle en la secciéon experimental que sigue, la seleccion de variantes de polipéptidos de
union a FcRn ha conducido a la identificacion de varias secuencias individuales de motivos de unién a FcRn (BM).
Estas secuencias constituyen realizaciones individuales segun este aspecto. Las secuencias de motivos de union a
FcRn individuales se presentan en la Figura 1 y como SEQ ID NO: 1-353. Por lo tanto, en una realizaciéon del
polipéptido de unidon a FcRn segun este aspecto, la secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 1-353. En una realizacion, la secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-15, SEQ ID
NO: 17-140 y SEQ ID NO: 353. En una realizacién, la secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 1-2 y SEQ ID NO: 17-140. En una realizacién, la secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 1-2, SEQ ID NO: 17-92, SEQ ID NO: 94-103, SEQ ID NO: 105-125 y SEQ ID NO: 127-140. En una realizacion,
la secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-8, SEQ ID NO: 13 SEQ ID NO: 19-20, SEQ
ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 73, SEQ
ID NO: 75-77 y SEQ ID NO: 353. En otra realizacion, la secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 73y SEQ
ID NO: 75-77. En auln otra realizacion, la secuencia se selecciona entre la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 77. En una realizacion, la secuencia se selecciona entre la
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 75. En una realizacion, la secuencia es la SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones de la presente descripcion, el BM como se ha definido anteriormente "forma parte de" un
dominio de proteina de paquete de tres hélices. Esto se entiende que significa que la secuencia del BM se "inserta"
en o se "injerta" en la secuencia del dominio de paquete original de tres hélices, de modo que el BM reemplaza un
motivo estructural similar en el dominio original. Por ejemplo, sin querer limitarse por la teoria, se cree que el BM
constituye dos de las tres hélices de un paquete de tres hélices, y por lo tanto puede reemplazar dicho motivo de dos
hélices dentro de cualquier paquete de tres hélices. Como comprendera la persona experta, la sustitucion de dos
hélices del dominio del paquete de tres hélices por las dos hélices BM debe realizarse para no afectar la estructura
basica del polipéptido. Es decir, el plegamiento global del esqueleto Ca del polipéptido seguin esta realizacion de la
invencion es sustancialmente el mismo que el del dominio de proteina del paquete de tres hélices del que forma
parte, por ejemplo, que tiene los mismos elementos de estructura secundaria en el mismo orden, etc. Por lo tanto, un
BM segun la descripcion "forma parte" de un dominio del paquete de tres hélices si el polipéptido segun esta
realizacion del aspecto tiene el mismo plegamiento que el dominio original, lo que implica que se comparten las
propiedades estructurales basicas, esas propiedades, por ejemplo, que dan como resultado espectros de CD
similares. El experto conoce otros parametros que son relevantes.

En realizaciones particulares, el motivo de unién a FcRn (BM) forma asi parte de un dominio de proteina de paquete
de tres hélices. Por ejemplo, el BM puede constituir esencialmente dos hélices alfa con un bucle de interconexion,
dentro de dicho dominio de proteina de paquete de tres hélices. En realizaciones particulares, dicho dominio de
proteina de paquete de tres hélices se selecciona entre dominios de proteinas receptoras bacterianas. Los ejemplos
no limitantes de dichos dominios son los cinco dominios de tres hélices diferentes de la Proteina A de
Staphylococcus aureus, como el dominio B, y sus derivados. En algunas realizaciones, el dominio de proteina de
paquete de tres hélices es una variante de la proteina Z, que se deriva del dominio B de la proteina A estafilocdcica.

En realizaciones en las que el polipéptido de unién a FcRn de la invencién forma parte de un dominio de proteina de
paquete de tres hélices, el polipéptido de unién a FcRn puede comprender una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre:

iii) K-[BM]-DPSQS XaXpLLX: EAKKL XgXeX/Q;

donde

[BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en la presente memoria, con la condicién de que Xz sea D;
Xa se seleccione entre Ay S;

Xp se seleccione entre N y E;

Xc se seleccione entre A, Sy C;

Xq se seleccione entre E, Ny S;

Xe se seleccione entre D, Ey S;

X¢ se seleccione entre Ay S;

y

iv) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 93 % de identidad con una secuencia definida por iii).

En realizaciones en las que el polipéptido de unién a FcRn de la invencion forma parte de un dominio de proteina de
paquete de tres hélices, el polipéptido de unién a FcRn puede comprender una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre:
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v) K-[BM]-QPEQS XaXoLLX: EAKKL XgXeXiQ;

donde

[BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en la presente memoria, con la condicién de que X9 sea R;
Xa se seleccione entre Ay S;

Xp se seleccione entre N y E;

Xc se seleccione entre A, Sy C;

Xq se seleccione entre E, Ny S;

Xe se seleccione entre D, Ey S;

Xs se seleccione entre Ay S;

y

vi) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 93 % de identidad con una secuencia definida por v).

Como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos que comprenden cambios menores en comparaciéon con las
secuencias de aminoacidos anteriores que no afectan en gran medida a la estructura terciaria y a su funcién también
estan dentro del alcance de la presente descripcion. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la secuencia iv) o la
secuencia vi) tiene al menos un 95 %, por ejemplo, al menos un 97 % de identidad con una secuencia definida por
iii) y v), respectivamente.

En una realizacion, X, en la secuencia iii) o v) es A. En una realizacion alternativa, X, en la secuencia iii) o v) es S.
En una realizacion, X, en la secuencia iii) o v) es N. En una realizacion alternativa, X, en la secuencia iii) o v) es E.

En una realizacion, X. en la secuencia iii) o v) es A. En una realizacion alternativa, X; en la secuencia iii) o v) es S.
En aun otra realizacion alternativa, la secuencia X eniii) o v) es C.

En una realizacion, Xy en la secuencia iii) o v) es E.

En una realizacion, Xq4 en la secuencia iii) o v) es N.

En una realizacion, Xy en la secuencia iii) o v) es S.

En una realizacion, Xe en la secuencia iii) o v) es D.

En una realizacion, X en la secuencia iii) o v) es E.

En una realizacion, Xe en la secuencia iii) o v) es S.

En una realizacion, XgX. en la secuencia iii) o v) se selecciona entre EE, ES, SE y SS.

En una realizacion, XsX. en la secuencia iii) o v) es ES.

En una realizacion, XsXe en la secuencia iii) o v) es SE.

En una realizacion, X en la secuencia iii) o v) es A. En una realizacion alternativa, X; en la secuencia iii) o v) es S.
En una realizacion, en la secuencia iii) o v), X; es A; Xp es N; Xc es Ay Xres A.

En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), Xs es A; Xp es N; Xc es Cy Xres A.

En una realizacion, en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; Xc es Sy Xres S.

En una realizacion, en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X; es Cy Xres S.

En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), X es A; Xp es N; Xc es A; XgXe es ND y Xt es A.
En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), X es A; Xp es N; Xc es C; XqXe es ND y X; es A.
En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), Xa es S; Xp es E; X es S; XqXe es ND y X;es S.
En una realizacion, en la secuencia iii) o v), Xs es S; Xp es E; X; es C; XgXc es ND y Xres S.

En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), X es A; Xp es N; Xc es A; XgXe es SE y Xres A.
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En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; Xp es N; Xc es C; X¢Xe es SE y Xres A.
En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), Xs es S; Xp es E; X; es S; XqXe es SE y X;es S.
En una realizacion, en la secuencia iii) o v), X; es S; Xp es E; X; es C; XgX. es SEy Xres S.
En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), X; es A; Xp es N; Xc es A; XgXe es ES y Xres A.
En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), X es A; Xp es N; Xc es C; X¢Xe es ES y Xres A.
En una realizacion, en la secuencia iii) 0 v), Xa es S; Xp es E; X; es S; XqXe es ES y X;es S.
En una realizacion, en la secuencia iii) o v), X; es S; Xp es E; X; es C; XgX. es ESy Xres S.

En aun otra realizacion, la secuencia iii) en la definicion de los polipéptidos de unién a FcRn anteriores se selecciona
del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-706. En una realizacion, la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354-368, SEQ ID NO: 370-493 y SEQ ID NO: 706. En una realizacion, la secuencia iii) se
selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-355 y SEQ ID NO: 370-493. En una realizacion, la
secuencia iii) se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-355, SEQ ID NO: 370-445, SEQ ID NO:
447-456, SEQ ID NO: 458-478 y SEQ ID NO: 480-493. En una realizacion, la secuencia iii) se selecciona del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 354-361, SEQ ID NO: 366, SEQ ID NO: 372-373, SEQ ID NO: 376, SEQ ID NO: 381,
SEQ ID NO: 394, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID NO: 423, SEQ ID NO: 426, SEQ ID NO: 428-430 y
SEQ ID NO: 706. En otra realizacion, la secuencia iii) se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354,
SEQ ID NO: 376, SEQ ID NO: 381, SEQ ID NO: 394, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID NO: 426 y SEQ ID
NO: 428-430. En otra realizaciéon mas, la secuencia iii) se selecciona entre la SEQ ID NO: 354, SEQ ID NO: 376,
SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID NO: 428 y SEQ ID NO: 430. En una realizacioén, la secuencia iii) se
selecciona entre la SEQ ID NO: 354, SEQ ID NO: 376 y SEQ ID NO: 428. En una realizacion, la secuencia iii) es la
SEQ ID NO: 354.

Ademas, en una realizacion adicional, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn como se ha definido
anteriormente, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre:

vii) YAK-[BM]-DPSQS SELLX. EAKKL NDSQA P;
en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se ha definido anteriormente y X; se selecciona entre A, Sy C; y
viii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con una secuencia definida por vii).

Como alternativa, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn como se ha definido anteriormente, que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre:

ix) FNK-[BM]-DPSQS ANLLX. EAKKL NDAQA P;
en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se ha definido anteriormente y X; se selecciona entre Ay C; y
X) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con una secuencia definida por ix).

Como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos que comprenden cambios menores en comparaciéon con las
secuencias de aminoacidos anteriores que no afectan en gran medida a la estructura terciaria y a su funciéon también
estan dentro del alcance de la presente descripcion. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el polipéptido de union a
FcRn como se ha definido anteriormente puede comprender una secuencia que es al menos un 96 %, tal como al
menos un 98 % idéntica a una secuencia definida por vii) 0 ix).

En algunas realizaciones, el motivo de unién a FcRn puede formar parte de un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre

ADNNFNK-[BM]-DPSQSANLLSEAKKLNESQAPK;
ADNKFNK-[BM]-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK;
ADNKFNK-[BM]-DPSVSKEILAEAKKLNDAQAPK;
ADAQQNNFNK-[BM]-DPSQSTNVLGEAKKLNESQAPK;
AQHDE-[BM]-DPSQSANVLGEAQKLNDSQAPK;
VDNKFNK-[BM]-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK;
AEAKYAK-[BM]-DPSESSELLSEAKKLNKSQAPK;

11
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VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNDAQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNDSQAPK;
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAPK
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLESSQAPK
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLESSQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNKAQAPK; y
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNKAQAPK;

en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se ha definido anteriormente.

En una realizacion, el polipéptido de unién a FcRn comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre:

xi) AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se ha definido anteriormente; y

xii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con la secuencia definida en xi).

En una realizacion, la secuencia xi) se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1060-1062.

En una realizacion, el polipéptido de unién a FcRn comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre:

xiii) VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se ha definido anteriormente; y

xiv) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con la secuencia definida en xiii).

La secuencia xiii) en dicho polipéptido se puede seleccionar, por ejemplo, del grupo que consiste en la SEQ ID NO:
707-1059. En una realizacion, la secuencia xiii) se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707-721,
SEQ ID NO: 723-846 y SEQ ID NO: 1059. En una realizacion, la secuencia xiii) se selecciona del grupo que consiste
enla SEQ ID NO: 707-708 y SEQ ID NO: 723-846. En una realizacion, la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707-708, SEQ ID NO: 723-798, SEQ ID NO: 800-809, SEQ ID NO: 811-831 y SEQ ID
NO: 833-846. En una realizacion, la secuencia xiii) se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707-714,
SEQ ID NO: 719, SEQ ID NO: 725-726, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 734, SEQ ID NO: 747, SEQ ID NO: 750, SEQ
ID NO: 771, SEQ ID NO: 776, SEQ ID NO: 779, SEQ ID NO: 781-783 y SEQ ID NO: 1059. En otra realizacion, la
secuencia xiii) se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 734, SEQ
ID NO: 747, SEQ ID NO: 750, SEQ ID NO: 771, SEQ ID NO: 779 y SEQ ID NO: 781-783. En aun otra realizacion, la
secuencia xiii) se selecciona entre la SEQ ID NO: 707, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 750, SEQ ID NO: 771, SEQ ID
NO: 781 y SEQ ID NO: 783. En una realizacion, la secuencia xiii) se selecciona entre la SEQ ID NO: 707, SEQ ID
NO: 729 y SEQ ID NO: 781. En una realizacion, la secuencia xiii) es la SEQ ID NO: 707.

De nuevo, los polipéptidos que comprenden cambios menores en comparacion con las secuencias de aminoacidos
anteriores que no afectan en gran medida a la estructura terciaria y a su funcién también estan dentro del alcance de
la presente descripcion. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el polipéptido de unién a FcRn como se ha definido
anteriormente puede comprender una secuencia que es al menos un 96 %, tal como al menos un 98 % idéntica a
una secuencia definida por xi) o xiii).

Los términos "unién de FcRn" y "afinidad de unién para FcRn" como se usan en esta especificacion se refieren a una
propiedad de un polipéptido que puede analizarse, por ejemplo, mediante el uso de tecnologia de resonancia de
plasmén superficial (SPR) o ELISA.

Por ejemplo, como se describe en los ejemplos a continuacion, la afinidad de unién de FcRn puede probarse en un
experimento en el que FcRn, o un fragmento correctamente plegado del mismo, se inmoviliza en un chip sensor del
instrumento, y se pasa la muestra que contiene el polipéptido a analizar sobre el chip. Como alternativa, el
polipéptido a analizar se inmoviliza en un chip sensor del instrumento, y una muestra que contiene FcRn, o un
fragmento correctamente plegado del mismo, se pasa sobre el chip. El experto en la materia puede entonces
interpretar los resultados obtenidos por dichos experimentos para establecer al menos una medida cualitativa de la
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afinidad de union del polipéptido por FcRn. Si se desea una medida cuantitativa, por ejemplo, para determinar un
valor de Kp para la interaccién, también se pueden usar métodos de resonancia de plasmon superficial. Los valores
de unién pueden definirse, por ejemplo, en un instrumento Biacore (GE Healthcare) o ProteOn XPR 36 (Bio-Rad). El
FcRn se inmoviliza adecuadamente en un chip sensor del instrumento, y las muestras del polipéptido cuya afinidad
se va a determinar se preparan mediante dilucién en serie y se inyectan en orden aleatorio. Los valores de Kp se
pueden calcular a partir de los resultados usando, por ejemplo, el modelo de unién de Langmuir 1:1 del software
BlAevaluation 4.1 u otro software adecuado proporcionado por el fabricante del instrumento.

Como alternativa, como se describe en los ejemplos a continuacion, la afinidad de uniéon a FcRn puede probarse en
un experimento en el que se capturan muestras del polipéptido en placas de ELISA recubiertas con anticuerpo, y se
afade FcRn biotinilado seguido de HRP conjugada con estreptavidina. Se afiade sustrato TMB y se mide la
absorbancia a 450 nm usando un lector de placas de multiples pocillos, tal como Victor® (Perkin Elmer). El experto
en la materia puede entonces interpretar los resultados obtenidos por dichos experimentos para establecer al menos
una medida cualitativa de la afinidad de unién del polipéptido por FcRn. Si se desea una medida cuantitativa, por
ejemplo, para determinar el valor de Kp (la mitad de la concentracion efectiva maxima) para la interaccion, también
se puede usar ELISA. La respuesta de los polipéptidos frente a una diluciéon en serie de FcRn biotinilado se mide
usando ELISA como se ha descrito anteriormente. El experto puede entonces interpretar los resultados obtenidos
por dichos experimentos y los valores de Kp pueden calcularse a partir de los resultados utilizando por ejemplo
GraphPad Prism 5 y regresion no lineal. En una realizacion, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn que es
capaz de unlrse a FcRna pH 6,0 de manera que el valor de Kp de Ia interaccién es como maX|mo 1x 10 M, como
maximo 1 x 107 M, como maximo 1 x 10 M, como maximo 1 x 10° M, como maximo 1 x 107'° M. Un polipéptido de
union a FcRn segun esta realizacion se uniria, o permaneceria unido, a FcRn en condiciones de pH acido, tal como
pH 6,0, por ejemplo, en un lisosoma. Si dicho polipéptido entrara en un entorno intracelular cada vez mas acido, se
reciclaria a la membrana plasmatica a través de su interaccion con FcRn, y asi evitaria la degradacion.

En una realizacion, el valor de Kp de la interaccion entre el polipéptido de unién a FcRn y FcRn a pH 7,4 es mayor
que el valor de Kp de dicha interaccion a pH 6,0. Por lo tanto, el polipéptido de uniéon a FcRn se uniria a FcRn con
mayor afinidad a pH 6,0 que a pH 7,4. En una realizacion, el valor de Kp de dicha interaccion a pH 7,4 es al menos 2
veces mayor, tal como al menos 5 veces mayor, tal como al menos 10 veces mayor, tal como al menos 50 veces
mayor, tal como al menos 100 veces mayor que el valor Kp de dicha interaccion a pH 6.0.

Enuna reahzamon el valor de Kp de la |nterac0|on entre el polipéptido de unién a FcRny FcRn a pH 7,4 es al menos
1 x 10® M, tal como al menos 1 x 107 M, tal como al menos 1 x 10° M, como al menos 1 x 10° M. En algunas
realizaciones, el Unico criterio para la interaccién entre el polipéptido de unién a FcRn y FcRn a pH 7,4 es que
cualquier polipéptido de unién a FcRn que se haya unido a FcRn durante condiciones mas acidas se libere mas
rapidamente de FcRn cuando el valor de pH aumenta.

En una realizacion alternativa, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn, para el que la Kp de dicha interaccion
a pH 7,4 es igual o inferior a la Kp de dicha interaccion a pH 6,0. Un polipéptido de unién a FcRn segun esta
realizacion se uniria o permaneceria unido a FcRn en condiciones de pH acido (es decir, tendria una tasa de
separacion a pH 6,0 que es lo suficientemente lenta para evitar la liberacion), por ejemplo en el lisosoma, asi como
en condiciones de pH neutras o ligeramente basicas, por ejemplo en la membrana plasmatica. En una realizacion
mas especifica, el valor de Kp de dicha interaccién a pH 7,4 es al menos 2 veces menor, tal como al menos 5 veces
menor, tal como al menos 10 veces menor, tal como al menos 50 veces menor, tal como al menos 100 veces menor
que el valor de Kp de dicha interaccién a pH 6,0.

En otra realizacién, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn que es capaz de unlrse a FcRn a pH 7,4 de
manera que el valor de Kp de Ia interaccion es como maX|mo 1 x 10 M, como maximo 1 x 107 M, como maximo 1 x
10" M, como maximo 1 x 10° M, como maximo 1 x 10"° M. Un polipéptido de unién a FcRn segun esta realizacion
se uniria o permaneceria unido un tiempo prolongado a FcRn en condiciones de pH neutro o ligeramente basico,
como pH 7,4, por ejemplo, en la membrana plasmatica. El término "permanecer unido" debe entenderse como una
interaccion que tiene una tasa de separacion lenta en condiciones dadas.

En general, la persona experta sabe que el valor de Kp de una interaccion se define como la relacion entre la tasa de
separacion (ko) y la tasa de union (kon). Por lo tanto, un valor alto de Kp puede deberse a una ke alta, a una kon baja
0 a ambas, y, por el contrario, un valor de Kp bajo puede ser debido a una ke baja, a una ko, alta 0 a ambas.

El experto en la materia entendera que se pueden hacer diversas modificaciones y/o adiciones a un polipéptido de
union a FcRn segun cualquier aspecto revelado en este documento para adaptar el polipéptido a una aplicacion
especifica sin apartarse del alcance de la presente descripcion.

Por ejemplo, en una realizacion se proporciona un polipéptido de unién a FcRn como se describe en la presente
memoria, polipéptido que se ha extendido en uno o mas aminoacidos en el extremo C y/o el extremo N-terminal.
Dicho polipéptido deberia entenderse como un polipéptido que tiene uno o mas restos de aminoacidos adicionales
en la primera y/o ultima posicion en la cadena polipeptidica. De este modo, un polipéptido de unién a FcRn puede
comprender cualquier cantidad adecuada de restos de aminoacidos adicionales, por ejemplo, al menos un resto de
aminoacido adicional. Cada resto de aminoacido adicional puede afiadirse individual o colectivamente, por ejemplo,
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para mejorar la produccion, purificacion, estabilizacion in vivo o in vitro, acoplamiento o deteccion del polipéptido.
Dichos restos de aminoacidos adicionales pueden comprender uno o mas restos de aminoacidos afadidos con el
propésito de su acoplamiento quimico. Un ejemplo de esto es la adicion de un resto de cisteina. Dichos restos de
aminoacidos adicionales también pueden proporcionar una "etiqueta” para la purificacion o deteccion del polipéptido,
tal como una etiqueta Hisg 0 una etiqueta "myc" (c-myc) o una etiqueta "FLAG" para la interaccidon con anticuerpos
especificos para la etiqueta o cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) en el caso de la etiqueta de
hexahistidina.

Se pueden acoplar aminoacidos adicionales como se ha descrito anteriormente al polipéptido de unién a FcRn por
medio de conjugacion quimica (usando métodos quimicos organicos conocidos) o por cualquier otro medio, tal como
expresion del polipéptido de union a FcRn como proteina de fusién o unido de cualquier otro modo, ya sea
directamente o a través de un enlazador, por ejemplo, un enlazador de aminoacidos.

Los aminoacidos adicionales como se han descrito anteriormente pueden comprender, por ejemplo, uno o mas
dominios de polipéptido. Un dominio polipeptidico adicional puede dotar al polipéptido de unién a FcRn con otra
funcién, tal como, por ejemplo, otra funcién de union, o una funcién enzimatica, o una funcién téxica o una funcion
de sefalizacion fluorescente, o combinaciones de las mismas.

Un dominio polipeptidico adicional ademas puede proporcionar otro resto de uniéon a FcRn con la misma funcion de
unién a FcRn. Por lo tanto, en una realizacién adicional, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn en una
forma multimérica. Se entiende que dicho multimero comprende al menos dos polipéptidos de unién a FcRn como se
describe en la presente memoria como unidades monoméricas, cuyas secuencias de aminoacidos pueden ser
iguales o diferentes. Las formas multiméricas de los polipéptidos pueden comprender un nimero adecuado de
dominios, teniendo cada uno un motivo de unién a FcRn, y cada uno formando un monémero dentro del multimero.
Estos dominios pueden tener la misma secuencia de aminoacidos, pero como alternativa, pueden tener diferentes
secuencias de aminoacidos. En otras palabras, el polipéptido de unién a FcRn de la invencion puede formar homo- o
heteromultimeros, por ejemplo, homo- o heterodimeros. En una realizacion, se proporciona un polipéptido de unién a
FcRn, en el que dichas unidades monoméricas se acoplan covalentemente entre si. En otra realizacién, dichas
unidades monoméricas del polipéptido de unién a FcRn se expresan como una proteina de fusién. En una
realizacion, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn en forma dimérica.

Adicionalmente, también se contemplan polipéptidos o proteinas de fusion "heterogéneos", o conjugados, en los que
un polipéptido de union a FcRn descrito en este documento, o multimero del mismo, constituyen un primer dominio,
o un primer resto, y los segundos y restos adicionales tienen otras funciones ademas de unirse a FcRn, y caen
dentro del ambito de la presente descripcion. El segundo y restos adicionales/restos del polipéptido o conjugado de
fusién en una proteina de este tipo adecuadamente tienen una actividad biolégica deseada.

Por lo tanto, en un segundo aspecto de la presente descripcion, se proporciona una proteina de fusién o un
conjugado, que comprende un primer resto que consiste en un polipéptido de unién a FcRn segun el primer aspecto,
y un segundo resto que consiste en un polipéptido que tiene una actividad bioldgica deseada. En otra realizacion,
dicha proteina de fusién o conjugado puede comprender adicionalmente restos adicionales, que comprenden
actividades bioldgicas deseadas que pueden ser iguales o diferentes a la actividad biologica del segundo resto.

Dichos polipéptidos de fusion heterogéneos también podrian usarse para crear complejos heteromultiméricos de
orden superior. Un ejemplo es un complejo heterodimérico de dos polipéptidos de fusién, comprendiendo cada uno
un polipéptido de unién a FcRn segun la presente descripcion en fusion con otro resto. Dicho complejo, por ejemplo,
podria formar un heterodimero in vivo o in vitro y mantenerse unido por interacciones no covalentes y/o covalentes.
Un ejemplo especifico de dicho complejo es un fragmento Fab, en el que tanto la cadena ligera como la cadena
pesada se producen en fusion con un polipéptido de unién a FcRn cada uno, y que puede incluir un enlace disulfuro
entre dominios. Se pueden construir muchos complejos heterodiméricos biolégicamente relevantes conocidos por el
experto en la técnica usando proteinas de fusién que se unen a FcRn como unidades monoméricas.

En una realizacion de dicha proteina de fusién o conjugado, el tamafo total de la molécula esta por debajo del
umbral para la depuracion renal eficiente tras la administracion a un sujeto mamifero.

En otra realizacion de dicha proteina de fusiéon o conjugado, el tamafio total de la molécula esta por encima del
umbral para la depuracion renal eficiente tras la administracion a un sujeto mamifero.

En una realizacién, se proporciona una proteina de fusién o conjugado, en el que la semivida in vivo de dicha
proteina de fusién o conjugado es mas larga que la semivida in vivo del polipéptido que tiene la actividad bioldgica
deseada per se.

Los ejemplos no limitantes de una actividad biolégica deseada comprenden una actividad terapéutica, una actividad
de unién y una actividad enzimatica.

En una realizacion, dicha actividad bioldgica deseada es una actividad de union a una diana seleccionada.

Un ejemplo de dicha actividad de unién es una actividad de unién, que aumenta la semivida in vivo de una proteina
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de fusion o conjugado. Esta proteina de fusion o conjugado puede comprender al menos un resto adicional. En una
realizacion particular, dicha diana es albumina, a cuya union aumenta la semivida in vivo de dicha proteina de fusion
o conjugado. En una realizacion, dicha actividad de union a la albumina es proporcionada por un dominio de union a
la albumina (ABD) de la proteina G de estreptococos o un derivado del mismo. Por ejemplo, dicha proteina de fusion
o conjugado, que comprende al menos un resto adicional, puede comprender [resto de polipéptido de unién a FcRn]-
[porcién de unién a albumina]-[fraccién con afinidad para la diana seleccionada). Debe entenderse que los tres
restos en este ejemplo se pueden disponer en cualquier orden desde el extremo N a C del polipéptido.

En una realizacion, cuando se forma (o se mantiene) un complejo entre una diana y la proteina de fusion o
conjugado como se describe en el presente documento a pH acido, tal como pH 6,0, la diana se rescata de la
eliminacién por degradacion lisosdmica. Por lo tanto, la semivida objetivo se extiende. La extension de la semivida
implica que la velocidad de eliminaciéon de una diana es menor cuando interactia con dicha proteina de fusién o
conjugado que la velocidad de eliminacion de la molécula diana en ausencia de dicha proteina de fusion o
conjugado. Ademas, es deseable en esta realizacion que la union de la diana por la proteina de fusiéon o el
conjugado no interfiera sustancialmente con la funcion de la diana.

Por otro lado, cuando no se mantiene o no se forma a pH acido un complejo entre la diana y la proteina de fusion o
conjugado como se describe en este documento, la diana se dirige a los lisosomas subcelulares donde se degrada.

En una realizacion, se proporciona una proteina de fusién o conjugado, en el que se aumenta la velocidad de
eliminacion de una diana seleccionada no deseable del sujeto. La mayor eliminacién de una diana no deseable
implica una tasa de eliminaciéon aumentada de la diana del cuerpo del organismo multicelular, en comparacién con
una velocidad de eliminacién "normal" de la molécula diana per se, es decir, sin interaccién previa con la proteina de
fusién o el conjugado.

En otra realizacién, la unién de una diana no deseable seleccionada podria inactivar la funcién de la diana,
bloqueando de ese modo su actividad biolégica en situaciones en las que esto es deseable. Dicha actividad
biolégica puede ser, por ejemplo, activacion o bloqueo de receptores o una actividad enzimatica o toxica o no
deseable. Dicha diana no deseable puede ser una hormona enddgena, enzima, citoquina, quimioquina o una diana
que tenga alguna otra actividad bioldgica. Mediante el uso de una union inactivante a la diana, la actividad bioldgica
se bloquea hasta que la diana se libera para la degradacion y se libera a un valor de pH bajo, y la proteina de fusion
de unidn a la diana se recicla a la circulacion. Este reciclaje de la proteina de fusion de unién a la diana (a través de
su resto de unién a FcRn) le permite "catalizar" la eliminacién de mas de una molécula de la diana no deseable
seleccionada.

Las dianas no deseables pueden ser, por ejemplo, proteinas y compuestos exdgenos, o proteinas expresadas
naturalmente que muestran niveles elevados en plasma después de una afeccion médica y donde se puede lograr
un efecto terapéutico mediante la eliminacién de dicha proteina. La diana no deseada no esta necesariamente
distribuida uniformemente en el plasma, sino que puede estar concentrada en ciertas regiones, por ejemplo,
alrededor de un tumor o en sitios de inflamacion.

Ejemplos no limitantes de dianas son dianas seleccionadas del grupo que consiste en alérgenos, amiloides,
anticuerpos, autoantigenos, factores de coagulacion sanguinea, hormonas, células tumorales, moléculas de
farmacos, citoquinas, quimioquinas, proteasas, mediadores de hipersensibilidad, factores proinflamatorios, toxinas
tales como toxinas bacterianas y venenos de serpiente; contaminantes, metales y antioxidantes.

Bajo ciertas condiciones, tales como en ciertas enfermedades de cancer, se desea eliminar moléculas endogenas,
por ejemplo, VEGF, PDGF, HGF y otras hormonas estimuladoras del crecimiento. Dichas moléculas también se
podrian dirigir por una funcién de unién en dicha proteina de fusion o conjugado.

En otras condiciones, tales como en ciertas enfermedades inmunoldgicas, puede ser deseable eliminar moléculas
enddgenas transitoriamente, tales como interleucinas seleccionadas o TNF. Dichas moléculas también se podrian
dirigir por una funcién de unién en dicha proteina de fusion o conjugado.

En una realizacion, el segundo resto que tiene una actividad bioldgica deseada es un polipéptido terapéuticamente
activo. Ejemplos no limitantes de polipéptidos terapéuticamente activos son biomoléculas, tales como moléculas
seleccionadas del grupo que consiste en enzimas, por ejemplo algasidasa a y B, glucocerebrosidasa, laronidasa,
arilsulfatasa, aglucosidasa-a, asparaginasa, Factor VII, Factor VI, Factor IX y Factor Xa; hormonas y factores de
crecimiento, por ejemplo hormona del crecimiento, factor de crecimiento transformante-32, eritropoyetina, insulina,
factor de crecimiento similar a la insulina-1, miostatina, factor de crecimiento derivado de los huesos y péptido-1
similar al glucagén; quimioquinas, por ejemplo CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, CCL27, XCL1y CXC3CL1;y
citoquinas, por ejemplo, interleuquina (IL)-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-22, IL-27, interferén (IFN)-a, IFN-
B, IFN-y, factor de necrosis tumoral, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), macréfago-CSF y
granulocitos/macrofagos-CSF.

Como entiende la persona experta, el polipéptido de unién a FcRn segun el primer aspecto puede ser util en una
proteina de fusién o como conjugado asociado a cualquier otra fraccion. Por lo tanto, los listados anteriores de
polipéptidos terapéuticamente activos no deben interpretarse como limitantes de ninguna manera.
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También se contemplan otras posibilidades para la creacion de polipéptidos de fusién o conjugados. De este modo,
un polipéptido de unién a FcRn segun el primer aspecto de la invencion puede acoplarse covalentemente a un
segundo o a un resto o restos adicionales, que ademas de o en lugar de la unién a una diana exhiben otras
funciones. Un ejemplo es una fusion entre uno o mas polipéptidos de union a FcRn y un polipéptido
enzimaticamente activo que sirve como indicador o resto efector.

Con respecto a la descripcion anterior de proteinas de fusion o conjugados que incorporan un polipéptido de unién a
FcRn segun la descripcion, debe indicarse que la designacion de primer resto, segundo resto y resto adicional se
realiza por razones de claridad para distinguir entre polipéptidos o polipéptidos de unién a FcRn segun la
descripcion, por una parte, y restos que exhiben ofras funciones por otra. Estas designaciones no pretenden
referirse al orden real de los diferentes dominios en la cadena polipeptidica de la proteina de fusién o conjugado.
Asi, por ejemplo, dicho primer resto puede aparecer sin restricciones en el extremo N-terminal, en el medio, o en el
extremo C-terminal de la proteina de fusién o conjugado.

En una realizacion, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusién o conjugado, que se une a
FcRn de manera que la unién de IgG a FcRn se inhibe al menos parcialmente. Esta inhibicion puede deberse a la
union del polipéptido de unién a FcRn, a la proteina de fusién o al conjugado a la misma, o a una region de FcRn al
menos parcialmente superpuesta, como IgG. Como alternativa, el polipéptido de union a FcRn, la proteina de fusion
o el conjugado se pueden unir a una region diferente de FcRn que, a IgG, pero estéricamente dificultan la union de
IgG a FcRn. Por lo tanto, la tasa de eliminacion o aclaramiento de IgG del sistema circulatorio aumentaria debido al
aumento de la degradacioén lisosémica de IgG, ya que el reciclaje de IgG mediado por FcRn podria no estar
disponible total o parcialmente debido a la ocupacion de sitios de uniéon a FcRn por el polipéptido de unién a FcRn
segun la presente descripcion. En otras palabras, la administracion de polipéptido de union a FcRn, proteina de
fusidbn o conjugado o composicion segun la presente descripcién actuara para aumentar el catabolismo de
anticuerpos IgG circulantes.

En una realizacion, el valor de Kp de la interaccion entre el polipéptido de unién a FcRn, la proteina de fusion o
conjugado y FcRn es menor que la Kp de la interaccion entre IgG y FcRn. Esta relacion puede ser verdadera tanto a
pH 6,0 como a pH 7,4, o solo a pH 6,0.

Los aspectos anteriores también abarcan polipéptidos en los que el polipéptido de unién a FcRn segun el primer
aspecto, o el polipéptido de unién a FcRn como esta comprendido en una proteina de fusion o conjugado segun el
segundo aspecto, comprende ademas un marcador, tal como un marcador seleccionado del grupo que consiste en
colorantes fluorescentes y metales, colorantes croméforos, compuestos quimioluminiscentes y proteinas, enzimas,
radionuclidos y particulas bioluminiscentes. Dichos marcadores pueden usarse, por ejemplo, para la deteccion del
polipéptido.

En otras realizaciones, el polipéptido de unién a FcRn marcado esta presente como un resto en una proteina de
fusion o conjugado que también comprende un segundo resto que tiene una actividad bioldgica deseada y/o que
comprende una funcién de unidn tal como se ha descrito anteriormente. El marcador en algunos casos puede estar
acoplado solo al polipéptido de unién a FcRn, y en algunos casos al polipéptido de unién a FcRn y al segundo resto
del conjugado o proteina de fusion. Ademas, también es posible que el marcador se pueda acoplar solamente a un
segundo resto y no al resto de unién a FcRn. Por lo tanto, en otra realizacion mas, se proporciona un polipéptido de
unién a FcRn que comprende un segundo resto, en el que dicho marcador esta acoplado solo al segundo resto.

Cuando se hace referencia a un polipéptido marcado, esto debe entenderse como una referencia a todos los
aspectos de los polipéptidos como se describe en el presente documento, incluyendo proteinas de fusion y
conjugados que comprenden un polipéptido de union a FcRn y un segundo resto y opcionalmente mas restos. Por lo
tanto, un polipéptido marcado puede contener solo el polipéptido de unién a FcRn y, por ejemplo, un radionuclido
terapéutico, que puede estar quelado o unido covalentemente al polipéptido de unién a FcRn, o contener el
polipéptido de unién a FcRn, un radionuclido terapéutico y un segundo resto tal como una molécula pequefia que
tiene una actividad biolégica deseada, por ejemplo, que da como resultado una eficacia terapéutica.

En realizaciones en las que el polipéptido de union a FcRn, la proteina de fusién o el conjugado estan
radiomarcados, dicho polipéptido radiomarcado puede comprender un radionuclido. La mayoria de los radionuclidos
son de naturaleza metdlica, se utilizan en forma iénica y normalmente son incapaces de formar enlaces covalentes
estables con elementos presentes en proteinas y péptidos. Por esta razon, el marcaje de proteinas y péptidos con
metales radiactivos se realiza con el uso de quelantes, es decir, ligandos multidentados, que forman compuestos no
covalentes, llamados quelatos, con los iones metalicos. En una realizacion del polipéptido de unién a FcRn, proteina
de fusion o conjugado, la incorporacion de un radiondclido se habilita a través de la provisiéon de un entorno
quelante, a través del cual el radiontclido se puede coordinar, quelar o formar un complejo con el polipéptido.

Un ejemplo de un quelante es el quelante de tipo poliaminopolicarboxilato. Se pueden distinguir dos clases de dichos
quelantes de poliaminopolicarboxilato: quelantes aciclicos y macrociclicos.

En una realizacion, el polipéptido de union a FcRn, proteina de fusién o conjugado comprende un entorno quelante
proporcionado por un quelante de poliaminopolicarboxilato conjugado con el polipéptido de unién a FcRn a través de
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un grupo tiol de un resto de cisteina o un grupo épsilon amina de un resto de lisina.

Los quelantes macrociclicos usados mas habitualmente para radioisétopos de indio, galio, itrio, bismuto,
radioactinidos y radiolantanidos son derivados diferentes de DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético). En una realizacion, DOTA o un derivado del mismo proporciona un entorno quelante del polipéptido de
union a FcRn, proteina de fusidén o conjugado. Mas especificamente, en una realizacion, los polipéptidos quelantes
englobados por la presente descripcion se obtienen haciendo reaccionar el derivado de DOTA acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7-tris-acético-10-maleimidoetilacetamida  (maleimidomonoamida-DOTA) con dicho
polipéptido.

Adicionalmente, el acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA) y sus derivados se pueden usar como
quelantes. Por lo tanto, en una realizacién, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusién o
conjugado, en el que el quelante de poliaminopolicarboxilato es acido 1,4,7-triazaciclonon-1,4,7-triacético o un
derivado del mismo.

Los quelantes de poliaminopolicarboxilato aciclicos mas habitualmente utilizados son derivados diferentes de DTPA
(acido dietilentriaminopentaacético). Por lo tanto, los polipéptidos que tienen un entorno quelante proporcionado por
acido dietilentriaminopentaacético o sus derivados también estan englobados por la presente descripcion.

En una realizacion adicional, el polipéptido de unién a FcRn, producido recombinantemente a través de la expresion
de un polinucleétido o sintéticamente, se conjuga con uno o mas polimeros sintéticos, para, por ejemplo, aumentar
su radio hidrodinamico. El polietilenglicol (PEG) se usa habitualmente para este fin, pero también se han usado otros
polimeros en la técnica. Dicha "PEGilacion" puede usarse para aumentar el tamafo del polipéptido de unién a FcRn
de cualquiera de los tipos descritos en la presente memoria a un tamafio por encima del umbral para la excreciéon
renal efectiva.

En una realizacion, un polimero sintético se conjuga con uno o mas polipéptidos monoméricos de uniéon a FcRn
sintetizados quimicamente. También pueden conjugarse otras funcionalidades con el mismo polimero sintético. Si el
polipéptido de union a FcRn y otros componentes se sintetizan quimicamente, ninguno de los componentes tendra
que elaborarse en un sistema bioldgico si esto no se desea.

En una realizaciéon preferida, uno o mas polipéptidos de unién a FcRn fabricados sintética o bioldgicamente se
conjugan con un polimero sintético, para alcanzar un tamafio que excede el tamafio asociado a una depuracion
renal eficiente y se usa para bloquear la unién de IgG a FcRn. Puede usarse una uUnica cisteina en cada polipéptido
de union a FcRn para la conjugacion especifica de sitio, por ejemplo, una cisteina ubicada en el extremo C
introducida para este fin. Con un polimero sintético ramificado, mas de dos restos de unién a FcRn pueden
conjugarse con el mismo polimero, para aumentar la avidez y, por lo tanto, la potencia de bloqueo.

En un tercer aspecto de la presente descripcion, se proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido de
union a FcRn o una proteina de fusion como se describe en este documento. También esta englobado por esta
descripcion un método para producir un polipéptido o proteina de fusién como se ha descrito anteriormente que
comprende expresar un polinucleétido; un vector de expresion que comprende el polinucleétido; y una célula
huésped que comprende el vector de expresion.

También se incluye un método para producir un polipéptido, que comprende cultivar dicha célula huésped en
condiciones que permiten la expresion de dicho polipéptido a partir de su vector de expresion, y aislar el polipéptido.

El polipéptido de unién a FcRn de la presente descripcion puede producirse como alternativa mediante sintesis de
péptidos no biolégicos usando aminoacidos y/o derivados de aminoacidos que tienen cadenas laterales reactivas
protegidas, la sintesis de péptidos no biolégicos que comprende

- el acoplamiento gradual de los aminoacidos y/o los derivados de aminoacidos para formar un polipéptido segun el
primer aspecto que tiene cadenas laterales reactivas protegidas,

- la eliminacion de los grupos protectores de las cadenas laterales reactivas del polipéptido, y
- el plegamiento del polipéptido en solucién acuosa.

En un cuarto aspecto de la descripcion, se proporciona una composicion que comprende un polipéptido de unién a
FcRn, proteina de fusién o conjugado como se describe en este documento y al menos un excipiente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacién del mismo, dicha composicion comprende ademas al menos un
agente activo adicional, tal como al menos dos agentes activos adicionales, tales como al menos tres agentes
activos adicionales. Los ejemplos no limitantes de agentes activos adicionales que pueden resultar utiles en dicha
combinacién son agentes inmunosupresores, agentes antiinflamatorios, agentes antimicrobianos y enzimas.

En una realizacién de este aspecto, dicha composicién estd adaptada para su administracion por una ruta
seleccionada del grupo que consiste en administracion oral, administracion intranasal, administracion pulmonar,
administracion vaginal, administracion rectal, inyeccidon intravenosa, inyecciéon intraperitoneal, inyeccion
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intramuscular, inyeccion subcutanea e inyeccion intradérmica.

Como se usa en el presente documento, el término "administracién sistémica" se refiere a una ruta de administracion
tal que la sustancia de interés entre en el sistema circulatorio de modo que afecte a todo el cuerpo. El experto es
consciente de que la administracion sistémica puede tener lugar mediante administracion enteral (absorcion del
farmaco a través del tracto gastrointestinal) o administracién parenteral (generalmente inyeccion, infusién o
implantacion).

En una realizacién, dicha composicion esta adaptada para su administracion sistémica o localmente. En ciertas
realizaciones, se puede usar la administracion sistémica de dicho compuesto. En otra realizacion, dicha composicion
esta adaptada para su administracion por una ruta local. Por ejemplo, la administracion local puede ser topica en
una pomada, pasta, espuma o crema. En otra realizacién, dicha composicion esta adaptada para la administracién a
través de una capa endotelial o epitelial. En este caso, la composicién puede transcitirse a través de dicha capa.

En una realizacién, la velocidad de captacién de una composicion que comprende una proteina de fusién o
conjugado como se describe en este documento es mayor que la velocidad de captacion de polipéptidos
correspondientes a segundos o mas restos per se. En una realizacion, la velocidad de captacion es al menos 2
veces mayor, tal como al menos 5 veces mayor, tal como al menos 10 veces mayor, tal como al menos 25 veces
mayor que la velocidad de captacion del segundo o mas restos per se.

Debe entenderse por la descripcion anterior que la proteina de fusion o conjugado del polipéptido de unién a FcRn o
la composicién como se describe en la presente memoria puede ser util como agente terapéutico y/o como medio
para extender la semivida in vivo de un homologo de fusién, y/o como medio para aumentar la tasa de eliminacion
de las dianas no deseables.

Por lo tanto, en un quinto aspecto de la presente descripcion, se proporciona un polipéptido de unién a FcRn,
proteina de fusion, conjugado o composiciéon como se describe en el presente documento para su uso como
medicamento.

En un sexto aspecto relacionado de la presente descripcion, se proporciona un método de tratamiento de un sujeto
que lo necesita, que comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente activa de un polipéptido de
union a FcRn, proteina de fusion, conjugado o composicion como se describe en este documento.

En una realizacion de uno cualquiera de estos dos Ultimos aspectos, el medicamento o método esta destinado al
tratamiento en el que se explota la capacidad del polipéptido de unién a FcRn para bloquear al menos parcialmente
la unién de IgG a FcRn, es decir, tratamiento en el que se desea aumentar el catabolismo de anticuerpos IgG. En
una realizacion, una afeccién en la que puede estar indicado dicho tratamiento es una afeccién autoinmune. Como
ejemplos no limitantes de las afecciones indicadas, se hace mencion a la miastenia gravis, sindrome de Guillain-
Barré, encefalitis limbica autoinmune, trastornos neuropsiquiatricos pediatricos autoinmunes asociados a infeccion
por estreptococos (PANDAS), neuromiotonia (sindrome de Isaac), sindrome de Morvan, esclerosis multiple, pénfigo
vulgaris, foliaceo, penfigoide bulloso, epidermdlisis bullosa adquirida, penfigoide gestacional, penfigoide de la
membrana mucosa, liquen escleroso, sindrome antifosfolipido, policondritis eriapsante, anemia autoinmune, purpura
trombocitica idiopatica, enfermedad autoinmune de Grave, miocardiopatia dilatada, vasculitis, sindrome de
Goodpasture, nefropatia membranosa idiopatica, artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico.

En otra realizacion, se proporciona un polipéptido de uniéon a FcRn, proteina de fusién, conjugado o composicion
como se describe en este documento para su uso en el bloqueo o la eliminacién de una diana no deseable de la
circulacién. En una realizacién, dicha diana no deseable se selecciona del grupo que comprende alérgenos,
amiloides, anticuerpos, autoantigenos, factores de coagulaciéon sanguinea, hormonas, células tumorales, moléculas
de farmaco, citoquinas, quimioquinas, mediadores de hipersensibilidad, factores proinflamatorios, toxinas tales como
toxinas bacterianas y venenos de serpientes, contaminantes, metales y antioxidantes.

Aunque la invencion se ha descrito con referencia a diversos aspectos ejemplares y realizaciones, los expertos en la
técnica entenderan que pueden realizarse diversos cambios y sus elementos pueden sustituirse por equivalentes sin
apartarse del alcance de la invencion. Ademas, se pueden hacer muchas modificaciones para adaptar una situacion
o0 molécula particular a las ensefianzas de la invencion sin apartarse del alcance esencial de la misma. Por lo tanto,
se pretende que la invencion no se limite a ninguna realizacion particular contemplada, sino que la invencion incluira
todas las realizaciones que caigan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una lista de las secuencias de aminoacidos de ejemplos de motivos de unién a FcRn comprendidos
en polipéptidos de union a FcRn de la invencion (SEQ ID NO: 1-353), ejemplos de polipéptidos de unién a FcRn de
49 unidades segun la descripcion (SEQ ID NO: 354-706), ejemplos de polipéptidos de union a FcRn de 58 unidades
segun la descripcion (SEQ ID NO: 707-1062) asi como las secuencias de aminoacidos de la variante de polipéptido
de unioén a albdmina PP013 (SEQ ID NO: 1063), la variante Z de unién a Taqg polimerasa Z03638 (SEQ ID NO:
1064), aFcRn humano (SEQ ID NO: 1065), aFcRn murino (SEQ ID NO: 1070), B2-microglobulina humana (SEQ ID
NO: 1066), B2-microglobulina murina (SEQ ID NO: 1067), aFcRn humano (SEQ ID NO: 1068) cuando esta en FcRn-
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eGFP humano y aFcRn murino (SEQ ID NO: 1069) cuando esta en FcRn-eGFP murino.

Las Figuras 2A-2E muestran la unién a FcRn humano a pH 6,0 y disociaciones a pH 6,0 y 7,4 para variantes Z
marcadas con Hiss y para IgG como se describe en el Ejemplo 3. Se muestra la superposicion de sensogramas
obtenidos de un instrumento Biacore que representa inyeccion a pH 6,0 seguido de la disociacion a pH 6,0 (linea
continua) y la inyeccioén a pH 6,0 seguida de disociacion a pH 7,4 (linea discontinua) para (A) Z07918 (SEQ ID NO:
707), (B) 207960 (SEQ ID NO: 710), (C) 210109 (SEQ ID NO: 709), (D) 210193 (SEQ ID NO: 708) y (E) IgG.

La Figura 3 muestra graficos de puntos de un analisis de citometria de flujo de la unién de la variante Z de union a
FcRn a células HeLa FcRn-eGFP humanas (panel superior) y de ratéon (panel inferior), como se describe en el
Ejemplo 4. Debido a la expresion heterogénea de FcRn-eGFP por células Hela, las células se separaron segun el
nivel de expresion de FcRn-eGFP. Las células en la puerta H se consideran FcRn-eGFP negativas y las células en
la puerta | se consideran positivas. La incubaciéon con variantes Z marcadas con Alexa647 dio como resultado una
poblacion positiva tanto para Alexa647 como para eGFP, mientras que la incubacién con tampén (control con
tampan) no lo hizo. La figura muestra que las tres variantes Z07960 (SEQ ID NO: 710), 207930 (SEQ ID NO: 712) y
Z07918 (SEQ ID NO: 707) se unen a FcRn humano y FcRn de raton. El eje y muestra la intensidad de Alexa647 y el
eje x muestra la actividad de eGFP.

La Figura 4 muestra los valores medios de intensidad de fluorescencia (MFI) de Z07960 marcado con Alexa647
(SEQ ID NO: 710), 207930 (SEQ ID NO: 712) y Z07918 (SEQ ID NO: 707), medido en el ensayo de unién celular
descrito en el Ejemplo 4. El diagrama (A) muestra la MFI de células HelLa transducidas con FcRn-eGFP humano y el
diagrama (B) muestra la MFI de células HelLa transducidas con FcRn-eGFP de ratén.

La Figura 5 muestra graficas de puntos del analisis de citometria de flujo de IgG humana o de ratén Alexa647 que se
une a células HeLa FcRn-eGFP humanas (panel superior) y de ratdon (panel inferior), como se describe en el
Ejemplo 5. Debido a la expresion heterogénea de FcRn-eGFP por las células Hela, las células se separaron segun
la abundancia de FcRn-eGFP en la superficie celular. Las células en la puerta M se consideran FcRn-eGFP
negativas y las células en la puerta N se consideran positivas. La unién de 100 nM de IgG-Alexa647 humano o de
ratén a células Hela transducidas con FcRn se muestra en el panel izquierdo (0 nM). La figura muestra que la unién
de IgG se bloqued con Z07918 marcado con Hiss (SEQ ID NO: 707) de una manera dependiente de la dosis (1, 10,
100 y 1000 nM). El eje y muestra la intensidad de Alexa647 y el eje x muestra la actividad de eGFP.

La Figura 6 muestra los valores medios de intensidad de fluorescencia (MFI) resultantes de la unién de FcRn de IgG
Alexab47 en presencia de diferentes concentraciones de Z07918 marcado con Hisg (SEQ ID NO: 707) en (A) células
Hela transducidas con FcRn-eGFP humano y (B) células Hela transducidas con FcRn-eGFP de raton, como se
describe en el Ejemplo 5. La figura muestra el bloqueo dependiente de la dosis de la union de IgG-FcRn por la
variante Z.

Las Figuras 7A-7C muestran la cinética de union de tres variantes Z a FcRn humano a pH 6,0, como se describe en
el Ejemplo 6, usando un instrumento Biacore. Se muestran los sensogramas para una serie de concentraciones de
(A) 211948 (SEQ ID NO: 1060), (B) Z11946 (SEQ ID NO: 1061) y (C) Z11947 (SEQ ID NO: 1062), respectivamente,
en fusion con el polipéptido de uniéon a albumina PP013 (SEQ ID NO: 1063) y la molécula variante Z de control
Z03638 (SEQ ID NO: 1064; no especifica para FcRn). Las curvas de 640 nM (linea discontinua), 160 nM (linea de
puntos) y 40 nM (linea gris sdlida) se sometieron a analisis cinético usando el modelo de unién de Langmuir 1:1. Los
parametros cinéticos y las afinidades se calcularon a partir de las curvas ajustadas (lineas negras continuas) y se
muestran en la Tabla 5.

La Figura 8 muestra los perfiles farmacocinéticos para tres variantes Z de union a FcRn fusionadas al polipéptido de
union a albumina PP013 obtenido como se describe en el Ejemplo 6. Las variantes Z Z11947 (SEQ ID NO: 1062,
cuadrados vacios), Z11946 (SEQ ID NO: 1061, triangulos vacios) y 211948 (SEQ ID NO: 1060, diamantes vacios)
mostraron una semivida prolongada en comparacion con el control negativo PP013-Z03638 (circulos vacios).

La Figura 9 muestra el bloqueo de IgG humana a FcRn humano mediante Hissg-Z07918 (SEQ ID NO: 707; circulos
negros), IVIg (cuadrados grises) y SClg (triangulos grises), respectivamente, analizados como se describe en el
Ejemplo 10.

La Figura 10 muestra que el bloqueo de las interacciones IgG-FcRn con variantes Z especificas de FcRn en ratones
da como resultado niveles reducidos de IgG. Como se describe adicionalmente en el Ejemplo 11, los ratones se
trataron con cinco inyecciones diarias de vehiculo (+), la variante Z fusionada con ABD Z07918-PP013 (cuadrado
vacio) y Z11948 (SEQ ID NO: 1060; circulo lleno). La concentracion de IgG enddgena se midié por ELISA. La
concentracion de IgG en ratones individuales a las 24, 72, 120 y 168 h se relacion6 con el nivel a las 0 h y los
resultados, por lo tanto, se presentan como porcentaje de IgG a las 0 h.

Ejemplos
Resumen

Los siguientes ejemplos describen el desarrollo de nuevas moléculas variantes Z dirigidas al receptor de Fc neonatal
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(FcRn). Las variantes Z se obtuvieron utilizando la tecnologia de presentacion de fagos. Los genes que codifican los
polipéptidos de unién a FcRn descritos en este documento se secuenciaron, y las secuencias de aminoacidos
correspondientes se enumeran en la Figura 1, y se indican mediante los identificadores SEQ ID NO: 707-1059.
Ademas, los motivos de unién deducidos de estas variantes de union seleccionadas se enumeran en la Figura 1 con
los identificadores de secuencia SEQ ID NO: 1-353.

Ejemplo 1
Produccion de aFcRn humana y 32-microglobulina humana (B2M)

En este Ejemplo, se produjeron el dominio extracelular (ECD) de aFcRn humano (SEQ ID NO: 1065) en complejo
con B2-microglobulina humana (SEQ ID NO: 1066) (complejo indicado FcRn) y 2-microglobulina humana en forma
no complejada (indicado B2M) como proteinas solubles. Los FcRn y B2M humanas producidos en este Ejemplo se
usaron para la seleccion de fagos, ensayos ELISA y Biacore en los Ejemplos 2 y 3.

Materiales y métodos

Construccién de plasmidos que contienen los genes de aFcRn humano y (2-microglobulina humana que se
utilizaran para la coexpresion: Los genes que codifican aFcRn humano (Genbank BC008734.2) y B2-microglobulina
humana (B2M) (Genbank BC032589.1) se obtuvieron de OpenBiosystems. Usando la extension por superposicion
de PCR, un fragmento de gen que codifica los aminoacidos 24-290 de aFcRn humano (aFcRnECD) (SEQ ID NO:
1065) se amplificé a una construccidon que consiste en una secuencia attB1/Kozak seguida de un gen que codifica:
una secuencia lider de la cadena Ig kappa, hFcRngcp, un enlazador GS y una etiqueta flag, seguido de un sitio
attB2. Se fabricd una construccion similar que contenia un fragmento de gen que codifica los aminoacidos 21-119 de
B2M humana (SEQ ID NO: 1066), excepto por que una etiqueta Hiss reemplazé la etiqueta flag. Las construcciones
se insertaron en el plasmido pDONOR221 (Invitrogen, n.° de cat. 12536-017) por recombinacion usando el sistema
Gateway (Invitrogen, n.° de catalogo 11789020, mezcla de enzima Gateway® BP Clonase® Il), segun las
recomendaciones del fabricante. Después de la verificacion de las secuencias correctas, la construccion aFcRnECD
humana se insertd en 2K7,sq (Suter et al. (2006) Stem Cells 24: 615-623) utilizando sistema de clonacién Gateway
multisitio junto con el plasmido pENTR-CMV que contiene el promotor (Tai ef al., (2012) PLoS One 7 (9): e46269),
dando como resultado el vector 2K7pss-CMV-hFcRnecp. La construccion del gen B2M humana se insertd de forma
similar en 2K7,¢, (Suter et al., supra), dando el vector 2K7e,-CMV-hB2M.

Cultivo celular, preparacion de vectores lentivirales recombinantes e inserciones génicas en la linea celular SKOV-3:
Las lineas celulares HEK293T y SKOV-3 se obtuvieron de la ATCC. Las células se cultivaron a 37 °C en una
incubadora humidificada en presencia del 5 % de CO,. El medio completo para la linea celular HEK293T fue medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS), solucion antimicética
(AA) al 1 % y solucion de aminoacidos no esenciales MEM al 1 % (NEAA). El medio completo para la linea celular
SKOV-3 fue medio McCoy 5A suplementado con el 10 % de SFB y el 1 % de AA.

Los plasmidos 2K7psq-CMV-hFcRnecp y 2K7he0-CMV-hB2M se cotransfectaron por separado junto con la envoltura
de VSV-G y plasmido de empaquetamiento gag/pol en células HEK293T usando transfeccion con cloruro de calcio
(Zufferey et al. (1997) Nat Biotechnol 15 (9): 871-5; Jakobsson et al. (2006) J Neurosci Res 84: 58-67). Los
sobrenadantes de cultivo HEK293 que contienen particulas lentivirales formadas con aFcRngcp humano y
transgenes B2M humanas, respectivamente, se eliminaron de los restos celulares mediante centrifugacion y
filtracion. Los dos tipos de particulas lentivirales se usaron para transducir secuencialmente células SKOV-3. Los
integrantes dobles que contienen con éxito los genes aFcRnecp y B2M humanas se seleccionaron mediante la
adicién de blasticidina (Invitrogen) y sulfato de G418 (Invitrogen) al medio de cultivo mientras se pasaban las células
durante dos semanas. La linea celular SKOV-3 transducida establemente resultante se denominé SKOV-3
hFCRI’IECD/hBZM.

Expresion de FcRn humano recombinante: Se expandieron células SKOV-3, que expresan conjuntamente aFcRnecp
y B2M que da como resultado FcRn humano, y se sembraron 1,5 x 10 células en un HYPERFlask (Corning) en 560
ml de medio de crecimiento completo. Después de cinco dias, cuando las células se habian sedimentado y
multiplicado, el medio se cambié para completar el medio de crecimiento sin FBS. Después de cinco dias, se termind
el cultivo y se recogié el sobrenadante, se paso a través de un filtro de 45 ym y se congel6 a -80 °C.

Purificacion de FcRn humano recombinante usando cromatografia de IgG humana: La purificacion de proteina se
llevd a cabo en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare). IgG humana (Pharmacia), 1 ml en NaHCO3 0,2 M, NaCl
0,5 M, pH 8,3 a una concentracién de 10 mg/ml, se acoplé a una columna de HP activada por NHS HiTrap de 1 ml
(GE Healthcare) segun las instrucciones del fabricante. El sobrenadante que contenia FcRn humano recombinante
de células SKOV-3 se descongeld y el pH se ajustd a 5,8 con HCI. El sobrenadante se cargd posteriormente en lotes
de 100 ml en la columna previamente equilibrada con Bis-Tris 20 mM, pH 5,8. La columna se lavé con 20 ml de Bis-
Tris 20 mM a pH 5,8 y se eluyd en fracciones de 1 ml usando Tris 50 mM, pH 8,1. El intercambio de tampo6n a PBS
(solucion salina tamponada con fosfato, fosfato 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM, pH 7,4) se realiz6 usando
dialisis.

SDS-PAGE vy transferencia de Western: La pureza de las fracciones eluidas de la purificacion de proteinas se
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analizé mediante SDS-PAGE vy tincion con GelCode Blue Stain Reagent (Pierce) y SilverXpress® Silver Staining Kit
(Invitrogen). La transferencia de Western se llevd a cabo usando una membrana de nitrocelulosa Amersham
Hybond™-Extra (GE Healthcare). La membrana se bloqueé con leche seca no grasa al 5 % (Semper) en TBS + T
(base Trizma 50 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,05 %, pH 8) durante 1 hora, luego se sonded con una mezcla de
anticuerpo policlonal de conejo anti-FCFC (Atlas Antibodies) a una concentracion de 0,15 pg/ml y anticuerpo
policlonal de conejo anti-B2M (Atlas Antibodies) a una concentracion de 0,23 ug/ml en TBS + T. La membrana se
incubd posteriormente con anticuerpo de cabra anti-conejo estabilizado conjugado con peroxidasa de rabano picante
(Pierce) diluido a 1:10.000 en TBS + T. Después de la adicion de sustrato TMB (Pierce), se obtuvo una imagen de la
membrana en Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare). El Hyperfilm se procesé utilizando el revelador GBX vy el
fijador GBX (Sigma-Aldrich).

Produccion de una forma no complejada de B2M humana: Se produjo B2M humana en E. coli. La expresion y la
purificacion se realizaron esencialmente como se describe en Sandalova et al. (2005) Acta Chryst F61: 1090-1093 y
Michaélsson et al. (2001) J Immunol 166: 7327-7334. La proteina purificada, que consiste en los aminoacidos 21-
119 de B2M humana, en urea se sometié a replegamiento de arginina de la siguiente manera; se afiadieron
rapidamente 0,5 mg de B2M a 2 ml de tampo6n de replegamiento (20 ml de Tris-HCI 1 M, pH 8,0, 16,87 g de L-
Arginina (tamponada con HCI), 0,8 ml de EDTA 0,5 M, 61 mg de GSSG, 307 mg de GSH y agua mili-Q hasta un
volumen final de 200 ml, pH 8,0, y suplementado con inhibidor de proteasa (Roche, n.° de catalogo 11 873 580
001)). El procedimiento de replegamiento se realizé a 4 °C durante 4 horas. La proteina B2M replegada se cambio
por tampén a PBS usando una columna PD-10 (GE Healthcare).

Resultados

Construcciéon de plasmidos que contienen los genes de aFcRn humano y (2-microglobulina humana que se
utilizaran para la coexpresion: Los genes que codifican el dominio extracelular de la cadena a de FcRn humano
(aFcRnecp) y B2M humana se insertaron en los plasmidos de transferencia lentiviral 2K7psq Y 2K7neo,
respectivamente. En ambos casos, el gen insertado esta bajo el control de un promotor de CMV. Los genes se
extendieron para que las proteinas resultantes tuvieran una secuencia lider de la cadena Ig kappa en el extremo N-
terminal para dirigir la proteina a la exportacién a través del reticulo endoplasmico al medio de cultivo (la secuencia
sefial se escindio6 tras la secrecion). Ademas, aFcRnecp tenia una secuencia espaciadora C-terminal seguida de una
etiqgueta FLAG para su deteccion potencial. La B2M humana tenia una secuencia espaciadora C-terminal seguida de
una etiqueta Hisg para su deteccion potencial. La secuencia del espaciador se afiadié para mejorar la accesibilidad
de la etiqueta. Los plasmidos de transferencia lentiviral también contenian dos genes diferentes de resistencia a
antibiéticos para permitir la seleccion de las células en las que se habian insertado ambas construcciones.

Expresion y purificaciéon de FcRn humano recombinante: Los genes que codifican aFcRnecp y B2M se insertaron en
el genoma de SKOV-3 por lentivirus, y la proteina FcRn resultante se secreté en el medio de cultivo. Para capturar
solo FcRn que retuvo la unién a IgG dependiente del pH, se usd cromatografia de afinidad utilizando IgG
inmovilizada en el que se capturd el receptor a pH 5,8 y se eluy6 a pH 8,1. La proteina capturada se eluyé en tres
fracciones.

SDS-PAGE vy transferencia de Western: Para investigar la presencia de dos cadenas peptidicas (aFcRngcp y B2M)
de la proteina FcRn producida, y para analizar la pureza del material eluido, se realiz6 un analisis SDS-PAGE sobre
las fracciones eluidas. Para el gel tefiido con GelCode Blue Stain, se detectaron dos bandas con pesos moleculares
de 12 y 36 kDa, respectivamente. Esto corresponde aproximadamente a los pesos moleculares tedricos de las
cadenas peptidicas no glicosiladas de 12 kDa para B2M y 31 kDa para aFcRngcp. La parte aFcRnecp de la proteina
contiene un sitio de glicosilacién y, por lo tanto, se esperaba que su masa molecular fuera superior a 31 kDa. El gel
también se tifid con plata para aumentar la sensibilidad y posiblemente detectar impurezas. Se detecté una banda
de aproximadamente 66 kDa en la primera fraccion eluida, que podria corresponder a BSA (albumina sérica bovina)
que se origina a partir de la unién celular. La cantidad total de proteina recuperada en las fracciones 2 y 3
correspondié a 1,4 mg/l de medio de cultivo. Se llevd a cabo un analisis de transferencia de Western sobre el
material agrupado, que mostré esencialmente solo las dos bandas principales y, ademas, una banda muy débil por
debajo de 12 kDa que podria corresponder a un producto de degradacion.

Ejemplo 2
Seleccion y ELISA de union de FcRn de unién de variantes Z

En este ejemplo, se usé FcRn humano como diana en selecciones de presentacion en fago usando una biblioteca
de fagos de variantes Z. Los clones seleccionados se secuenciaron con ADN, se produjeron en fracciones
periplasmicas de E. coli y se analizaron frente a FcRn en ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas).

Materiales y métodos

Biotinilacién de la proteina diana FcRn y de B2M: FcRn humano y B2M humana, producidos como se describe en el
Ejemplo 1, se biotinilaron utilizando No-Weigh EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotina (Pierce, n.° de catalogo 21327) a 31 x
(FcRn) y 10 x (B2M) de exceso molar, respectivamente, segun las recomendaciones del fabricante. Las reacciones
se realizaron a temperatura ambiente (TA) durante 30 min. El posterior intercambio de tampén a PBS se realizé
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usando casetes de didlisis Slide-a-lyzer (FcRn, Pierce, n.° de catalogo 66380, 10.000 MWCO y B2M, Pierce, n.° de
catalogo 66333, 3,500 MWCO), segun las instrucciones del fabricante.

Seleccion de presentacion en fagos de variantes Z de union a FcRn: Se us6 una biblioteca de variantes aleatorias de
proteina Z presentada en bacteriéfago, construida en el fagémido pAY02592 esencialmente como se describe en
Gronwall et al. (2007) J Biotechnol, 128: 162-183, para seleccionar variantes Z de unién a FcRn. En esta biblioteca,
se usa un dominio de unién a la albumina (ABD, GA3 de la proteina G de la cepa de Streptococcus G148) como
homologo de fusion de las variantes Z. La biblioteca se denomina Zlib006Naive.ll y tiene un tamaifio de 1,5 x 10"
miembros de la biblioteca (variantes Z). Se inocularon células de E. coli RRIAM15 (Rither et al., (1982) Nucleic
Acids Res 10: 5765-5772) de una solucién madre en glicerol que contenia la biblioteca de fagémidos ZIibO06Naive.ll
en 20 | de un medio libre de prolina definido [hidrogenofosfato dipotasico 7 g/l citrato trisédico dihidrato 1 g/l, uracilo
0,02 g/l, YNB (base de nitrogeno de levadura Difco™ sin aminoacidos, Becton Dickinson) 6,7 g/l, glucosa
monohidratada 5,5 g/I, L-alanina 0,3 g/l, monoclorhidrato de L-arginina 0,24 g/l, monohidrato de L-asparagina 0,11
g/l, L-cisteina 0,1 g/l, acido L-glutamico 0,3 g/l, L-glutamina 0,1 g/l, glicina 0,2 g/l, L-histidina 0,05 g/l, L-isoleucina 0,1
g/l, L-leucina 0,1 g/l, monoclorhidrato de L-lisina 0,25 g/I, L-metionina 0,1 g/l, L-fenilalanina 0,2 g/, L-serina 0,3 g/I, L-
treonina 0,2 g/l, L-triptéfano 0,1 g/l, L-tirosina 0,05 g/l, L-valina 0,1 g/l], suplementado con 100 pg/ml de ampicilina.
Los cultivos se cultivaron a 37 °C en un fermentador (Belach Bioteknik, BR20). Cuando las células alcanzaron una
densidad 6ptica a 600 nm (DOsgo) de 0,75, se infectaron aproximadamente 2,6 | del cultivo usando un exceso 10 x
molar del fago auxiliar M13K07 (New England Biolabs, n.° de catadlogo N0315S). Las células se incubaron durante
30 minutos, después de lo cual el fermentador se llené hasta 20 | con TSB-YE (caldo de soja Tryptic-extracto de
levadura; 30 g/l de TSB, 5 g/l de extracto de levadura) suplementado con isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)
100 uM para la induccién de la expresion y con 25 ug/ml de kanamicina y 12,5 ug/ml de carbenicilina y cultivado a
30 °C durante 22 h. Las células en el cultivo se sedimentaron por centrifugacion a 15.900 g. Las particulas del fago
se precipitaron del sobrenadante dos veces en PEG/NaCl (polietilenglicol/cloruro de sodio), se filtraron y se
disolvieron en PBS y glicerol como se describe en Gronwall et al., supra. Las soluciones madre de fagos se
almacenaron a -80 °C antes de su uso.

Las selecciones contra FcRn humano biotinilado se realizaron en cuatro ciclos divididos en dos pistas diferentes. La
preparacion de soluciones madre de fagos y el procedimiento de seleccion se realizaron esencialmente como se
describe para la seleccion frente a otra diana biotinilada en el documento W0O2009/077175. La amplificacion del fago
entre los ciclos de seleccion se realizo infectando E. coli RRIAM15 con fago, y a continuacion realizando el cultivo en
solucion de la siguiente manera. Se permitié que el fago eluido y el exceso de 10 veces del fago auxiliar M13K07 en
comparacion con las bacterias infectaran simultdneamente bacterias en fase logaritmica a 37 °C durante 30 minutos
sin rotacion, seguido de 30 minutos con rotacion lenta. Antes de la infeccion, las bacterias se cultivaron hasta la fase
logaritmica en el medio definido libre de prolina descrito anteriormente. Las bacterias infectadas se sedimentaron
mediante centrifugacién a 4300 g durante 10 minutos y se resuspendieron en 200 ml de medio TSB + YE
suplementado con IPTG 0,1 mM, 25 yg/ml de kanamicina y 100 pg/ml de ampicilina y se cultivaron a 30 °C durante
la noche para la produccién de fagos.

El tampo6n de seleccion consistié en fosfato de sodio 100 mM y cloruro de sodio 150 mM ajustado a pH 5,5 con
cloruro de hidrégeno y se complementé con gelatina al 0,1 % y Tween-20 al 0,1 %. En la seleccién, se afadié
albumina de suero humano (HSA, Albucult, Novozymes) al tampén de seleccion hasta una concentracion final de 1,5
pM. Con el fin de reducir la cantidad de ligantes de fondo, se realizé la preseleccién mediante incubacion de solucion
madre de fagos con Dynabeads® M-280 de estreptavidina (perlas SA, Dynal, n.° de catalogo 112.06) durante 1 hora
a temperatura ambiente. Se realizd una segunda preseleccion durante 30 min a TA frente a B2M humana
inmovilizada en inmunotubos (Nunc, n.° de cat. 444474). Se inmovilizaron 5 pg/ml de B2M humana en tampoén de
carbonato (Sigma, n.° de catalogo 068K8214) en el tubo a 7 °C durante > 1 h. Después de lavar dos veces con agua
del grifo, los tubos se bloquearon con PBS + caseina al 0,5 % (Sigma, n.° de catalogo C8654) durante 30 minutos a
temperatura ambiente antes de su uso. Todos los tubos y perlas utilizados en la seleccion se pre-bloquearon con
PBS + 0,1 % de gelatina. La seleccion se realizé en solucion a TA, seguida de la captura de complejos diana-fago en
perlas de SA donde se usaron 1 mg de perlas por 2,9 ug de FcRn biotinilado. En el ciclo 1 de las selecciones, se us6
FcRn biotinilado 100 nM y se realizaron dos lavados de dos minutos cada uno usando tampon de seleccion. Se
aplicé una mayor rigurosidad, utilizando una concentracion diana menor y un mayor nimero de lavados, en los ciclos
posteriores: se aplicaron 50 nM/5 lavados, 25 nM/8 lavados y 10 nM/12 lavados en el ciclo 2, 3 y 4, respectivamente.
Después de los lavados, se eluyé el fago unido de las dos pistas de seleccidon usando dos procedimientos diferentes;
1) 500 pl de glicina-HCI 0,1 M, pH 2,2, seguido de neutralizaciéon inmediata con 50 pl de Tris-HCI 1 M, pH 8,0 y 450
pl de PBS, o; 2) 500 pl de fosfato de sodio 100 mM y cloruro de sodio 150 mM, pH 8,0 y neutralizaciéon con 500 ul de
PBS.

Secuenciacion: Los fragmentos de PCR se amplificaron a partir de colonias individuales usando un programa de
PCR convencional y los cebadores AFFI-21 (5-tgcttccggcetcgtatgtigtgtg (SEQ ID NO: 1071)) y AFFI-22 (5'-
cggaaccagagccaccaccgg (SEQ ID NO: 1072)). La secuenciacion de los fragmentos amplificados se realizé usando el
oligonucledtido biotinilado AFFI-72 (5'-biotina-cggaaccagagccaccaccgg (SEQ ID NO: 1073)) y un kit de
secuenciacion BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), utilizado segun el protocolo del
fabricante. Las reacciones de secuenciacion se purificaron uniéndose a perlas recubiertas con estreptavidina
magnética (Detach Streptavidin Beads, Nordiag, n.° de catalogo 2012-01) usando una Magnatrix 8000 (Magnetic
Biosolution), y se analizaron en ABI PRISM® 3130xI Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems).
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Produccion de variantes Z para ELISA: Se produjeron variantes Z secuenciadas inoculando colonias individuales de
las selecciones en 10 ml de medio TSB-YE suplementado con 100 pg/ml de ampicilina e IPTG 0,1 mM e incubando
durante 24 horas a 37 °C. Las células se sedimentaron por centrifugacion, se resuspendieron en 2 ml de PBST (PBS
suplementado con Tween-20 al 0,05 %), se congelaron a -80 °C y se descongelaron en un bafio de agua para liberar
la fraccion periplasmica de las células. El procedimiento de congelacién-descongelacion se repitio siete veces y a
continuacion las células se sedimentaron por centrifugacion. El sobrenadante del extracto periplasmico contenia las
variantes Z como fusiones a ABD, expresadas como AQHDEALE-[Z##HHH#]-VDYV-[ABD]-YVPG (Gronwall et al.,
supra). Z##H#Ht se refiere a variantes individuales de 58 restos de aminoacidos Z.

Andlisis de Kp por ELISA de variantes Z: La unién de variantes Z a FcRn se analiz6 en ensayos ELISA. Se
recubrieron placas de ELISA de 96 pocillos de media area con 2 pg/ml de un anticuerpo de cabra anti-ABD
(producido internamente) diluido en tampon de revestimiento (carbonato de sodio 50 mM, pH 9,6) a 4 °C durante la
noche. La solucion de anticuerpo se separ6 y los pocillos se bloquearon con 100 pl de PBSC (PBS suplementado
con caseina al 0,5 %) durante 1,5 h a TA. La solucién de bloqueo se descartd y se afiadieron 50 pl de solucion
periplasmica, diluida 1:4, a los pocillos y se incubaron durante 1,5 h a TA con agitacion lenta. Las soluciones se
vertieron y los pocillos se lavaron cuatro veces con tampon PCT al 0,05 %, a pH 6,0 (tampon citrato de fosfato
Mcllvaines, pH 6,0, suplementado con Tween-20 al 0,05 %) o tampdn PCT al 0,05 %, a pH 7,4 (tampdn de fosfato
citrato de Mcllvaines, pH 7,4, suplementado con el 0,05 % de Tween-20). La proteina diana, FcRn humana
biotinilada, se afiadio a los pocillos en una serie de concentracion diluida 1:3 de 2 ug/ml (45 nM) a 0,3 ng/ml (6,9 pM)
diluida en tampén PCC, pH 6,0 o pH 7,4. (Tampdn fosfato citrato de Mcllvaines, pH 6,0 o pH 7,4, suplementado con
caseina al 0,5 %), respectivamente. Las placas se incubaron durante 1,5 h a TA seguido de lavados como se ha
descrito anteriormente. Se diluyd HRP conjugada con estreptavidina (Thermo Scientific, n.® cat. N100) 1:30.000 en
tampon PCC, pH 6,0 o pH 7,4, respectivamente, y se afiadié a los pocillos seguido de 45 min de incubacion.
Después del lavado como se ha descrito anteriormente, se afiadieron 50 pl de sustrato ImmunoPure TMB (Thermo
Scientific, n.° de cat. 34021) a los pocillos y las placas se trataron segun las recomendaciones del fabricante. La
absorbancia se midié a 450 nm utilizando un lector de placas de multiples pocillos, Victor® (Perkin Elmer). Se utilizd
una variante Z que unia una proteina irrelevante como control negativo y se cre6 un blanco omitiendo el paso
periplasmico. Se uso6 una variante Z que se unié a FcRn en un experimento previo (Z07918, SEQ ID NO: 707) como
control positivo. Los valores medidos se analizaron utilizando GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, LaJolla, CA,
EE. UU.) y regresion no lineal con el fin de determinar las afinidades (Kp) de las interacciones.

Analisis de especificidad ELISA de variantes Z: En otro experimento ELISA, se probaron las especificidades de las
variantes Z analizandolas frente a 2 ug/ml de proteinas biotiniladas humanas B2M, PSMA (producidas internamente)
e IgG (policlonal, Pharmacia, Suecia) y frente a tampén PCC a pH 6,0 o pH 7,4, respectivamente. El ensayo se
realizé a pH 6,0 y a pH 7,4, respectivamente, como se ha descrito anteriormente. Las proteinas biotiniladas o el
tampon se afadieron a los pocillos en lugar de FcRn en la etapa de la proteina diana.

Resultados

Seleccion de presentacion en fagos de variantes Z de union a FcRn: Se obtuvieron clones individuales después de
cuatro ciclos de selecciones de presentacion en fago frente a FcRn humano biotinilado.

Secuenciacion: La secuenciacion se realizé en clones recogidos al azar de la ronda de seleccion cuatro. Cada
variante Z recibié un numero de identificacion Unico ###### y las variantes individuales se conocen como Z##HHH:.
Las secuencias de aminoacidos de las variantes Z de 58 restos de aminoacidos de largo se enumeran en la Figura 1
como SEQ ID NO: 707-722 y SEQ ID NO: 1059.

Los motivos de unién de FcRn deducidos de estas variantes Z se enumeran en la Figura 1 como SEQ ID NO: 1-16 y
SEQ ID NO: 353. Las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos de 49 aminoacidos de longitud que se predijo
que constituirian el paquete completo de tres hélices dentro de cada una de estas variantes Z se enumeran en la
Figura 1 como SEQ ID NO: 354-369 y SEQ ID NO: 706.

Ensayos ELISA con variantes Z: Se produjeron dieciséis clones como proteinas de fusion ABD en E. coli. Las
fracciones periplasmicas se usaron en un ELISA frente a una dilucién en serie de FcRn humano. Los clones fueron:
Z07909 (SEQ ID NO: 719), 207918 (SEQ ID NO: 707), Z07930 (SEQ ID NO: 712), 207960 (SEQ ID NO: 710),
Z10109 (SEQ ID NO: 709), 210111 (SEQ ID NO: 714), Z10127 (SEQ ID NO: 718), Z10129 (SEQ ID NO: 715),
Z10140 (SEQ ID NO: 711), 210141 (SEQ ID NO: 716), Z10145 (SEQ ID NO: 721), Z10152 (SEQ ID NO: 720),
Z10156 (SEQ ID NO: 717), Z10161 (SEQ ID NO: 722), Z10183 (SEQ ID NO: 713) y Z10193 (SEQ ID NO: 708). Los
valores de Kp se determinaron para todas las variantes a pH 6,0 y para tres variantes a pH 7,4 (Tabla 1). Para trece
variantes, no se obtuvieron datos para un analisis de Kp a pH 7,4. Ninguna de las dieciséis variantes mostraba unién
no especifica cuando se analizaba contra B2M humana, IgG o PSMA.
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Tabla 1. Analisis de ELISA Kp de variantes Z-ABD en fracciones periplasmicas de E. coli.

Variante Z SEQID NO: Ko pH 6,0 (M) Kp pH 7,4 (M)
Z07909 719 24,5%x 107 n.d.
207918 707 2,0 x 10° 10,9 x 10”
207930 712 10,4 x 10™ n.d.
Z07960 710 6,0 x 10™ n.d.
210109 709 3,9 x 10" 23,9 x 10"
Z10111 714 11,4 x 10° n.d.
210127 718 21,3 x 10" n.d.
210129 715 17,6 x 10° n.d.
210140 711 8,8 x 10" n.d.
210141 716 21,2 x 10" n.d.
210145 721 42,0 x 10° n.d.
210152 720 24,6 x 10™ n.d.
210156 717 21,3 x 10" n.d.
210161 722 163,0 x 10 n.d.
210183 713 10,9 x 10” n.d.
210193 708 2,3x10° 25,9 x 10"

n.d.= no determinable
Ejemplo 3
Produccion y caracterizacion de variantes Z de unién a FcRn

En este ejemplo, se produjeron diecisiete variantes Z en E. coli, se purificaron y se analizaron frente a FcRn humano
en Biacore. Un subconjunto de dichas variantes también se analizé6 frente a FcRn de raton. Se realizé
espectroscopia de dicroismo circular (CD) para un subconjunto de variantes Z para la investigacion de su estructura
secundaria.

Materiales y métodos

Subclonacién de variantes Z: EI ADN de diecisiete variantes de union a FcRn Z (SEQ ID NO: 707-722 y SEQ ID NO:
1059) se amplificé a partir del vector de biblioteca pAY02592. Se aplicdé una estrategia de subclonacion para la
construccion de moléculas monomeéricas de variantes Z con la etiqueta Hisg N-terminal usando técnicas de biologia
molecular estandar (esencialmente como se describe en detalle en el documento W0O2009/077175 para variantes Z
que se unen a otra diana). Los fragmentos del gen Z se subclonaron en el vector de expresion pAY01448 dando
como resultado la secuencia codificada MGSSHHHHHHLQ-[Z##H#H#H#]-VD.

Ademas, la variante de union a FcRn 207918 (SEQ ID NO: 707), pero comenzando con los aminoacidos AE en lugar
de VD y denominada Z11948 (SEQ ID NO: 1060), se clon6 como construcciones homodiméricas con dos
enlazadores diferentes entre las variantes Z y seguido por una etiqueta Hiss C-terminal. Esto se realiz6 usando
métodos de biologia molecular convencionales que incluyen la amplificacion de ADN, la restriccién con enzimas de
restriccion adecuadas y la ligacion del ADN. Los dos enlazadores se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific. Los
fragmentos del gen Z se subclonaron en el vector de expresion (origen pET-26, Novagen) dando como resultado la
secuencia codificada [Z#HHH#]-GT-(G4S)-PR-[Z#HH#HH#]-LEHHHHHH y [Z###HH]-GT-(G4S)s-[Z####H]-LEHHHHHH,
respectivamente.

Cultivo y purificacion: Células E. coli BL21 (DE3) (Novagen) se transformaron con plasmidos que contienen el
fragmento del gen de cada variante Z de unién a FcRn respectiva y se cultivaron a 37 °C en 800 o 1000 ml de medio
TSB-YE suplementado con 50 pg/ml de kanamicina. A una DOeoo = 2, se afiadié IPTG para inducir la expresion a
una concentracion final de 0,17 0 0,2 mM y el cultivo se incubé a 37 °C durante otras 5 h. Las células se cosecharon
por centrifugacion.
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Aproximadamente 2-5 g de cada sedimento celular se resuspendieron en 10-25 ml de tampon de union (fosfato
sédico 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM, pH 7,4) suplementado con Benzonase® (Merck, n.° de cat.
1.01654.0001) a una concentracion de 15 U/ml y lisozima (Sigma, n.° de catalogo L-7651) a una concentracion de
0,5 mg/ml. Después de la rotura celular mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion o sonicacion, los restos
celulares se eliminaron por centrifugacion y cada sobrenadante se aplicé en una columna Suvi GraviTrap IMAC de 1
ml (GE Healthcare, n.° de catalogo 11-0033-99). Los contaminantes se eliminaron mediante lavado con tampdn de
lavado (fosfato sédico 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 o 60 mM, pH 7,4) y las variantes Z de unién a FcRn se
eluyeron posteriormente con tampon de elucién 1 (fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, imidazol 250 mM,
pH 7,4) o tampdn de elucion 2 (acido acético 0,1 M, cloruro de sodio 0,5 M, pH 4,5). Las variantes Z purificadas se
intercambiaron en tampdn a PBS usando columnas PD-10 (GE Healthcare), segun el protocolo del fabricante. Las
concentraciones de proteina se determinaron midiendo la absorbancia a 280 nm, usando un espectrofotdmetro
NanoDrop® ND-1000, y usando el coeficiente de extincion de la proteina respectiva. La pureza de las variantes Z de
union a FcRn se analizé6 mediante SDS-PAGE tefiida con azul de Coomassie. La identidad de cada variante Z de
unién a FcRn purificada se confirmé usando analisis LC/MS.

Anadlisis de CD: Las variantes Z marcadas con Hisg purificadas se diluyeron a 0,5 mg/ml en PBS. Para cada variante
Z diluida, se obtuvo un espectro de CD a 250-195 nm o 250-190 nm a 20 °C. Ademas, se realizdé una medicién de
temperatura variable (VTM) para determinar la temperatura de fusion (Tm). En la VTM, la absorbancia se midi6 a
221 nm mientras que la temperatura se elevo de 20 a 90 °C, con una pendiente de temperatura de 5 °C/min. Se
obtuvo un nuevo espectro de CD a 20 °C después del procedimiento de calentamiento para estudiar la capacidad de
replegamiento de las variantes Z. Las mediciones de CD se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco
Scandinavia AB) usando una celda con una longitud de camino 6ptico de 1 mm.

Analisis de union y cinético de Biacore: La interaccion de las variantes Z marcadas con Hisg que se unen a FcRn con
FcRn humano se analizé en un instrumento Biacore 2000 (GE Healthcare). EI FcRn humano se inmovilizd en una
célula de flujo sobre la capa de dextrano carboxilada de una superficie del chip CM5 (GE Healthcare). La
inmovilizacién se realizé usando quimica de acoplamiento de amina segun el protocolo del fabricante y utilizando
HBS-EP (GE Healthcare) como tampoén de carrera. Una superficie de la célula de flujo en el chip se activd y se
desactivd para usarla como blanco durante las inyecciones de analito. En los dos experimentos de unién
presentados a continuacion, se us6 tampén de fosfato citrato de Mcllvaines a pH 6,0 suplementado con Tween-20 al
0,005 % (PCT al 0,005 %) como tampdn de carrera. En todos los experimentos, se us6 una velocidad de flujo de 50
pI/min.

En un experimento, la disociacién a pH 6,0 se comparé con la disociacién a pH 7,4. Las variantes Z marcadas con
Hiss y una IgG1 monoclonal humana se diluyeron en tampoén de carrera hasta una concentracion final de 250 nM o
2,5 nM, respectivamente, y se inyectaron sobre el chip FcRn durante 1 minuto usando el procedimiento de
coinyeccion. La segunda inyeccion del procedimiento de coinyeccion, que representa la fase de disociacion de las
interacciones, contenia tampon de carrera (pH 6,0) o PCT al 0,005 %, pH 7.,4. Las variantes Z se dejaron disociar
durante 1 minuto, excepto Z07918 y Z10193, que se dejaron disociar durante 4 minutos, antes de un equilibrio de la
superficie durante 5 minutos en tampoén de carrera. La IgG se dejo disociar durante 4 minutos antes del equilibrio.
Las inyecciones de tampodn se realizaron de manera similar; coinyeccion de tampoén pH 6,0 seguido de pH 6,0 o
coinyeccion de tampon pH 6,0 seguido de pH 7,4. Los resultados se analizaron en el software BiaEvaluation 4.1 (GE
Healthcare). Las curvas de la superficie en blanco se restaron de las curvas de la superficie del ligando. Ademas, las
curvas de las inyecciones de tampén se sustrajeron de las curvas las variantes Z y de las curvas de IgG para ajustar
los efectos del tampén.

En otro experimento, se determinaron las constantes cinéticas aproximadas (kon Y Koff) ¥ las afinidades (Kp) para un
subconjunto de variantes Z marcadas con Hiss. Se inyectaron tres concentraciones de las variantes Z durante 1
minuto seguido de disociacion en tampén de carrera durante 1 minuto. Las superficies se equilibraron con tampdén
de carrera durante 7,5 minutos antes del inicio del siguiente ciclo. Las concentraciones inyectadas fueron 675 nM,
225nMy 75 nM (210140, Z10156 y Z10183) 0 225 nM, 75 nM y 25 nM (207918 y Z10193). Las constantes cinéticas
se calcularon a partir de los sensogramas utilizando el modelo de Langmuir 1:1 del software BiaEvaluation 4.1 (GE
Healthcare).

En un experimento separado, la afinidad de las interacciones de las variantes Z con hFcRn (SEQ ID NO: 1065) y
mFcRn (SEQ ID NO: 1070), respectivamente, se midi6é tanto a pH 6,0 como a pH 7,4 en un instrumento Biacore
3000 (GE Healthcare). hFcRn y mFcRn se produjeron esencialmente como se describe en el Ejemplo 1 pero usando
células 3T3 de ratén en lugar de células SKOV-3 humanas para la producciéon de mFcRn, y se inmovilizaron en
células de flujo separadas en un chip CM5 en tampdn de acetato a pH 4,65. El nivel de inmovilizacién fue de
aproximadamente 1000 UR para ambos receptores. Se cred una célula de flujo de referencia mediante activacion y
desactivacion. Se utilizé el 0,005 % de PCT a pH 6,0 o 7,4 como tampon de carrera y para la dilucion de los analitos.
Todos los andlisis se realizaron a 25 °C. Las constantes de afinidad para las variantes Z marcadas con Hiss Z07918
(SEQ ID NO: 707), Z07960 (SEQ ID NO: 710) y Z10193 (SEQ ID NO: 708) se determinaron inyectando una serie de
diluciones de 1024 nM a 0,5 nM (pH 6,0) o de 10240 nM a 5 nM (pH 7,4). Las afinidades se obtuvieron utilizando el
software GraphPad Prism 5, usando un modelo de saturaciéon de unién de un sitio.

Ensayo de bloqueo de AlphaLISA: El potencial de las variantes Z para inhibir la uniéon de IgG a FcRn se analiz6 en
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un ensayo AlphaLISA con un lector multiplaca EnSpire 2300 (Perkin Elmer). Se inmovilizé IgG humana (Roactemra)
en perlas aceptoras AlphaLISA (Perkin Elmer, n.° de catalogo 6772002) segun las recomendaciones del fabricante.
Se realizaron diluciones en serie escalonadas 1:3 de variantes Z marcadas con His hasta concentraciones finales de
250 nM a 38 pM en una placa de 384 pocillos (Perkin Elmer, n.° de cat. G6005350) y se incubaron durante 45 min
con FcRn humano biotinilado 10 nM (Biorbyt, n.° de catalogo orb84388; biotinilado esencialmente como se describe
en el Ejemplo 2) en tampon AlphaLISA (Perkin Elmer, n.° de catalogo ALOOOF) ajustado a pH 6,0 usando HCI. Se
afiadieron perlas de receptor revestidas con IgG hasta una concentracion final de 10 pM y se incubaron durante 45
minutos. Finalmente, se afadieron perlas donadoras recubiertas con estreptavidina (Perkin Elmer, n.° de catalogo
6772002) a una concentracion final de 40 ug/ml y se incubaron durante 30 minutos. Todas las incubaciones se
realizaron a temperatura ambiente en oscuridad. La placa se analiz6 en el instrumento EnSpire y los valores de CI50
se calcularon usando GraphPad Prism 5.

Resultados

Cultivo y purificacion: Las diecisiete variantes Z de unién a FcRn (SEQ ID NO: 707-722 y SEQ ID NO: 1059),
construidas con la etiqueta Hisg N-terminal, se produjeron en E. coli. La cantidad de proteina purificada IMAC de
aproximadamente 2-5 g de sedimentos bacterianos, determinada espectrofotométricamente midiendo la absorbancia
a 280 nm, varié de aproximadamente 10 mg a 20 mg para las diferentes variantes Z de unién a FcRn. El analisis
SDS-PAGE de cada preparacion de proteina final mostré que estos contenian predominantemente la variante Z de
union a FcRn. La identidad correcta y el peso molecular de cada variante Z de unién a FcRn se confirmaron
mediante analisis HPLC-MS.

Analisis de CD: Los espectros de CD determinados para seis variantes Z mostraron que cada una tenia una
estructura a-helicoidal a 20 °C. Este resultado también se verificé en las mediciones de temperatura variables, en las
que se determinaron las temperaturas de fusién (Tm) (Tabla 2). Se observé un plegamiento reversible para las seis
variantes Z al superponer espectros medidos antes y después de calentar a 90 °C.

Tabla 2. Temperaturas de fusion para una seleccion de variantes Z.

Variante Z SEQID NO: Tm (°C)
Z07909 719 56
207918 707 49
Z07930 712 56
Z07960 710 58
Z10109 709 61
Z10193 708 59

Andlisis de union y cinético de Biacore: La union de diecisiete variantes Z al FcRn humano y la disociacion a
diferentes pH se probaron en un instrumento Biacore inyectando secuencialmente cada una de las variantes Z a pH
6,0 y tampdn a pH 6,0 o pH 7,4 sobre una superficie de chip que contiene FcRn. El nivel de inmovilizaciéon del
ligando de la superficie fue de 1668 UR de FcRn humano. Las diecisiete variantes Z mostraron unién a FcRn a pH
6,0, y para todas las variantes, se observaron velocidades de liberaciéon mas rapidas a pH 7,4 en comparacion con
pH 6,0. El resultado para IgG fue similar, mostrando una tasa de eliminacion mas rapida a pH 7,4. Las variantes
Z07918 y Z10193 mostraron las curvas de disociacion mas lentas. Los sensogramas para un subconjunto de
variantes e IgG se muestran en la Figura 2 A-E.

Tabla 3. Constantes cinéticas de Biacore y afinidades para la unién de hFcRn a pH 6,0.

Variante Z SEQID NO: kon (M7's™) koft (™) Ko (M)

207918 707 1,4 x 10° 0,022 1,6 x 107
210140 711 1,4 x 10° 0,12 8,6 x 107
210156 717 7,6 x 10° 0,28 3,7 x 107
210183 713 1,0 x 10° 0,13 1,3x 107
210193 708 1,5 x 10° 0,033 2,2x10°
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Se determinaron las constantes cinéticas de cinco variantes Z que interactian con FcRn a pH 6,0 (véase la Tabla 3).
El nivel de inmovilizacion de la superficie fue de 2015 UR de FcRn humano. Para cada variante Z, las constantes
cinéticas se calcularon usando un conjunto de curvas de tres concentraciones inyectadas.

Las constantes de afinidad (Kp) también se determinaron para las variantes Z marcadas con Hiss Z07918 (SEQ ID
NO: 707), Z07960 (SEQ ID NO: 710) y Z10193 (SEQ ID NO: 708) que interactian con FcRn humano y de ratén a pH
6,0 y pH 7,4 (Tabla 4). Para las tres variantes, los valores de Kp fueron inferiores a pH 6,0 en comparacién con pH
7.4.

Tabla 4. Afinidad de Biacore por hFcRny mFcRn a pH 6,0 y pH 7,4.

Variante Z SEQID NO: Ko (M) hFcRn Kp (M) mFcRn

pH 6,0 pH 7,4 pH 6,0 pH 7,4
207918 707 1,2 %107 >5x 107 9,0 x 107 >5x 107
207960 710 5,0 x 107 >1 x 10 3,5x 107 >5x 10
210193 708 1,4 x 10® >5 % 107 9,5x10° >5 % 107

Tabla 5: Valores calculados de CI50 del ensayo de bloqueo AlphaLISA

Variante Z SEQ ID NO de la variante Z CI50 (M)
Z07909 719 4,6 x10°
207918 707 2,1x10°
207930 712 42 x10°
Z07960 710 42 x10°
210109 709 57 x10°
Z10111 714 4,6 x10°
210140 711 5,6 x 10°
210183 713 3,9x10°
210193 708 1,2 %107
Z13993 1059 1,3 %107

Z11948-G4S-Z211948 1060 3,8x10™
Z11948-(G4S)3-Z211948 1060 41x10™

Ensayo de bloqueo de AlphalLISA: La capacidad de diecisiete variantes Z monoméricas marcadas con Hisg (SEQ ID
NO: 707-722 y SEQ ID NO: 059) y dos variantes diméricas, Z11948-G4S-Z11948 y Z11948-(G4S) 3-Z11948 para
inhibir la union de IgG a FcRn se probd en un ensayo de bloqueo AlphaLISA. Las diluciones en serie de las variantes
Z se incubaron con FcRn humano biotinilado y se midi6 la capacidad de bloqueo de cada variante respectiva
después de la adicion de perlas aceptoras revestidas con IgG y posteriormente perlas donadoras recubiertas con
estreptavidina. La inhibicién podria medirse como una disminucién en los recuentos de AlphaLISA para las variantes
Z positivas. Los valores de CI50 calculados para las diez variantes monoméricas y las dos variantes diméricas que
se demostré que bloquean la union de IgG a FcRn en este ensayo se muestran en la Tabla 5.

Ejemplo 4
Union de variantes Z de union a FcRn a células Hela transfectadas con FcRn/eGFP humanas o de ratén

En este ejemplo, se investigo la capacidad de unién de las variantes Z de union a FcRn. Se describe la produccion
de células HelLa que expresan el transgén del gen FcRn-eGFP humano y murino y el uso de estas células para el
analisis de citometria de flujo con variantes Z marcadas con Alexa647.
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Materiales y métodos

Clonacién de vectores virales FcRn-eGFP y B2M: Los genes que codifican FcRn murino (mFcRn, Genbank
BC003786.1, OpenBiosystems) y B2M murino (mB2M, Genbank BC085164.1, OpenBiosystems) se amplificaron de
forma similar a los genes para FcRn humano y B2M humana como se describe en el Ejemplo 1. Los genes FcRn y
B2M humanos y murinos se amplificaron de la siguiente manera: para hFcRn, se amplificé la secuencia que codifica
los aminoacidos 1-365 (SEQ ID NO: 1068); para hB2M, se amplificd la secuencia que codifica los aminoacidos 21-
119 (SEQ ID NO: 1066); para mFcRn, se amplificé la secuencia que codifica los aminoacidos 1-369 (SEQ ID NO:
1069); y para mB2M, se amplifico la secuencia que codifica los aminoacidos 21-119 (SEQ ID NO: 1067). El vector
pHR-cPPT-CMV-EGFP (Jakobsson et al. (2003) J Neurosci Res 73: 876-85) y los amplicones de PCR FcRn
(humano y murino) se cortaron usando las enzimas de restriccion BamHI (humano) o Bcll (murino) y Miul (New
England Biolabs, n.° de catalogo R0136M, RO160L y RO198L, respectivamente), y se ligaron usando ADN ligasa de
T4 (New England Biolabs, n.° de catalogo M0202M). La mezcla de ligacion se transformé quimicamente en E. coli
RRIAM15 y se extendidé sobre placas de ampicilina. Las colonias se recogieron y seleccionaron con pares de
cebadores adecuados. La construccion que codifica el péptido sefal original, FcRn humano y murino y eGFP en la
cola citoplasmica se verificaron por secuenciacion y se denominaron pHR-cPPT-CMV-hFcRn-eGFP y pHR-cPPT-
CMV-mFcRn-eGFP, respectivamente.

Los amplicones B2M de PCR humanos y murinos se insertaron en el plasmido pDONOR221 (Invitrogen, n.° de cat.
12536-017) por recombinacion usando el sistema Gateway (Invitrogen, n.° de catalogo 11789020, mezcla de enzima
Gateway® BP Clonase® Il) segun las recomendaciones del fabricante. Después de la verificacion de las secuencias
correctas, se insert6 B2M humana o murina en p2k7_gtc (Suter et al., supra) usando un sistema de clonacion
Gateway multisitio (Invitrogen, catalogo n.°11791020, mezcla de enzima Gateway® LR Clonase® II) junto con el
promotor que contiene el plasmido pENTR-CMV (Tai y col., supra), dando como resultado los vectores 2k7neo-CMV-
hB2M y 2k7,.c-CMV-mB2M, respectivamente.

Transduccion lentiviral de células Hela: Los pares de vectores 2k7,6,-CMV-hB2M y pHR-cPPT-CMV-hFcRn-eGFP o
2k7neo-CMV-mB2M y pHR-cPPT-CMV-mFcRn-eGFP se cotransfectaron junto con la envoltura VSV-G vy el plasmido
de empaquetamiento gag/pol en células HEK293T usando transfeccion con cloruro de calcio (Zufferey et al., supra,
Jakobsson et al. (2006), supra). Los sobrenadantes de cultivo HEK293T que contienen particulas lentivirales
formadas con transgenes FcRn y B2M, respectivamente, se usaron para transducir secuencialmente células de
adenocarcinoma HelLa Cervix (Cell Line Service) con un bajo niumero de pases. Las dos lineas celulares Hela
transducidas de forma estable se indican a continuacién hFcRn-eGFP (transducidas con genes para FcRn-eGFP y
hB2M humanas) y mFcRn-eGFP (transducidas con genes para FcRn-eGFP y mB2M de ratén).

Marcaje de Alexa647 de las variantes Z de unién a FcRn: Las tres variantes Z marcadas con Hiss 207918, Z07930 y
Z07960 se marcaron con éster del acido succinimidil carboxilico Alexa Fluor® 647 (Invitrogen, n.° de catalogo
A20106). Antes del marcaje, el tampdn se intercambié a tampén de carbonato 0,2 M, pH 8,3, usando unidades de
filtro centrifugo Vivaspin500 (MWCO 10 kDa, Vivaproducts n.° de catalogo 512-2838) centrifugado a 10.000 g. El
marcaje se realizé en el Vivaspin500 y se afadié 1 yl de colorante de succinimidil éster Alexa647 (40 ug/ul en
DMSO correspondiente a 1,3 x de exceso molar) a 200 ug/25 pl de variante Z. Las mezclas se incubaron a
temperatura ambiente en oscuridad durante 40 minutos en un mezclador giratorio. Las mezclas de reaccion se
pusieron posteriormente en hielo durante 3,5 horas y el colorante libre se eliminé mediante lavado con 15 x 100 pl
de PBS en Vivaspin500.

Tincién de inmunofluorescencia de células Hela transfectadas con FcRn-eGFP humanas y de raton con variantes Z
de unién a FcRn: Células HeLa hFcRn-eGFP y mFcRn-eGFP se recogieron por tripsinacion y se lavaron dos veces
en PBS a pH 6,0 antes del recuento. Se pipetearon 100.000 células por pocillo de una placa de 96 pocillos con fondo
en V (Nunc, n.° de catalogo 277143) y las células de la placa se sedimentaron posteriormente a 1700 rpm durante 4
minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se eliminaron y las células se fijaron con 50 pl de formaldehido al 2 % (Sigma
Aldrich, n.° de catalogo F8775) en PBS a pH 6,0 durante 10 min a temperatura ambiente. Después, las células se
lavaron con 2 x 100 pl de PBS a pH 6,0, se saturaron con caseina (PBSC) y se resuspendieron en PBSC mas
saponina al 0,1 % (AppliChem, n.° de catalogo A4518.0100) que contenia 620 nM de variantes Z marcadas con Hisg
marcadas con Alexa647; Z07960, Z07930 y Z07918. Las células HelLa transducidas, incubadas con tampén solo, se
usaron como control. Las células se incubaron durante 1 h a 8 °C en un agitador en oscuridad, se lavaron con 2 x
100 pl de PBSC y se resuspendieron en 180 pl de PBS a pH 6,0 mas BSA al 1 % (fraccion V, Merck, n.° de catalogo
1,12018). 0100). Se analizaron 10.000 células/pocillo en un citdmetro de flujo Gallios (Beckman Coulter) y los datos
se analizaron usando el software Kaluza (Beckman Coulter).

Resultados

El analisis de citometria de flujo se utilizd para determinar si las variantes Z de unién a FcRn podian unirse a FcRn
humano y/o de ratén en células Hela transducidas con FcRn/eGFP humanas o de ratén. El experimento se realizé a
pH 6,0 con Alexa647 marcado con Z07960, Z07930 y 207918 (SEQ ID NO: 710, 712 y 707, respectivamente). El
analisis de puntos (eje y: Alexa647, eje x: eGFP) mostrd que la poblacion de células transducidas podria dividirse en
poblacion positiva y negativa de FcRn-eGFP (Figura 3, puerta H e |, respectivamente) que indica expresion
heterogénea de proteina de fusién FcRn-FGF por células HelLa (Figura 3). En consecuencia, los valores medios de
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intensidad de fluorescencia (MFI) para Alexa647 en la puerta | se restaron por los valores de MFI de fondo de
Alexa647 en la puerta H. Los valores de MFI calculados se presentan en la Figura 4. Los resultados muestran que
Z07960, Z07930 y Z07918 pueden unirse a células HeLa que muestran FcRn-eGFP humanos (Figura 4 A) o murinos
(Figura 4 B).

Ejemplo 5
Bloqueo de la union de IgG a FcRn con la variante Z de union a FcRn Z07918

En este ejemplo, se investigd la competencia potencial de las variantes Z de uniéon a FcRn con IgG para la union a
FcRn en un ensayo basado en células. Dicha unién dara como resultado el bloqueo de la interaccion IgG-FcRn.

Materiales y métodos

Bloqueo de la tincion de inmunofluorescencia de IgG-FcRn: Se prepararon células HelLa transducidas con FcRn-
eGFP humana o murina como se describe en el Ejemplo 4. Las células fijas se resuspendieron en 50 pyl de una
mezcla de IgG humana o de ratén conjugada con Alexa647 100 nM (Jackson laboratories, n.° de catalogo 009-600-
003 y 015-600-003, respectivamente) y 1000, 100, 10, 1 o 0 (control de tampon) nM de Z07918 marcada con Hisg
diluida en PBS-caseina, pH 6,0, mas el 0,1 % de saponina (AppliChem). Las células se incubaron durante 1 h a
37 °C en un agitador en oscuridad, se lavaron con 2 x 100 ul de PBS-caseina a pH 6,0 y se resuspendieron en 180
pl de PBS, pH 6,0, mas BSA al 1 %. Se obtuvieron los datos de 10.000 células/pocillo (excepto unas pocas menos
células para migG-Alexa647 de raton 100 nM) usando un citémetro de flujo Gallios (Beckman Coulter) y los datos se
analizaron usando el software Kaluza (Beckman Coulter).

Resultados

El experimento se realizé para determinar si la variante Z de unién a FcRn 207918 (SEQ ID NO: 707) bloquea la
interaccion IgG-FcRn. Se incubaron células Hela transducidas con FcRn-eGFP humana o murina con IgG
conjugada con Alexa647 humana o de raton. La unién se bloqueé con Z07918 sin marcar a diferentes
concentraciones. Debido a la expresion heterogénea de FcRn por las células Hela transducidas (descritas en el
Ejemplo 4), los valores de MFI para Alexa647 en la puerta N de cada muestra se sustrajeron en los valores
correspondientes de MFI en la puerta M (Figura 5). El porcentaje de union de IgG Alexa647 se calcul6 dividiendo los
diferentes valores de MFI con el MFI para el blanco de control. Los resultados mostraron que Z07918 bloqueaba
eficazmente la unién de higG a hFcRn (Figura 6A) de una manera dependiente de la dosis. Ademas, Z07918
también bloqued la union de migG a mFcRn (Figura 6B) aunque de manera menos eficiente en comparacion con la
union de higG.

Ejemplo 6
Estudio farmacocinético de tres variantes Z de unién a FcRn

En este ejemplo, se investigo la capacidad de las variantes Z de unién a FcRn para prolongar la semivida en suero
de una variante Z inespecifica mediante un estudio farmacocinético realizado en ratones.

Materiales y métodos

Subclonacién de variantes Z: Se sometié un subconjunto de variantes Z (207918, Z07960 y Z10193) a una segunda
subclonacion. El ADN de las variantes subclonadas marcadas con Hisg en el Ejemplo 3 se us6 como molde. Primero,
se realiz6 la amplificacion por PCR usando pares de cebadores adecuados para crear genes que codifican variantes
Z comenzando con los aminoacidos AE en lugar de VD. Las variantes Z mutadas se enumeran en la Figura 1 y se
denominaron Z11948 (SEQ ID NO: 1060), Z11946 (SEQ ID NO: 1061) y Z11947 (SEQ ID NO: 1062), que
corresponden a 207918, Z07960 y Z10193 mutadas, respectivamente. Los genes que codifican las nuevas variantes
Z se escindieron por restriccion y se ligaron en un vector que alberga los genes que codifican la variante de union a
albumina PP013 (SEQ ID NO: 1063) y 203638 (SEQ ID NO: 1064) con secuencias espaciadoras que producen una
codificacion de fusion génica [Z#HHHH]-GAP(G4S)4TS-[PP013]-GT(G4S)sPR-[Z03638] (también denominado
"ZH#HHAH-PP013-203638" o "Variante Z en fusion con PP013-Z03638"). La molécula de control negativo [Z03638]-
GAP(G4S)4TS-[PP013] se subcloné de forma similar ligando Z03638 a un vector que contiene un enlazador (G4S)s y
la secuencia para PP013. Las etapas posteriores para la transformacion del vector en E. coli se realizaron como en
el Ejemplo 3.

Cultivo y purificacion: Las variantes Z en fusién con PP013-Z03638 se produjeron en E. coli como se describe en el
Ejemplo 3. Aproximadamente 3 g de cada sedimento celular se resuspendieron en 30 ml de tampon TST (Tris-HCI
25 mM, 1 mM) EDTA, NaCl 200 mM, Tween20 al 0,05 %, pH 8,0) suplementado con Benzonase® (Merck). Después
de la rotura de las células mediante sonicacion y clarificacion por centrifugacion, cada sobrenadante se aplicé sobre
una columna de flujo de gravedad con 5 ml de agarosa inmovilizada con un ligando anti-ABD (producido
internamente). Después de lavar con tampén TST y tampdn NHsAc 5 mM, pH 5,5, las variantes Z se eluyeron con
HAc 0,1 M. Se afadié acetonitrilo (ACN) a una concentracion final del 10 % a las fracciones eluidas de la etapa de
purificacion por cromatografia de afinidad de agarosa anti-ABD y las muestras se cargaron en una columna
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Resource 15RPC de 3 ml (GE Healthcare), previamente equilibrada con disolvente A de RPC (0,1 % de &cido
trifluoroacético (TFA), 10 % de ACN, 90 % de agua). Después del lavado en columna con disolvente A de RPC, la
proteina unida se eluyé con un gradiente lineal del 0-50 % de disolvente B de RPC (0,1 % de TFA, 80 % de ACN,
20 % de agua) durante 60 ml. Las fracciones que contenian la variante Z pura se identificaron mediante analisis
SDS-PAGE y se agruparon. Después de la purificacion RPC, el tampon de los grupos reunidos se cambié por PBS
usando una columna de desalacién HiPrep 26/10 (GE Healthcare). Finalmente, las variantes Z se purificaron en
columnas rojas EndoTrap de 1 ml (Hyglos, n.° de catalogo 321063) para garantizar un bajo contenido de endotoxina.

Las concentraciones de proteina, purezas y la identidad de cada variante Z purificada se analizaron como se
describe en el Ejemplo 3.

Andlisis Biacore: Las variantes Z expresadas y purificadas fusionadas a PP013-Z03638 se analizaron frente a FcRn
humano a pH 6,0 esencialmente como se describe para el analisis cinético en el Ejemplo 3. Las variantes Z y el
control negativo Z03638-PP013 se inyectaron a 40 nM, 160 nM y 640 nM durante 1 minuto seguido de disociacion
durante 2,5 minutos y equilibrio durante 1 minuto. Las constantes cinéticas y las afinidades se determinaron para las
variantes Z usando el software BiaEvaluation.

Estudio farmacocinético: Z11947, Z11946 y Z11948 fusionados a PP013-Z03638 se administraron por via
intravenosa (i.v.) a ratones NMRI machos (Charles River, Alemania) a una dosis de 92 nmol/kg de peso corporal. Se
obtuvieron sueros de grupos de tres ratones a las 0,08, 6, 18, 78, 120, 168 y 240 horas. La concentracion de la
variante Z respectiva se determiné mediante ELISA.

ELISA: Se recubrieron placas ELISA de 96 pocillos de media area durante la noche con 50 ul/pocillo de un
anticuerpo de cabra especifico para Z (producido internamente) diluido a 4 pg/ml en tampoén de recubrimiento
(carbonato de sodio 50 mM, pH 9,6). La solucion de anticuerpo se separé por vertido y los pocillos se bloquearon
con 100 uyl de PBSC durante 1,5 h a TA. Los sueros se diluyeron en PBSC mas suero de ratén al 1 % (matriz) de
1:100 a 1:51.200 en una dilucion en serie doble en una placa de diluciones. Se incluyeron en cada placa una
valoracion patrén para la variante Z respectiva y cuatro controles de calidad (control muy bajo, bajo, medio y alto)
diluidos en matriz. Se transfirieron 50 pl de las diluciones por pocillo y las placas de ELISA se incubaron durante 1,5
h a TA. Las placas se lavaron cuatro veces con PBST. Se detectaron variantes Z unidas con 50 pl/pocillo de Ig anti-
PP013 de conejo (producida internamente) diluida a 4 ug/ml en PBSC. Las placas se incubaron posteriormente
durante 1,5 h a TA seguido de lavados como se ha descrito anteriormente. Se afiadi6 HRP de burro anti-conejo
conjugada con HRP obtenida de los laboratorios Jackson (n.° de catalogo 711-035-152), diluida a 1:20.000 en
PBSC, y las placas se incubaron durante 1 hora. Después del lavado como se ha descrito anteriormente, se
afnadieron 50 pl de sustrato ImmunoPure TMB a los pocillos y las placas se revelaron segun las recomendaciones
del fabricante. Después de 15 minutos de revelado, la absorbancia se midié a 450 nm usando un lector de placas de
multiples pocillos (Victor3). Los valores de absorbancia se analizaron usando GraphPad Prism 5 para determinar las
concentraciones (ajuste de curva cubica) y el area bajo la curva (AUC). Las concentraciones se representaron como
sus logaritmos naturales frente al tiempo. Las curvas resultantes siguieron un modelo de dos compartimentos y la
semivida terminal se calculé como In2 dividido por la pendiente en funcién de los tres Ultimos puntos temporales.

Resultados

Cultivo y purificacion: Las tres variantes Z de uniéon a FcRn Z11947, 211946 y 211948 (SEQ ID NO: 1062, 1061 y
1060), construidas como Z#####-PP013-203638, y el control negativo Z03638-PP013, se produjeron en E. coli. La
cantidad de proteina purificada de aproximadamente 3 g de granulos bacterianos, determinada
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 280 nm, vari6 de aproximadamente 10 a 25 mg para las
diferentes variantes Z de unién a FcRn. El analisis de SDS-PAGE de cada preparacion de proteina final mostré que
contenian predominantemente la variante Z de unién a FcRn respectiva. El peso molecular correcto de cada variante
Z de unién a FcRn se confirmd mediante analisis LC/MS.

Tabla 6. Constantes cinéticas y afinidades para FcRn a pH 6,0 de variantes Z producidas como fusiones a PP013-
Z03638.

Variante Z SEQID NO: kon (M7's™) Koit (87) Ko (M)

211948 1060 7,73 x10° 0,047 6,2 x 10°
211946 1061 3,35 x10° 0,275 8,2 x 107
211947 1062 6,54 x 10° 0,064 9,8 x10°

Analisis Biacore: La uniéon a FcRn se analizé para las tres variantes Z fusionadas con PP013-Z03638. El nivel de
inmovilizacion de la superficie fue de 548 UR de FcRn humano. Las constantes cinéticas aproximadas resultantes y
las afinidades para la diana de union a pH 6,0 se muestran en la Tabla 6. Las curvas ajustadas se muestran en la
Figura 7A-C. El control negativo Z03638-PP013 fue negativo contra FcRn.
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Estudio farmacocinético: Los perfiles farmacocinéticos de las construcciones Z mencionadas anteriormente
fusionadas con PP013-Z03638 se compararon con el control negativo Z03638-PP013 en un estudio farmacocinético
de raton. En trabajos anteriores, por ejemplo, como se describe en la solicitud PCT W02009/016043, se demuestra
que las proteinas de fusion ABD tienen una semivida larga en el suero, causada por la unién de ABD a la albumina
sérica. Segun los resultados previos, la semivida terminal de la molécula variante Z fusionada con ABD (Z03638-
PP013) fue de aproximadamente 43 horas, que es comparable a la semivida de la albumina de ratéon (35 horas). Las
semividas terminales de las construcciones que contienen la molécula variante Z de unién a FcRn ademas de ABD
eran dos o tres veces mas largas (Figura 8). Las semividas terminales calculadas fueron de 99 horas (Z11947), 69
horas (Z11946) y 58 horas (Z11948), lo que sugiere que la unién a FcRn de las variantes Z contribuy6 a la semivida
prolongada.

Ejemplo 7
Disefio y construccién de una biblioteca de maduracion de variantes Z de union a FcRn

En este ejemplo, se construyd una biblioteca madura. La biblioteca se us6 para selecciones de variantes Z de union
a FcRn. Normalmente, se espera que las selecciones de bibliotecas maduras den como resultado, ligantes con
afinidad incrementada (Orlova et al., (2006) Cancer Res 66 (8): 4339-48). En este estudio, se generaron enlazadores
de cadena sencilla aleatorios usando sintesis de grupo dividido que permite la incorporacion de codones definidos
en posiciones deseadas en la sintesis.

Materiales y métodos

Disefio de la biblioteca: La biblioteca se basé en las dieciséis secuencias de las variantes Z de unién a FcRn
humano en la Tabla 1 y se ha descrito adicionalmente en los Ejemplos 2-6. En la nueva biblioteca, 13 posiciones
variables en el esqueleto de la molécula Z se polarizaron hacia ciertos restos de aminoacidos, segin una estrategia
basada principalmente en los motivos de unién de las variantes Z definidas en la SEQ ID NO: 707-722. Se genero
un enlazador de ADN usando sintesis de grupo dividido que contenia la hélice 1 y 2 parcialmente aleatoria de 147
pb de la secuencia de aminoacidos: 5-AA ATA AAT CTC GAG GTA GAT GCC AAA TAC GCC AAA GAA NNN NNN
NNN GCG NNN NNN GAG ATC NNN NNN TTA CCT AAC TTA ACC NNN NNN CAA NNN NNN GCC TTC ATC
NNN AAA TTA NNN GAT GAC CCA AGC CAG AGC TCATTATTT A-3' (SEQ ID NO: 1074; los codones aleatorios
se ilustran como NNN) flanqueados por sitios de restriccion Xhol y Sacl, se ordené a partir de DNA 2,0 (Menlo Park,
CA, EE. UU.). Las distribuciones tedricas de los restos de aminoacidos en la nueva biblioteca, que incluyen ocho
posiciones de aminoacidos variables (9, 10, 11, 13, 14, 24, 32 y 35) y cinco posiciones de aminoacidos constantes
(17, 18, 25, 27 y 28) en el andamiaje de la molécula Z se dan en la Tabla 8. El tamafio de la biblioteca tedrica
resultante es de 5,3 x 108 variantes.

Tabla 7: Disefio de la biblioteca para la maduracion.

Posicion de aminoacido Aleatorizacion (abreviaturas de N.° de Proporcion
en la variante Z aminoacidos) aminoacidos

9 ADEFHLKLN,QR,STVWY 16 1/16

10 ADEFHLKLMN,QR,STVWY 17 117

11 ADE,FHLKLN,QR,STVWY 16 1/16

13 ADEF,GHILKLN,QRSTVWY 17 117

14 AF.H (25 %),LKLLN,QR,S,TV,W)Y 14 3/52, 13/52 (H)
17 R 1 1

18 W 1 1

24 F.Y 2 1/2

25 D 1 1

27 R 1 1

28 \Y 1 1

32 ADEFHLKLN,QR,STVWY 16 1/16

35 ADEFHLKLN,QR,STVWY 16 1/16
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Construccion de la biblioteca: La biblioteca se amplificé utilizando la polimerasa AmpliTaq Gold (Applied Biosystems,
n.° de catalogo 4311816) durante 12 ciclos de PCR y los productos agrupados se purificaron con el kit de
purificacion QlIAquick PCR (QIAGEN, n.° de cat. 28106) segun las recomendaciones del proveedor. El grupo reunido
purificado de fragmentos de la genoteca aleatorizados se digirié con las enzimas de restriccion Xhol y Sacl-HF (New
England Biolabs, n.° de catalogo R0O146L y n.° de catalogo R3156M) y se concentrd usando un kit de purificacion de
PCR. Posteriormente, el producto se sometio a electroforesis preparativa en gel de agarosa al 2,5 % (Nuisieve GTC
agarosa, Cambrex, Invitrogen) y se purificé usando el kit de extraccion de gel QIAGEN (QIAGEN, n.° de cat. 28706)
segun las recomendaciones del proveedor.

El vector fagémido pAY02592 (esencialmente como pAffi1 descrito en Gronwall et al., supra) se restringié con las
mismas enzimas, se purificé usando extraccion con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol. Los fragmentos
restringidos y el vector restringido se ligaron en una relacion molar de 5:1 con ADN ligasa de T4 (Fermentas, n.° de
catalogo EL0011) durante 2 horas a temperatura ambiente, seguido de una incubacion durante la noche a 4 °C. El
ADN ligado se recuperdé mediante extraccion con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol, seguido de disolucion
en Tris-HCI 10 mM, pH 8,5. Por lo tanto, la biblioteca resultante en el vector pAY02592 codificé variantes Z, cada
una fusionada a un dominio de unién a la albumina (ABD) derivado de la proteina G estreptocdcica.

Las reacciones de ligacion (aproximadamente 160 ng de ADN/transformacion) se electroporaron en células E. coli
ER2738 electrocompetentes (50 pl, Lucigen, Middleton, WI, EE. UU.). Inmediatamente después de la
electroporacion, se afadié aproximadamente 1 ml de medio de recuperacion (suministrado con las células ER2738).
Las células transformadas se incubaron a 37 °C durante 60 min. Se tomaron muestras para la titulacion y para la
determinacion del numero de transformantes. Las células se agruparon posteriormente y se cultivaron durante la
noche a 37 °C en 1 | de medio TSB-YE, suplementado con glucosa al 2 %, tetraciclina 10 pg/ml y ampicilina 100
pg/ml. Las células se sedimentaron durante 7 minutos a 4000 g y se resuspendieron en una soluciéon de PBS/glicerol
(aproximadamente un 40 % de glicerol). Las células se dividieron en partes alicuotas y se almacenaron a -80 °C. Los
clones de la biblioteca de variantes Z se secuenciaron para verificar el contenido y evaluar el resultado de la
biblioteca construida en relacion con el disefio de la biblioteca. La secuenciacion se realizé como se describe en el
Ejemplo 1y se verific la distribucion de aminoacidos.

Preparacion de la soluciéon madre de fagos: Se preparé una solucion madre de fagos que contenia la biblioteca de
fagémidos en un fermentador de 20 | (Belach Bioteknik). Se inocularon células de una solucién madre de glicerol que
contenia la biblioteca de fagémidos en 10 | de TSB-YE (caldo de soja Tryptic-extracto de levadura, 30 g/l de TSB, 5
g/l de extracto de levadura) suplementado con 1 g/l de glucosa, 100 mg/l ampicilina y 10 mg/I de tetraciclina. Cuando
las células alcanzaron una densidad optica a 600 nm (DO600) de 0,6, se infectaron aproximadamente 1,5 | del
cultivo usando un exceso molar de 5 veces el fago auxiliar M13K07. Las células se incubaron durante 30 minutos,
después de lo cual el fermentador se llen6 hasta 10 | con medio de fermentacion complejo [2,5 g/l (NH4)2.SO4; 5,0 g/l
de extracto de levadura; 30 g/l de triptona, 2 g/l de KoHPO4; 3 g/l de KH2PO4, 1,25 g/l; NasCeHs07 - 2 H.O; agente
antiespumante Breox FMT30 0,1 ml/l]. Se afiadieron los siguientes componentes: 10 ml de carbenicilina 25 mg/ml; 5
ml de kanamicina 50 mg/ml; 1 ml de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido 1 M (IPTG); 17,5 ml/l de 300 g/l de MgSOQO, y
5 ml de una solucién de oligoelementos [35 g/l de FeCls - 6 H20; 10,56 g/l de ZnSO4 - 7 H20; 2,64 g/l de CuSO, . 5
H20; 13,2 g/l de MnSO4 - H0; 13,84 g/l de CaCl; - 2 H,0, disuelto en HCI 1,2 M]. Se inicié un cultivo discontinuo
alimentado con glucosa limitada donde se introdujo una solucién de glucosa de 600 g/l al reactor (3,5 g/h al inicio,
37,5 g/h después de 20 h y hasta el final del cultivo). El pH se controlé a pH 7 mediante la adicion automatica de
NH4OH al 25 %, se suplementé con aire (5 I/min) y el agitador se ajusté a 500 rpm. Después de 24 h de cultivo
discontinuo, la DOegg fue de 33,2. Las células en el cultivo se sedimentaron por centrifugacion a 15.900 g. Las
particulas del fago se precipitaron del sobrenadante dos veces en PEG/NaCl, se filtraron y se disolvieron en PBS y
glicerol como en el Ejemplo 2. Las soluciones de fago se almacenaron a -80 °C hasta su uso en la seleccion.

Resultados

Construccion de la biblioteca: La nueva biblioteca se disefié en base a un conjunto de 16 variantes Z de unién a
FcRn con propiedades de union verificadas (Ejemplo 2-6). El tamario tedrico de la biblioteca disefiada fue de 5,3 x
108 variantes Z. El tamario real de la biblioteca, determinado por titulacion después de la transformacién a células de
E. coli ER2738, fue de 4,5 x 10° transformantes.

La calidad de la biblioteca se probé por secuenciacion de 96 transformantes y por comparacion de sus secuencias
reales con el disefio tedrico. Se demostré que el contenido de la biblioteca real en comparacién con la biblioteca
disefiada era satisfactorio. De este modo, se construyé con éxito una biblioteca madura de ligantes potenciales para
FcRn.

Ejemplo 8
Seleccion y cribado de variantes Z de una biblioteca madura
Materiales y métodos

Seleccion de presentacion en fagos de las variantes Z de unién a FcRn maduras: Las proteinas diana FcRn
humanas (Biorbyt, n.° de catalogo orb84388) y FcRn murino (Biorbyt, n.° de catalogo orb99076) se biotinilaron
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esencialmente como se describe en el Ejemplo 2 usando biotina a un exceso 10 x molar. Las selecciones de
presentacion en fagos, usando la nueva biblioteca de moléculas variantes Z descrita en el Ejemplo 7, se realizaron
en cuatro ciclos contra FcRn humano o FcRn murino esencialmente como en el Ejemplo 2 pero con las siguientes
excepciones. Los tampones de seleccion fueron tampén PCTG al 0,1 %, pH 5,5 (tampdn de fosfato citrato
Mcllvaines, pH 5,5, suplementado con el 0,1 % de Tween-20 y del 0,1 % de gelatina) o tampon PCTG al 0,1 %, pH
7,4, (tampon de fosfato citrato Mcllvaines, pH 7,4, suplementado con el 0,1 % de Tween-20 y el 0,1 % de gelatina),
respectivamente. Antes de la seleccion, se afiadio HSA a los tampones de seleccidon hasta una concentracion final
de 1,5 pM. Todos los tubos y perlas usados en la seleccion se prebloguearon con cualquiera de los dos tampones
de seleccion diferentes. Se realizé una etapa de preseleccion, mediante incubacion de solucion madre de fago con
perlas SA durante 45 min, en el ciclo 1. Para la captura de complejos diana-fago, se usaron 1 mg de perlas por 1,1
Mg de FcRn humano biotinilado o 1,6 yg de FcRn murino biotinilado. Los lavados se realizaron con tampén PCT al
0,1 %, pH 5,5 o pH 7,4, excepto para las pistas 2-1-2-1 y 2-1-2-2, donde se us6 PCT al 0,1 % suplementado con IgG
25 nM (Herceptin®) o IgG 10 nM, respectivamente, como se describe en la Tabla 7.

Las cinco pistas (1-5) en el ciclo 1 se dividieron en el segundo a cuarto ciclo, lo que resulta en siete pistas (1-1 a 5-1)
en el ciclo 2, once pistas (1-1-1 a 5-1-1) en el ciclo 3 y catorce pistas (1-1-1-1 a 5-1-1-1) en el ciclo 4. Las particulas
del fago unido se eluyeron como se describe en el Ejemplo 2.

En la Tabla 8 se muestra una visidon general de la estrategia de seleccion, que describe una mayor rigurosidad en
ciclos posteriores, utilizando una concentracion diana reducida y un nimero mayor de lavados.

Tabla 8. Descripcion general de los datos de seleccion de maduracion.

cilo | Fisse | s delabbloeca | Spos | Cone | prde | pte | Mo,
o pista de seleccién lavados
1 1 Zlib006FcRn.| humana 100 7.4 7.4 2
1 2 Zlib006FcRn.| humana 100 7.4 55 2
1 3 Zlib006FcRn.| humana 25 55 55 4
1 4 Zlib006FcRn.| murina 100 7.4 7.4 2
1 5 Zlib006FcRn.| murina 100 55 55 2
2 1-1 1 humana 50 7.4 7.4 4
2 2-1 2 humana 50 7.4 55 4
2 2-2 2 humana 25 55 7.4 6
2 3-1 3 humana 5 55 7.4 4
2 3-2 3 humana 5 55 55 8
2 4-1 4 murina 50 7.4 55 2
2 5-1 5 murina 100 55 55 2
3 1-1-1 1-1 humana 10 7.4 7.4 8
3 1-1-2 1-1 humana 5 55 7.4 8
3 2-1-1 2-1 humana 10 7.4 55 8
3 2-1-2 2-1 humana 5 7.4 55 12
3 2-2-1 2-2 humana 10 7.4 55 12
3 2-2-2 2-2 humana 5 7.4 55 15
3 3-1-1 3-1 humana 1 55 7.4 8
3 3-2-1 3-2 humana 0,5 55 55 12
3 3-2-2 3-2 humana 0,25 55 55 16
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3 4-1-1 4-1 murina 10 7.4 55 6
3 5-1-1 5-1 murina 5 55 55 8
4 1-1-1-1 1-1-1 humana 1 7.4 7.4 12
4 1-1-1-2 1-1-1 humana 0,25 7.4 7.4 15
4 1-1-2-1 1-1-2 humana 0,5 7.4 55 15
4 1-1-2-2 1-1-2 humana 0,1 55 7.4 15
4 2-1-1-1 2-1-1 humana 1 7.4 55 15
4 2-1-1-2 2-1-1 humana 0,5 7.4 55 15
4 2-1-2-1 2-1-2 humana 0,25 7.4 55 20

' ’ ’ (+1gG)
4 2-1-2-2 2-1-2 humana 0,1 74 55 20

’ ’ ’ (+1gG)
4 2-2-1-1 2-2-1y 2-2-2 humana 0,5 55 7.4 15
4 2-2-2-1 2-2-1y 2-2-2 humana 0,5 7.4 55 20
4 3-1-1-1 3-1-1 humana 1 55 7.4 12
4 3-2-1-1 3-2-1y 3-2-2 humana 0,5 55 55 16
4 4-1-1-1 4-1-1 murina 1 7.4 55 12
4 5-1-1-1 5-1-1 murina 0,5 55 55 15

Amplificacion de particulas de fago: La amplificacion de particulas de fago entre el ciclo de seleccién 1y 2 se realizé
esencialmente como se describe en el Ejemplo 2, con las siguientes excepciones. E. coli ER2738 se us6 para la
amplificacion de fagos y se us6 el fago auxiliar M13KO07 en un exceso de 5 veces. La amplificacion de particulas de
fago entre los ciclos de seleccion 2 y 4 se realizé llevando a cabo la infeccion de bacterias en solucion de la
siguiente manera. Después de la infeccion de E. coli ER2738 en fase logaritmica con particulas de fago, se ahadié
TSB suplementado con glucosa al 2 %, 10 pyg/ml de tetraciclina y 100 pg/ml de ampicilina, seguido de incubacion
con rotacion durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion, las bacterias se infectaron con el fago auxiliar M13K07 en
un exceso de 5 veces. Las bacterias infectadas se sedimentaron por centrifugacion, se resuspendieron en medio
TSB-YE suplementado con 100 uM de IPTG, 25 pg/ml de kanamicina y 100 ug/ml de ampicilina y se dejaron crecer
durante la noche a 30 °C. Los cultivos crecidos durante la noche se sedimentaron en una centrifuga, y las particulas
de fago en el sobrenadante se precipitaron dos veces con tampén de PEG/NaCI. Finalmente, las particulas del fago
se volvieron a suspender en el tampdn de seleccion antes de entrar en el siguiente ciclo de seleccion.

En el ciclo de seleccion final, las bacterias en fase logaritmica se infectaron con eluato y se diluyeron antes de
esparcirlas en placas TBAB (30 g/l de agar sangre de triptosa, Oxoid n.° de cat. CMO233B) suplementado con 0,2
g/l de ampicilina para formar colonias individuales para su uso en la seleccion de ELISA.

Secuenciacion de ligantes potenciales: Se seleccionaron clones individuales de las diferentes pistas de seleccion
para la secuenciacion. Todos los clones corridos en la seleccién de ELISA se secuenciaron. La amplificacién de los
fragmentos del gen y el anadlisis de la secuencia de los fragmentos del gen se realizaron esencialmente como se
describe en el Ejemplo 2.

Seleccion de ELISA de variantes Z: Colonias individuales que contienen variantes Z (expresadas como proteinas de
fusion ABD de variante Z como se describe en el Ejemplo 2) se seleccionaron aleatoriamente de los clones
seleccionados de la biblioteca madura con FcRn y se cultivaron en cultivos de 1 ml esencialmente como se describe
en el Ejemplo 2. La preparacion de los sobrenadantes periplasmicos se realizé como en el Ejemplo 2 con ocho ciclos
de congelacion-descongelacion y las fracciones periplasmicas se usaron sin diluir en la seleccion de ELISA. Las
selecciones de ELISA se realizaron tanto a pH 6,0 como a pH 7,4 esencialmente como se describe en el Ejemplo 2
usando FcRn humano biotinilado a una concentracion de 2 nM en cada pocillo. La fraccion periplasmica del ligante
primario de FcRn Z10193 (SEQ ID NO: 708, analizado en los experimentos anteriores) se usé como control positivo.
El periplasma que contiene el resto ABD solo se usé como control negativo.

Anadlisis de la Kp por ELISA de variantes Z de union a FcRn: Una seleccion de ligantes de FcRn se sometié a un
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analisis de la respuesta frente a una dilucion en serie de FcRn humano biotinilado usando ELISA tanto a pH 6,0
como a pH 7,4 tal como se ha descrito anteriormente. Se afiadié FcRn humano biotinilado a una concentracién de
30 nM y se diluyé de forma gradual en 1:3 hasta 14 pM. Como control de fondo, todas las variantes Z también se
analizaron sin proteina diana afiadida. Se incluyeron muestras de periplasma que contenian el ligante primario de
FcRn 207918 (SEQ ID NO: 707) y se analizaron como control positivo. El periplasma que contiene el resto ABD solo
se us6 como control negativo. Los datos se analizaron usando GraphPad Prism 5 y se calcularon los valores de
regresion no lineal y de Kp (la mitad de la concentracion efectiva maxima).

Resultados
Seleccion de visualizacion de fagos de variantes Z de union a FcRn maduro:

La seleccion se realizé en un total de 14 pistas paralelas que contenian cuatro ciclos cada una. Las diferentes pistas
de seleccion difieren en la concentracion diana, el tipo diana (FcRn humano o FcRn murino), el tiempo de seleccion
y las condiciones de lavado.

Secuenciacion de ligantes potenciales: Se secuenciaron clones elegidos al azar. Cada variante Z individual recibio
un numero de identificacion, Z##HH#H#, como se describe en el Ejemplo 2. En total, se identificaron 445 nuevas
moléculas variantes Z Unicas.

Las secuencias de aminoacidos de las variantes Z de 58 restos de aminoacidos de longitud se enumeran en la
Figura 1 y en el listado de secuencias como SEQ ID NO: 723-1058. Los motivos de unién a FcRn deducidos de
estas variantes Z se enumeran en la Figura 1 y en el listado de secuencias como SEQ ID NO: 17-352. Las
secuencias de aminoacidos de los polipéptidos de 49 aminoacidos de longitud que se predijo que constituirian el
paquete completo de tres hélices dentro de cada una de estas variantes Z se enumeran en la Figura 1 y en el listado
de secuencias como SEQ ID NO: 370-705.

Seleccion de ELISA de variantes Z: Los clones obtenidos después de cuatro ciclos de seleccion se produjeron en
placas de 96 pocillos y se seleccionaron para determinar la actividad de unién a FcRn usando ELISA. Todos los
clones elegidos al azar se analizaron. A pH 6,0, se encontré que 333 de las 445 variantes Z Unicas dieron una
respuesta de 0,3 UA o mas (que corresponde al menos a 3 veces el control negativo) frente a FcRn humano a una
concentracion de 2 nM. A pH 7,4, se encontrd que 278 de las 445 variantes Z Unicas dieron una respuesta de 0,3 UA
o0 mas (que corresponde al menos a 3 veces el control negativo) frente a FcRn humano a una concentracion de 2
nM. Se encontraron clones con una sefial positiva contra FcRn humano en todas las pistas (incluidas las que tienen
un blanco murino) excepto 1-1-1-1. Los controles negativos tenian absorbancias de 0,070-0,096 UA (pH 6,0) y
0,060-0,112 UA (pH 7,4), respectivamente. La respuesta promedio de los controles en blanco fue de 0,070 UA (pH
6,0) y 0,062 (pH 7,4).

Analisis de Kp por ELISA de variantes Z de union a FcRn: Se selecciond un subconjunto de variantes Z basandose
en el resultado en el experimento ELISA descrito anteriormente (valor maximo de ELISA a pH 6,0 y/o pH 7,4) y se
sometié a una valoracion diana en formato ELISA. Las muestras de periplasma se incubaron con una diluciéon en
serie de FcRn humano biotinilado. También se analizé6 una muestra de periplasma con el ligante primario Z07918
(SEQ ID NO: 707) como control positivo. Los valores obtenidos se analizaron y se calcularon sus respectivos valores
de Kp (Tabla 9).

Tabla 9: Valores de Kp calculados a partir del andlisis de titulacion de ELISA de variantes Z-ABD a partir de la
maduracion.

. SEQID Ko pH 6,0 Ko pH 7,4 . SEQID Ko pH 6,0 Ko pH 7,4
Variante Z NO: (M) (M) Variante Z NO: (M) (M)

Z13573 723 1,1 x 107 3,8 x 107 Z13684 785 1,0 x 107 2,2x107
Z13574 724 1,2 x 107 5,0 x 107 Z13688 786 1,3x 107 2,1 x107
Z13577 725 9,9x 107 1,4 x 107 Z13691 787 1,8 x 107 2,7 x 107
Z13578 726 1,0 x 107 2,5x107 Z13692 788 1,3x 107 3,7 x 107
Z13579 727 1,2 x 107 5,3 x 107 Z13694 789 9,8 x 107 3,6 x 107
Z13581 728 1,1 x 107 3,3x 107 Z13695 790 1,8 x 107 5,3 x 107
Z13583 729 8,0x 107 1,5x 107 Z13697 791 1,2 x 107 2,4 x107
Z13585 730 1,2 x 107 1,7 x 107 Z13706 792 2,0 x 107 6,4 x 107
Z13586 731 1,2 x 107 2,3x107 Z13708 793 1,9 x 107 4.4 x107
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Z13587 732 1,4 x 107 6,9 x 107 Z13710 794 1,6 x 107 2,6 x 107
Z13588 733 1,0 x 107 2,3x107 Z13711 795 2,1 x107 4,9x 107
Z13592 734 9,5x 107 1,8 x 107 Z13714 796 2,1 x107 6,0 x 107
Z13594 735 1,3x 107 6,3x 107 Z13716 797 1,8 x 107 5,8 x 107
Z13596 736 1,5x 107 3,6 x 107 Z13719 798 2,6 x 107 7,3x 107
Z13597 737 1,4 x 107 6,0 x 107 Z13720 799 2,5x107 45x%x 107
Z13598 738 1,1 x 107 1,7 x 107 Z13721 800 1,9 x 107 2,9x 107
Z13600 739 1,4 x 107 4,0x 107 Z13725 801 1,8 x 107 4,9x 107
Z13604 740 1,3x 107 41x107 Z13727 802 2,1 x107 5,9 x 107
Z13605 741 1,3x 107 3,8 x 107 Z13728 803 2,6 x 107 6,7 x 107
Z13609 742 1,3x 107 2,7 x 107 Z13732 804 2,1 x 107 9,4 x 107
Z13611 743 1,3x 107 2,5x107 Z13735 805 1,6 x 107 9,1 x 107
Z13612 744 1,2 x 107 8,6 x 107 Z13736 806 1,7 x 107 3,0 x 107
Z13613 745 1,2 x 107 4,3x107 Z13740 807 2,0 x 107 5,0 x 107
Z13615 746 1,2 x 107 3,1 x 107 Z13742 808 2,4 x107 7,6 x 107
Z13616 747 9,6 x 107 1,7 x 107 Z13747 809 1,3x 107 2,3x107
Z13617 748 1,2 x 107 1,9 x 107 Z13749 810 2,8x 107 1,2x10°
Z13620 749 1,4 x 107 3,3x 107 Z13750 811 2,7 x 107 8,4 x 107
Z13621 750 8,6 x 107 1,4 x 107 Z13751 812 2,0 x 107 3,8 x 107
713622 751 1,1 x 107 2,1 x 107 Z13752 813 2,0 x 107 5,8 x 107
Z13624 752 1,3x 107 3,4 x 107 Z13758 814 1,9 x 107 6,5 x 107
Z13625 753 1,3x 107 2,8x 107 Z13759 815 2,1 x 107 56 x 107
Z13626 754 1,2 x 107 2,7 x 107 Z13760 816 2,1 x 107 5,8 x 107
Z13627 755 1,2 x 107 2,9x 107 Z13761 817 1,9 x 107 3,7 x 107
713628 756 1,3x 107 5,5 x 107 Z13771 818 1,5 x 107 2,0 x 107
Z13629 757 1,2 x 107 8,5 x 107 Z13773 819 2,5x107 4,9x 107
Z13633 758 1,5x 107 6,2 x 107 Z13776 820 2,2 x107 5,5 x 107
Z13634 759 1,1 x 107 2,3x107 Z13777 821 2,4 x107 4,6 x 107
Z13635 760 1,0 x 107 1,7 x 107 Z13780 822 2,1 x107 4,0x 107
Z13637 761 1,3x 107 4,8x 107 Z13782 823 2,2x 107 4,2 x 107
Z13638 762 1,2 x 107 2,9x 107 Z13783 824 1,4 x 107 2,2x107
Z13639 763 1,3x 107 3,0 x 107 Z13786 825 2,3x107 4,7 x 107
Z13640 764 1,1 x 107 1,9 x 107 Z13792 826 2,0 x 107 2,9x 107
Z13641 765 1,1 x 107 1,8 x 107 Z13796 827 2,3x107 4,2 x107
Z13644 766 1,3x 107 2,8 x 107 Z13799 828 1,9 x 107 56 x 107
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Z13645 767 1,2 x 107 2,5x107 Z13806 829 1,6 x 107 3,1 x 107
Z13648 768 1,6 x 107 3,3x 107 Z13808 830 2,4 x107 5,5 x 107
Z13651 769 1,2 x 107 2,7 x 107 Z13811 831 2,0 x 107 3,1 x 107
Z13652 770 1,4 x 107 2,9x 107 Z13812 832 2,3x107 1,1x10°
Z13654 771 9,5x 107 2,9x 107 713823 833 2,9x 107 3,8 x 107
Z13655 772 1,1 x 107 2,4 x107 713824 834 1,9 x 107 3,8 x 107
Z13656 773 1,1 x 107 3,7 x 107 Z13838 835 2,6 x 107 5,4 x 107
Z13657 774 2,1 x107 3,9 x 107 Z13840 836 2,2x107 4,1x107
Z13659 775 2,2x107 3,1 x 107 713842 837 2,2x107 5,5 x 107
Z13663 776 9,3x 107 1,5x 107 713845 838 2,6 x 107 4,2 x107
Z13664 777 2,4 x107 4,2 x107 Z13846 839 2,3x107 4,3x107
Z13667 778 1,2 x 107 2,3x107 713848 840 2,1 x 107 3,1 x 107
Z13669 779 9,2x 107 1,7 x 107 Z13849 841 2,1 x107 3,0 x 107
Z13672 780 2,5x107 56 x 107 Z13860 842 2,3x107 8,7 x 107
Z13674 781 9,2x 107 1,3x 107 Z13865 843 2,5x107 56 x 107
Z13675 782 9,6 x 107 2,2x107 Z13866 844 2,0 x 107 2,8x 107
Z13676 783 9,4 x 107 3,1 x 107 Z13875 845 2,0 x 107 3,4 x 107
Z13678 784 2,0 x 107 3,3x 107 Z13879 846 2,1 x 107 3,0 x 107
Ejemplo 9

Produccion y caracterizacion de variantes Z a partir de una biblioteca madura

En este ejemplo, se produjeron doce variantes Z en E. coli, se purificaron y se analizaron para determinar la unién a
FcRn, asi como para la inhibiciéon de la unién de IgG a FcRn.

Materiales y métodos

Subclonacioén de variantes Z en vectores de expresion: EI ADN de doce variantes Z de unién a FcRn (213577 (SEQ
ID NO: 725), 213578 (SEQ ID NO: 726), Z13583 (SEQ ID NO: 729), 213592 (SEQ ID NO: 734), Z13616 (SEQ ID
NO: 747), Z13621 (SEQ ID NO: 750), 213654 (SEQ ID NO: 771), Z13663 (SEQ ID NO: 776), Z13669 (SEQ ID NO:
779), 213674 (SEQ ID NO: 781), 213675 (SEQ ID NO: 782) y Z13676 (SEQ ID NO: 783)) se amplificaron a partir del
vector de biblioteca pAY02592. La subclonacion se realiz6 como se describe en el Ejemplo 3. Los fragmentos del
gen Z se subclonaron en el vector de expresion pAY01448 dando como resultado la secuencia codificada
MGSSHHHHHHLQ-[Z#####]-VD.

Produccion de variantes Z: El cultivo y la purificacion de las variantes Z marcadas con Hiss se realizaron
esencialmente como se describe en el Ejemplo 3.

Andlisis de unién y cinético de Biacore: La interaccion de FcRn que se une a las variantes Z marcadas con Hisg con
FcRn humano se analizé en un instrumento Biacore 2000 esencialmente como se describe en el Ejemplo 3. Se usé
FcRn humano adquirido en Biorbyt (n.° de catalogo orb84388) como proteina diana. Los analitos se inyectaron
durante 2 minutos a 30 pl/min. La fase de disociacion fue de 4 minutos y el tiempo de equilibrio entre las inyecciones
de analito fue de 30 minutos.

En un experimento, las variantes Z se inyectaron a pH 6,0 seguido de disociacién en tampones de pH 6,0 o pH 7,4,
respectivamente, usando el procedimiento de coinyeccién. La concentracion de las variantes Z fue de 100 nM.

En otro experimento, se determinaron las constantes cinéticas aproximadas (kon Y Koff) ¥ las afinidades (Kp) para un
subconjunto de variantes Z. Las concentraciones inyectadas fueron 540 nM, 180 nM, 60 nM, 20 nM y 6,7 nM.
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Ensayo de bloqueo de AlphaLISA: El potencial de las variantes Z para inhibir la unién de IgG a FcRn se analizé en el
ensayo AlphaLISA descrito en el Ejemplo 3.

Resultados

Produccién de variantes Z: Las doce variantes Z de union a FcRn construidas con una etiqueta Hiss N-terminal se
produjeron en E. coli. El analisis SDS-PAGE de cada preparacion de proteina final mostré que estas contenian
predominantemente la variante Z de unién a FcRn. La identidad correcta y el peso molecular de cada variante Z de
union a FcRn se confirmaron mediante analisis HPLC-MS.

Andlisis de unién y cinético de Biacore: La unién de las doce variantes Z al FcRn humano y la disociacion a
diferentes pH se probaron en un instrumento Biacore inyectando secuencialmente cada una de las variantes Z a pH
6,0 y en tampon a pH 6,0 o pH 7,4 sobre un chip de superficie que contiene FcRn. El nivel de inmovilizacion del
ligando de la superficie fue de 890 UR de FcRn humano. Las doce variantes Z mostraron union a FcRn a pH 6,0, y
para todas las variantes, se observaron velocidades de liberacion mas rapidas a pH 7,4 en comparaciéon con pH 6,0.

Se determinaron las constantes cinéticas de las variantes Z 213577 (SEQ ID NO: 725) y Z13621 (SEQ ID NO: 750)
que interaccionan con FcRn a pH 6,0 (véase la Tabla 10). Las constantes cinéticas se calcularon usando grupos de
curvas de dos o cuatro concentraciones inyectadas de Z13577 y Z13621, respectivamente.

Tabla 10. Constantes cinéticas de Biacore y afinidades para la uniéon de FcRn a pH 6,0.

Variante Z SEQID NO: kon (M's™) kott (s™) Ko (M)
Z13577 725 3,0 x 10° 4,0x 107 13 x 107
713621 750 6,4 x 10° 3,7 x10° 6x10"

Analisis de bloqueo de AlphalLISA: La capacidad de doce variantes Z monoméricas marcada con Hiss madura para
inhibir la uniéon de IgG a FcRn se prob6 en un ensayo de bloqueo de AlphaLISA. Las diluciones en serie de la
variante Z se incubaron con FcRn humano biotinilado y se midié la capacidad de bloqueo de cada variante
respectiva después de la adicién de perlas aceptoras revestidas con IgG y, posteriormente, perlas donadoras
recubiertas con estreptavidina. La inhibicién podria medirse como una disminucién en los recuentos de AlphaLISA
para la variante Z positiva. Se demostré que las doce variantes Z probadas bloguean la unién de IgG a FcRn y los
valores de CI50 calculados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: Valores calculados de CI50 del ensayo de bloqueo de AlphaLISA

Variante Z SEQID NO: CI50 (M)
Z13577 725 1,2 %107
Z13578 726 1,2 %107
Z13583 729 2,7 x 107
213592 734 6,4 x 107
213616 747 7.4 x 107
Z13621 750 3,2x 107
213654 771 3,5 x 107
213663 776 1,1 %107
Z13669 779 52 x 107
Z13674 781 2,5 x 107
Z13675 782 8,2 x 10"
Z13676 783 3,9 x 107
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Ejemplo 10
Comparacion de la capacidad de blogueo de la unién de IgG a FcRn

En este ejemplo, se compard la capacidad de bloqueo de IgG de la variante Z de union a FcRn Hisg-Z07918 (SEQ ID
NO: 707) con inmunoglobulina intravenosa (IVIg) e inmunoglobulina subcutanea (SClg) usada actualmente en el
tratamiento de algunos trastornos autoinmunes.

Materiales y métodos

Bloqueo de la tincion por inmunofluorescencia de IgG-FcRn: Se prepararon células Hela transducidas con FcRn-
eGFP humana o murina como se describe en el Ejemplo 4. Las células fijas se resuspendieron en 50 pl de una
mezcla de IgG humana conjugada con Alexa647 50 nM (Jackson Laboratories, n.° de catalogo 009-600-003) y
marcadas con Hissg Z07918, 1IVIg (Octagam®, Octapharma) o SClg (Gammanorm®, Octapharma), respectivamente,
diluidas a concentraciones de 1000, 100, 10, 1, 0,1 o 0 (control de tampdn) nM en Mcllvanes, pH 6,0, mas FCS al
2,5 % (Ultra low 1gG, Life technologies) y saponina al 0,1 % (AppliChem). Las células se incubaron durante 1 h a
37 °C en oscuridad, se lavaron con 2 x 100 yl de Mcllvanes, pH 6,0, mas FCS al 2,5 % (Ultra low IgG) pH 6,0 y se
resuspendieron en 180 ul de Mcllvanes, pH 6,0, mas 1 % de BSA. Se obtuvieron datos de 10.000 células GFP/FcRn
positivas usando un FACS Calibur (Beckman Coulter) y los datos se analizaron usando el software Flowing 2.5.0
(Universidad de Turku).

Resultados

El experimento se realizd para determinar si la variante Z de unién a FcRn, Hise-Z07918 (SEQ ID NO: 707) bloquea
la interaccion IgG-FcRn y compara el efecto de bloqueo con IVIg y SCIg. Se incubaron células HelLa transducidas
con FcRn-eGFP humanas o murinas con IgG conjugada con Alexa647 humana. La unién se bloqueé con Hiseg-
Z07918 sin marcar, 1VIg o SClg a diferentes concentraciones. Los resultados mostraron que Hisg-Z07918 bloqueaba
eficazmente la union de higG a hFcRn en un grado similar a 1VIg o SClg (Figura 9).

Ejemplo 11
Aumento del catabolismo de IgG por variantes Z de union a FcRn en ratones

La capacidad de la variante Z de unién a FcRn 207918 para bloquear la unién de IgG a FcRn in vitro se mostré en el
Ejemplo 10. En este ejemplo, la capacidad de bloqueo de la misma variante Z se evalu6 in vivo. El bloqueo de las
interacciones IgG-FcRn in vivo conducira a un aumento del catabolismo de IgG y niveles reducidos de IgG
concomitantes (Mezo 2008, supra).

Materiales y métodos

Estudio en animales: Se administraron las variantes Z de unién a FcRn Z11948 (SEQ ID NO: 1060) y Z07918-PP013
(207918 (SEQ ID NO: 707) idénticas a Z11948, pero con el extremo N-terminal comenzando con los aminoacidos
VD en lugar de AE, en la fusion con la variante ABD PP013 (SEQ ID NO: 1063)) o el vehiculo (tampén PBS), a NMRI
macho (Charles River), a una dosis de 16,3 ymol/kg. Los ratones se trataron con cinco inyecciones intravenosas
administradas a las 0, 24, 48, 72 y 96 h. Las muestras de suero se tomaron a las 0, 72, 120 y 168 h (finalizacion del
estudio) y se almacenaron a -20 °C. La concentracion de IgG de raton en el suero se cuantificd mediante ELISA.

ELISA de IgG de ratéon: Se analizé la concentracion de IgG de ratén en muestras de suero de ratén mediante un kit
ELISA de IgG de raton (Mabtech 3825-1AD-6) y se realizd como se describe por el fabricante. La concentracion de
migG se calculé a partir de una curva patrén proporcionada y GraphPad prism5 usando una férmula de regresion no
lineal. La concentracion de IgG en ratones individuales a las 24, 72, 120 y 168 h se relaciono con el nivelalas O hy
los resultados, por lo tanto, se presentan como porcentaje de IgG (0 h).

Resultados

Los resultados mostraron una reduccion de la concentracion de IgG de ratdn en ratones tratados con variantes Z
especificas de FcRn. Tanto Z11948 como la variante fusionada con ABD Z07918-PP013 redujeron la concentracion
de IgG endogena en ratones in vivo. Los efectos mas pronunciados se obtuvieron con la variante fusionada con ABD
y después de 120 horas. Por lo tanto, los resultados indican que las variantes Z especificas de FcRn bloquearon el
reciclaje de IgG dando como resultado un aumento en el catabolismo de IgG y niveles inferiores subsiguientes de
IgG en ratones.

Ejemplo 12
Transcitosis in vitro de variantes Z de unién a FcRn

En este ejemplo, las variantes Z de unién a FcRn se prueban para determinar su capacidad para ser transportadas a
través de células epiteliales o endoteliales o recicladas por FcRn in vitfro. Un medicamento que contenga una
variante Z con el poder de transcitosis facilitara la absorcién del farmaco después de, por ejemplo, administracion

39



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2660912 T3

oral o pulmonar.
Materiales y métodos

Las células, por ejemplo, células T84, MDCK, HelLa, CaCo2, CaLu-1 y/o CalLu-3, con o sin expresion endégena o
recombinante de FcRn, se cultivan en medio de crecimiento respectivo en una membrana en un Transwell para
formar una monocapa. La integridad de las monocapas se puede evaluar midiendo la resistencia eléctrica o
afadiendo una sonda que no puede penetrar o transportarse activamente sobre la monocapa celular. Una
monocapa definida de células se pulsa desde el lado apical o basolateral con ligando tal como variantes Z de union
a FcRn, HSA o IgG en un tampon tal como HBSS (solucion salina equilibrada de Hanks, SigmaAldrich, n.° de
catalogo H9269) o medio de crecimiento a un pH y una temperatura adecuados, y se atrapa con tampones tales
como HBSS o medio de crecimiento a un pH y una temperatura adecuados en el lado opuesto.

En una variante de este ensayo, los ligandos pueden atraparse con tampones tales como HBSS o medio de
crecimiento a un pH y una temperatura adecuados en el mismo lado que la administracion para medir también el
ligando reciclado. Esto se puede hacer en un Transwell o en una placa de cultivo celular. Las células se siembran en
placas Transwell o de cultivo celular y se pulsan con ligandos tales como variantes Z de unién a FcRn, HSA o IgG.
Los ligandos endocitosados se uniran a FcRn y regresaran a la superficie celular en el mismo lado o en el lado
opuesto al que se cargaron. Después de pulsar, los ligandos libres se eliminan lavando las células con tampén frio.
Para atrapar ligandos, se afiade tampon o medio tibio a las células y, después de un periodo en el intervalo de 10
minutos a varias horas, se retira el tampon o medio y se analiza la presencia de ligandos.

En una variante de este ensayo, se pueden usar ligandos tales como las variantes Z de unién a FcRn, HSA o IgG
para bloquear la unién a FcRn por ligandos tales como oftras variantes Z de union a FcRn, HSA o IgG
administrandolas al mismo tiempo o secuencialmente a las células.

La cantidad de ligando se puede cuantificar por métodos tales como ELISA, HPLC-MS, colorante fluorescente o
radiomarcaje.

Se espera que los resultados del experimento descrito anteriormente muestren que las variantes Z especificas de
FcRn pueden transcitarse y/o reciclarse in vitro.

LISTA DETALLADA DE REALIZACIONES

1. El polipéptido de unién a FcRn, que comprende un motivo BM de uniéon a FcRn, motivo que consiste en la
secuencia de aminoacidos

EX2 X3 Xa AXs X7 EIR WLPNLX16X17 X1 QR X21 AFIX25 Xo6LX28 X29
en donde, independientemente entre si,
X, se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
X3 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,M,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
Xg se seleccionaentre A E,F,G, H,|,K,Q,R,SyV;
X7 se seleccionaentre A,F, H,K,N,Q,R, Sy V;
X16 Se seleccionaentre Ny T;
X147 se seleccionaentre F, WeY;
X1g se selecciona entre A, D, Ey N;
X21 se selecciona entre A, S, Vy W,
Xos5 se seleccionaentre D, E, G, H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X26 se selecciona entre Ky S;
Xas se seleccionaentre A,D,E,F,H,,K,L,N,Q,R, S, T,V,WeY;y
X29 se selecciona entre Dy R.
2. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 1, en el que, independientemente entre si,

X, se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
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X3 se seleccionaentre A, D,E,F, H, I, K,L, M,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
Xg se seleccionaentre A E,F,G, H,I,K,Q,RyS;

X7 se seleccionaentre A,F, H,K,N,Q,R, SyV;

X16 Se seleccionaentre Ny T;

X147 se selecciona entre Fe Y;

Xig es D;

Xo1esV;

Xos5 se seleccionaentre D, E, H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;

X26 se selecciona entre Ky S;

X8 se seleccionaentre A,D,E,F,H, |, K,L,N,Q,R, S, T,VyW;y
X29 se selecciona entre Dy R.

3. El polipéptido de uniéon a FcRn segun el punto 1, en el que el BM consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre

i) EX2 X3 X4 AXe HEIR WLPNLTX17 X18 QR X21 AFIX25 KLX28 D

en donde, independientemente entre si,

X; se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
X3 se seleccionaentre A,D,E,G,H, K, L, M,N,Q,R,S, T,VeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F, G, |, K,L,N,Q,R,S, T,VeY;

Xg se selecciona entre A, G, K, R, Sy V;

X7 se seleccionaentre F, WeY;

Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;

X21 se selecciona entre A, S, Vy W,

Xas se seleccionaentre D, G, H, K, L, N, R, Vy W,

Xog se seleccionaentre A, D,E,H,K,L,N,Q,R,S, T,WeY;

y

ii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 96 % de identidad con una secuencia definida por i).

4. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que X; se selecciona entre A, D, E, F, I, L, N,
Q,R,S,T,V,WeY.

5. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 4, en el que X; se seleccionaentre A,D,F,I,L,N,Q,R,S, T,V,W
eY.

6. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 5, en el que X, se selecciona entre A, D, F,I,L,N,Q,R, S,VyW.
7. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 5, en el que X, se seleccionaentre A, I,L,N,Q,R, S, T,V,WeY.
8. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 7, en el que X, se seleccionaentre A, I,L,N,Q, S, T,Vy W.

9. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 6 u 8, en el que X, se selecciona entre A, I, L, N, Q, Vy W.

10. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 9, en el que X; se selecciona entre A, |, L, Q, Vy W.

11. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 10, en el que X; se selecciona entre A, I, Ly Q.

12. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 11, en el que X; se selecciona entre |, L y Q.
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13. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 12, en el que X; se selecciona entre | y Q.
14. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 13, en el que Xz es |.
15. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 13, en el que X, es Q.

16. El polipéptido de union a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1y 3-15, en el que X3 se selecciona entre A,
D,E,G,H,K,L, M,N,Q,R, S, T,VeY.

17. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 2 o 16, en el que X3 se selecciona entre A, D, E, H, K, L, M, N, Q,
R,S, T,VeY.

18. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 16, en el que X3 se selecciona entre A, D, E, G, H, K, L, M, N, Q,
R,SyT.

19. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 18, en el que X3 se selecciona entre A, D, E, G, H, K, M\, N, Q, Sy
T.

20. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 19, en el que X3 se selecciona entre A, D, E, G,H, M, N, Q, Sy T.
21. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 19, en el que X3 se selecciona entre A, D, E, K, N, Q, Sy T.

22. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 21, en el que X3 se selecciona entre A, D, E, K, Qy T.

23. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 22, en el que X3 se selecciona entre A, D, E, Qy T.

24. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 23, en el que X3 se selecciona entre D, Ey T.

25. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 24, en el que X3 se selecciona entre D y E.

26. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 25, en el que X3 es D.

27. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 25, en el que X3 es E.

28. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquiera de los puntos 1y 3 a 27, en el que X4 se selecciona entre A, D,
E,.F,G LK LLN,QR,ST,VeY.

29. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 28, en el que X4 se seleccionaentre A,D,E,G,N,Q,R, S, Ty V.

30. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 2 o 28, en el que X, se selecciona entre A, D, E, F, I, K, L, N, Q,
R,S, TyV.

31. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 30, en el que X, se selecciona entre A, D, E, I, K;N,Q,R, Sy T.
32. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 31, en el que X, se selecciona entre A, D, E, I, K, Q, Sy T.
33. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 32, en el que X4 se selecciona entre A, D, I, K, Qy S.

34. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 32, en el que X, se selecciona entre A, D, E, Ky S.

35. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 33 o 34, en el que X4 se selecciona entre A, D, Ky S.

36. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 34, en el que X4 se selecciona entre A, D, E y K.

37. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 35 o 36, en el que X4 se selecciona entre A, D y K.

38. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 37, en el que X4 se selecciona entre Ay D.

39. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 36, en el que X4 se selecciona entre Ay E.

40. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 38 o0 39, en el que X4 es A.

41. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 38, en el que X4 es D.

42. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 39, en el que X4 es E.

43. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1y 4-42, en el que Xs se selecciona entre A,
G K QR,SyV.

44. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 3 0 43, en el que Xs se selecciona entre A, G, K, R, Sy V.

45. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 2 0 44, en el que Xs se selecciona entre A, G, K, Ry S.
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46. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 44, en el que Xs se selecciona entre A, G, K, Sy V.
47. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 46, en el que Xs se selecciona entre A, G, Ky V.

48. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 45 o 46, en el que Xs se selecciona entre A, G, Ky S.
49. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 47 o 48, en el que X se selecciona entre A, Gy K.
50. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 47, en el que Xg se selecciona entre A, Gy V.

51. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 49 o 50, en el que Xg se selecciona entre Ay G.

52. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 51, en el que Xg es A.

53. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 51, en el que Xs es G.

54. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-53, en el que X7 se selecciona entre
AyH.

55. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 54, en el que X7 es H.
56. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-55, en el que X es T.
57. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-55, en el que Xi6 es N.

58. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1y 3-57, en el que X47 se selecciona entre F
eY.

59. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que X7 es F.

60. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1y 3-59, en el que X1g se selecciona entre A,
DyE.

61. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 60, en el que X1s se selecciona entre Ay D.
62. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 61, en el que Xis es D.

63. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1y 3-62, en el que X21 se selecciona entre V
y W.

64. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 63, en el que Xz es V.

65. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1y 4-64, en el que X35 se selecciona entre D,
E,G,H K LN QR,VyWw.

66. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 65, en el que X5 se selecciona entre D, G, H, K, L, N, R, Vy W.

67. El polipéptido de union a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 2, 3 y 66, en el que Xu5 se selecciona entre
H, LR, VyW.

68. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 67, en el que X5 se selecciona entre H, R, Vy W.
69. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 68, en el que X5 se selecciona entre H, Ry V.

70. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 67, en el que Xz5 se selecciona entre H, Ly R.

71. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 69 o 70, en el que Xz5 se selecciona entre Hy R.
72. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 69, en el que Xz5 se selecciona entre Hy V.

73. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 71 0 72, en el que Xzs es H.

74. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-73, en el que Xz es K.
75. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-73, en el que Xz es S.

76. El polipéptido de union a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1y 3-75, en el que Xzs se selecciona entre A,
D.ELH,K,LLN,Q,R,S, T,WeY.

77. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 76, en el que Xz se selecciona entre A, D, E, K, L, N, Q, R, S, T,
WeY.
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78. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 77, en el que Xzs se seleccionaentre A, D, E,L,R, S, T,WeY.

79. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 2 o0 77, en el que Xzs se seleccionaentre A, D, K,L,N,Q,R, S, T
y W.

80. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 78 o 79, en el que Xzs se selecciona entre A, Dy R.
81. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 80, en el que Xzs se selecciona entre Ay R.

82. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 80, en el que Xzs se selecciona entre D y R.

83. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 81, en el que Xzs es A.

84. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 81 u 82, en el que Xzs es R.

85. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 82, en el que Xzs es D.

86. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-85, en el que Xy es D.
87. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-85, en el que Xy es R.

88. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1, 2 y 4-87, en el que XgX7 se selecciona
entre AH y GH.

89. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 88, en el que XgX7 es AH.

90. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 88, en el que XgX7 es GH.

91. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que X47X1g se selecciona entre FD e YD.
92. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 91, en el que X47X1g es FD.

93. El polipéptido de union a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que la secuencia cumple al menos tres de
las seis condiciones I-VI:

I. Xe se selecciona entre A, G, Ky S, tal como en particular A;
Il. X7 es H;

lll. X47 se selecciona entre F e Y, tal como en particular F;

IV. X1g es D;

V. Xz1 se selecciona entre V 'y W, tal como en particular V;
VI. X25 se selecciona entre H y R, tal como en particular H.

94. El polipéptido de uniéon a FcRn segun el punto 93, en el que la secuencia cumple al menos cuatro de las seis
condiciones I-VI.

95. El polipéptido de uniéon a FcRn segun el punto 94, en el que la secuencia cumple al menos cinco de las seis
condiciones I-VI.

96. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 95, en el que la secuencia cumple con las seis condiciones I-VI.

97. El polipéptido de union a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que la secuencia se selecciona del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 1-353.

98. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 97, en el que la secuencia se selecciona del grupo que consiste
en la SEQ ID NO: 1-15, SEQ ID NO: 17-140 y SEQ ID NO: 353.

99. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 98, en el que la secuencia se selecciona del grupo que consiste
enla SEQ ID NO: 1-2 y SEQ ID NO: 17-140.

100. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 99, en el que la secuencia se selecciona del grupo que consiste
en la SEQ ID NO: 1-2, SEQ ID NO: 17-92, SEQ ID NO: 94-103, SEQ ID NO: 105- 125 y SEQ ID NO: 127-140.

101. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 98, en el que la secuencia se selecciona del grupo que consiste

enla SEQ ID NO: 1-8, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 19-20, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 41, SEQ ID
NO: 44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75-77 y SEQ ID NO: 353.
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102. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 100 o 101, en el que la secuencia se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 75-77.

103. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 102, en el que la secuencia se selecciona del grupo que consiste
enla SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 75y SEQ ID NO: 77.

104. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 103, en el que la secuencia se selecciona del grupo que consiste
enla SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 75.

105. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 104, en el que la secuencia es la SEQ ID NO: 1.

106. El polipéptido de uniéon a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que dicho motivo de union a FcRn forma
parte de un dominio de proteina de paquete de tres hélices.

107. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 106, en el que dicho motivo de unién a FcRn esencialmente
forma parte de dos hélices con un bucle de interconexién, dentro de dicho dominio de proteina de paquete de tres
hélices.

108. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 107, en el que dicho dominio de proteina de paquete de tres
hélices se selecciona entre dominios de receptor bacterianos.

109. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 108, en el que dicho dominio de proteina de paquete de tres
hélices se selecciona entre dominios de proteina A de Staphylococcus aureus o derivados de los mismos.

110. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior, que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre:

iii) K-[BM]-DPSQS XaXpLLXc EAKKL XgXeX/Q;

donde

[BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en la presente memoria, con la condicién de que Xz sea D;
Xa se seleccione entre Ay S;

Xp se seleccione entre N y E;

Xc se seleccione entre A, Sy C;

Xq se seleccione entre E, Ny S;

Xe se seleccione entre D, Ey S;

Xs se seleccione entre Ay S;

y

iv) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 93 % de identidad con una secuencia definida por iii).

111. El polipéptido de unidon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1-109, que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre

v) K-[BM]-QPEQS XaXpLLX: EAKKL XgXeXiQ;

donde

[BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en la presente memoria, con la condicién de que X9 sea R;
Xa se seleccione entre Ay S;

Xp se seleccione entre N y E;

Xc se seleccione entre A, Sy C;

Xq se seleccione entre E, Ny S;

Xe se seleccione entre D, Ey S;

Xs se seleccione entre Ay S;
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y

vi) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 93 % de identidad con una secuencia definida por v).
112. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o0 111, en el que X, en la secuencia iii) o v) es A.
113. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o0 111, en el que X, en la secuencia iii) o v) es S.

114. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-113, en el que X, en la secuencia iii) o
v) es N.

115. El polipéptido de uniéon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-113, en el que X, en la secuencia iii) o
v)esE.

116. El polipéptido de uniéon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-115, en el que X. en la secuencia iii) o
v)es A

117. El polipéptido de uniéon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-115, en el que X. en la secuencia iii) o
v) es S.

118. El polipéptido de uniéon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-115, en el que X. en la secuencia iii) o
v) es C.

119. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-118, en el que Xq4 en la secuencia iii) o
v)esE.

120. El polipéptido de union a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-118, en el que Xq4 en la secuencia iii) o
v) es N.

121. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-118, en el que Xq4 en la secuencia iii) o
v) es S.

122. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-121, en el que X. en la secuencia iii) o
v) es D.

123. El polipéptido de uniéon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-121, en el que X¢ en la secuencia iii) o
v)esE.

124. El polipéptido de uniéon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-121, en el que X. en la secuencia iii) o
v) es S.

125. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-119, 121, 123 y 124, en el que XqXe en
la secuencia iii) o v) se selecciona entre EE, ES, SE y SS.

126. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 125, en el que XqXe en la secuencia iii) o v) es ES.
127. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 125, en el que XqXe en la secuencia iii) o v) es SE.

128. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-127, en el que X; en la secuencia iii) o
v)es A

129. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110-127, en el que X; en la secuencia iii) o
v) es S.

130. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
esAy Xres A

131. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
es Cy Xres A.

132. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 0 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X
es Sy XresS.

133. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 0 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X
es Cy Xres S.

134. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
es A; XgXe es ND y Xres A.

135. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
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es C; XqXe es ND y Xses A.

136. El polipéptido de unioén a FcRn segun el punto 110 0 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X
es S; XgXeces ND y Xres S.

137. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 0 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xs es S; Xp es E; X
es C; X¢Xe esND y Xres S.

138. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
es A; XgXe es SE y Xres A.

139. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
es C; XqXe es SE y Xses A.

140. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 0 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X
es S; XgXe es SEy Xres S.

141. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 110 0 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X
es C; XqXc es SEy Xres S.

142. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
es A; XgXe es ESy Xres A.

143. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) 0 v), Xa es A; X, es N; X¢
es C; XqXc es ES y Xres A.

144. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 110 o 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X
es S; XgXec es ESy Xres S.

145. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 110 0 111, en el que en la secuencia iii) o v), Xa es S; Xp es E; X
es C; XgXc es ES y Xres S

146. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 110 y 112-145, en el que la secuencia iii) se
selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-706.

147. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 146, en el que la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354-368, SEQ ID NO: 370-493 y SEQ ID NO: 706.

148. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 147, en el que la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354-355 y SEQ ID NO: 370-493.

149. El polipéptido de uniéon a FcRn segun el punto 148, en el que la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354-355, SEQ ID NO: 370-445, SEQ ID NO: 447-456, SEQ ID NO: 458 -478 y SEQ ID
NO: 480-493.

150. El polipéptido de uniéon a FcRn segun el punto 147, en el que la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354-361, SEQ ID NO: 366, SEQ ID NO: 372-373, SEQ ID NO: 376, SEQ ID NO: 381,
SEQ ID NO: 394, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID NO: 423, SEQ ID NO: 426, SEQ ID NO: 428-430 y
SEQ ID NO: 706.

151. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 149 o 150, en el que la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354, SEQ ID NO: 376, SEQ ID NO: 381, SEQ ID NO: 394, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO:
418, SEQ ID NO: 426 y SEQ ID NO: 428-430.

152. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 151, en el que la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354, SEQ ID NO: 376, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID NO: 428 y SEQ ID
NO: 430.

153. El polipéptido de uniéon a FcRn segun el punto 152, en el que la secuencia iii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 354, SEQ ID NO: 376 y SEQ ID NO: 428.

154. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 153, en el que la secuencia iii) es la SEQ ID NO: 354.

155. El polipéptido de unidon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1-109, que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre:

vii) YAK-[BM]-DPSQS SELLX. EAKKL NDSQA P;

en donde [BM] es un motivo de unidon a FcRn como se define en uno cualquiera de los puntos 1-105 y X se
seleccionaentre A, Sy C;y
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viii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con una secuencia definida por vii).

156. El polipéptido de unidon a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1-109, que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre:

ix) FNK-[BM]-DPSQS ANLLX. EAKKL NDAQA P;

en donde [BM] es un motivo de unidon a FcRn como se define en uno cualquiera de los puntos 1-105 y X se
seleccionaentre Ay C; y

X) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con una secuencia definida por ix).

157. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 109, que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre:

ADNNFNK-[BM]-DPSQSANLLSEAKKLNESQAPK;
ADNKFNK-[BM]-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK;
ADNKFNK-[BM]-DPSVSKEILAEAKKLNDAQAPK;
ADAQQNNFNK-[BM]-DPSQSTNVLGEAKKLNESQAPK;
AQHDE-[BM]-DPSQSANVLGEAQKLNDSQAPK;
VDNKFNK-[BM]-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK;
AEAKYAK-[BM]-DPSESSELLSEAKKLNKSQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNDAQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNDSQAPK;
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAPK
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLESSQAPK
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLESSQAPK;
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLN KAQAPK; y
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNKAQAPK;

en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en cualquiera de los puntos 1-105.

158. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior, que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre:

xi) AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en cualquiera de los puntos 1-105; y

donde [BM] es un motivo de uniéon a FcRn como se define en cualquiera de los puntos 1-105; y

xii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con la secuencia definida en xi).

159. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 158, en el que la secuencia xi) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 1060-1062.

160. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior, que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre:

xiii) VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en cualquiera de los puntos 1-105; y
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xiv) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con la secuencia definida en xiii).

161. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 160, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707-1059.

162. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 161, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707-721, SEQ ID NO: 723-846 y SEQ ID NO: 1059.

163. El polipéptido de unidon a FcRn segun el punto 162, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707-708 y SEQ ID NO: 723-846.

164. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 163, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707-708, SEQ ID NO: 723-798, SEQ ID NO: 800-809, SEQ ID NO: 811-831 y SEQ ID
NO: 833-846.

165. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 162, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707-714, SEQ ID NO: 719, SEQ ID NO: 725-726, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 734,
SEQ ID NO: 747, SEQ ID NO: 750, SEQ ID NO: 771, SEQ ID NO: 776, SEQ ID NO: 779, SEQ ID NO: 781-783 y
SEQ ID NO: 1059.

166. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 163 o 165, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 707, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 734, SEQ ID NO: 747, SEQ ID NO: 750, SEQ ID
NO: 771, SEQ ID NO: 779 y SEQ ID NO: 781-783.

167. El polipéptido de union a FcRn segun el punto 166, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 750, SEQ ID NO: 771, SEQ ID NO: 781 y SEQ ID
NO: 783.

168. El polipéptido de unidon a FcRn segun el punto 167, en el que la secuencia xiii) se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 707, SEQ ID NO: 729 y SEQ ID NO: 781.

169. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 168, en el que la secuencia xiii) es la SEQ ID NO: 707.

170. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior, que sea capaz de unirse a FcRn a pH 6,0 de
manera que el valor de Kp de Ia interaccion sea como maX|mo 1 x 10 M, como maximo 1 x 10”7 M, como maximo 1
x 10® M, como maximo 1 x 10° M, como maximo 1 x 107'° M.

171. El polipéptido de union a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que el valor de Kp de la interaccion entre el
polipéptido de unién a FcRn y FcRn a pH 7,4 es mayor que el valor de Kp de dicha interaccién a pH 6,0, tal como al
menos 2 veces mayor, tal como al menos 5 veces mayor, tal como al menos 10 veces mayor, tal como al menos 50
veces mayor, tal como al menos 100 veces mayor que el valor de Kp de dicha interaccion a pH 6,0.

172. El polipéptido de unlon a FcRn segun cualquier punto anterior, en el que el valor de Kp de dicha interaccion a
pH 7.4 es al menos 1 x 10® M, tal como al menos 1 x 107 M, tal como al menos 1 x 10- 6 M, como por lo menos 1 x
10° M.

173. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1-170, en el que el valor de Kp de dicha
interaccion a pH 7,4 es igual o inferior al valor de Kp de dicha interaccion a pH 6,0.

174. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 1- 170 en el que el valor de KD de dicha
interaccion a pH 7,4 es como maximo 1 >< 10 M, tal como maximo 1 x 107 M, como maximo 1 x 10° M, como
maximo 1 x 10 M, como maximo 1 x 107'° M.

175. El polipéptido de uniéon a FcRn segun cualquier punto anterior, que comprende al menos un aminoacido
adicional en el extremo C y/o extremo N-terminal.

176. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 175, en el que dicha al menos una extensién de aminoacidos
adicional mejora la produccion, purificacion, estabilizacion in vivo o in vitro, acoplamiento o deteccién del polipéptido.

177. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior en forma multimérica, que comprende al menos
dos unidades monoméricas del polipéptido de unién a FcRn, cuyas secuencias de aminoacidos pueden ser iguales o
diferentes.

178. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 177, en el que dichas unidades monoméricas del polipéptido de
unioén a FcRn estan acopladas covalentemente entre si.

179. El polipéptido de unién a FcRn segun el punto 177, en el que las unidades monoméricas del polipéptido de
unién a FcRn se expresan como una proteina de fusion.

180. El polipéptido de unién a FcRn segun uno cualquiera de los puntos 177-179, en forma dimérica.
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181. La proteina de fusion o conjugado que comprende
- un primer resto que consiste en un polipéptido de unién a FcRn segun cualquier punto anterior; y
- un segundo resto que consiste en un polipéptido que tiene una actividad biolégica deseada.

182. La proteina de fusion o conjugado segun el punto 181, en el que la semivida in vivo de dicha proteina de fusion
o conjugado es mas larga que la semivida in vivo del polipéptido que tiene una actividad biolégica deseada per se.

183. La proteina de fusiéon o conjugado segun uno cualquiera de los puntos 181-182, en el que dicha actividad
bioldgica deseada es una actividad terapéutica.

184. La proteina de fusiéon o conjugado segun uno cualquiera de los puntos 181-182, en el que dicha actividad
bioldgica deseada es una actividad de union a una diana seleccionada.

185. La proteina de fusion o conjugado segun el punto 184, en el que dicha diana seleccionada es albumina.

186. La proteina de fusiéon o conjugado segun el punto 185, en el que dicha actividad de unién a la albumina es
proporcionada por el dominio de unién a la albumina de la proteina G de estreptococos, o un derivado de los
mismos.

187. La proteina de fusidén o conjugado segun uno cualquiera de los puntos 185-189, en el que dicha actividad de
unioén a la albumina aumenta la semivida in vivo de la proteina de fusion o conjugado.

188. La proteina de fusiéon o conjugado segun uno cualquiera de los puntos 181-182, en el que dicha actividad
bioldgica deseada es una actividad enzimatica.

189. La proteina de fusion o conjugado segun uno cualquiera de los puntos 181-183, en el que el segundo resto que
tiene una actividad biolégica deseada es un polipéptido terapéuticamente activo.

190. La proteina de fusidn o conjugado segun uno cualquiera de los puntos 181-183 y 188-189, en el que el segundo
resto que tiene una actividad biolégica deseada se selecciona del grupo que consiste en enzimas, hormonas,
factores de crecimiento, quimioquinas y citoquinas.

191. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusiéon o conjugado segun cualquier punto anterior, que inhibe la
union de IgG a FcRn.

192. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusién o conjugado segun el punto 191, en el que el valor de Kp de
la interaccién entre dicho polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusion o conjugado y FcRn es menor que el valor
de Kp de la interaccioén entre IgG y FcRn.

193. El polipéptido de union a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun cualquier punto anterior, que comprende
adicionalmente una etiqueta.

194. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun el punto 193, en el que dicha etiqueta se
selecciona del grupo que consiste en colorantes fluorescentes y metales, colorantes cromoéforos, compuestos
quimioluminiscentes y proteinas bioluminiscentes, enzimas, radionuclidos y particulas.

195. El polipéptido de union a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun cualquier punto anterior, que comprende
un entorno quelante proporcionado por un quelante de poliaminopolicarboxilato conjugado con el polipéptido de
unién a FcRn a través de un grupo tiol de un resto de cisteina o un grupo amina de un resto de lisina.

196. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun el punto 195, en el que el quelante de
poliaminopolicarboxilato es acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético o un derivado del mismo.

197. El polipéptido de uniéon a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun el punto 196, en el que el derivado de
acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético es acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-tris-
acético-10-maleimidoetilacetamida.

198. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun el punto 195, en el que el quelante de
poliaminopolicarboxilato es acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético o un derivado del mismo.

199. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun el punto 195, en el que el quelante de
poliaminopolicarboxilato es acido dietilentriaminopentaacético o derivados del mismo.

200. Un polinucledtido que codifica un polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 1-192.
201. Vector de expresion que comprende un polinucleétido segun el punto 200.

202. Célula hospedadora que comprende un vector de expresion segun el punto 201.
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203. Método de produccion de un polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 1-192, que comprende

- cultivar una célula hospedadora segun el punto 202 en condiciones que permitan la expresion de dicho polipéptido
a partir de dicho vector de expresion, y

- aislar dicho polipéptido.

204. Composicion que comprende un polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun uno
cualquiera de los puntos 1-199 y al menos un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

205. Composicion segun el punto 204, que comprende ademas al menos un agente activo adicional.

206. Composicion segun cualquiera de los puntos 204-205, que esta adaptada para administracion por una ruta
seleccionada del grupo que consiste en administracion oral, administracion intranasal, administracion pulmonar,
administracion vaginal, administracion rectal, inyeccidon intravenosa, inyecciéon intraperitoneal, inyeccion
intramuscular, inyeccion subcutanea e inyeccion intradérmica.

207. El polipéptido de union a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun uno cualquiera de los puntos 1-199 o
composicion segun uno cualquiera de los puntos 204-206 para su uso como medicamento.

208. El polipéptido de union a FcRn, proteina de fusién, conjugado o composicion para su uso segun el punto 207,
en el que dicho medicamento esta destinado para el tratamiento de una afeccién autoinmune.

209. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusién, conjugado o composicién para su uso segun el punto 207 o
208, en el que dicho medicamento esta destinado al tratamiento de una afeccién seleccionada del grupo que
consiste en miastenia gravis, sindrome de Guillain-Barré, encefalitis limbica autoinmune, trastornos
neuropsiquiatricos pediatricos autoinmunes asociados a infeccion por estreptococos (PANDAS), neuromiotonia
(sindrome de Isaac), sindrome de Morvan, esclerosis mdultiple, pénfigo vulgar, foliaceo, penfigoide bulloso,
epidermdlisis bullosa adquirida, penfigoide gestacional, penfigoide de la membrana mucosa, liquen escleroso,
sindrome antifosfolipido, policondritis eritematosa, anemia autoinmune, purpura trombocitica idiopatica, enfermedad
de Grave autoinmune, miocardiopatia dilatada, vasculitis, sindrome de Goodpasture, nefropatia membranosa
idiopatica, artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico.

210. Método de tratamiento de un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente activa de un polipéptido de union a FcRn, proteina de fusion o conjugado segun uno cualquiera de
los puntos 1-199 o composicion segun cualquiera de los puntos 204- 206.

211. Método segun el punto 210, para el tratamiento de una afeccién autoinmune.

212. Método segun el punto 210 o 211, en el que dicho sujeto padece una afeccion seleccionada del grupo que
consiste en miastenia gravis, sindrome de Guillain-Barré, encefalitis limbica autoinmune, trastornos
neuropsiquiatricos pediatricos autoinmunes asociados a infeccion por estreptococos (PANDAS), neuromiotonia
(sindrome de Isaac), sindrome de Morvan, esclerosis mdultiple, pénfigo vulgar, foliaceo, penfigoide bulloso,
epidermdlisis bullosa adquirida, penfigoide gestacional, penfigoide de la membrana mucosa, liquen escleroso,
sindrome antifosfolipido, policondritis eriapsante, anemia autoinmune, purpura trombocitica idiopatica, enfermedad
de Grave autoinmune, cardiomiopatia dilatada, vasculitis, sindrome de Goodpasture, nefropatia membranosa
idiopatica, artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico.
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REIVINDICACIONES

1. El polipéptido de unién a FcRn, que comprende un motivo BM de uniéon a FcRn, motivo que consiste en la
secuencia de aminoacidos

EX2 X3 Xa AXs X7 EIR WLPNLX16X17 X18 QR X21 AFIX25 Xo6LX28 X29
en donde, independientemente entre si,
X; se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
X3 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,M,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F,G,H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
Xe se seleccionaentre A,E,F,G, H,I,K,Q,R,SyV;
X7 se seleccionaentre A,F, H,K,N,Q,R, Sy V;
X16 Se seleccionaentre Ny T;
X7 se seleccionaentre F, WeY;
Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;
X21 se selecciona entre A, S, Vy W,
Xos5 se seleccionaentre D,E, G, H, |, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;
X26 se selecciona entre Ky S;
X se seleccionaentre A,D,E,F,H,,K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY;y
X29 se selecciona entre Dy R.

2. El polipéptido de unién a FcRn segun la reivindicacion 1, en el que el BM consiste en una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre

i) EX2 X3 X4 AXe HEIR WLPNLTX17 X18 QR X21 AFIX25 KLX28 D

en donde, independientemente entre si,

X; se seleccionaentre A,D,E,F, H, I, K,L,N,Q,R,S, T,V,WeY:;
X3 se seleccionaentre A,D,E,G,H, K, L, M,N,Q,R,S, T,VeY;
X4 se seleccionaentre A,D,E,F, G, |, K,L,N,Q,R,S, T,VeY;

Xg se selecciona entre A, G, K, R, Sy V;

X7 se seleccionaentre F, WeY;

Xi1g se selecciona entre A, D, Ey N;

X21 se selecciona entre A, S, Vy W,

Xas se selecciona entre D, G, H, K, L, N, R, VyW,;

Xog se seleccionaentre A, D,E,H,K,L,N,Q,R,S, T,WeY;

y

i) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 96 % de identidad con dicha secuencia.

3. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia i)
cumple al menos tres de las seis condiciones I-VI:

I. Xe se selecciona entre A, G, Ky S, tal como en particular A;
Il. X7 es H;

lll. X47 se selecciona entre F e Y, tal como en particular F;
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IV. X1g es D;
V. Xz1 se selecciona entre V y W, tal como en particular V;
VI. X25 se selecciona entre H y R, tal como en particular H.

4. El polipéptido de union a FcRn segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia se
selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-353, tal como seleccionada del grupo que consiste en la SEQ
ID NO: 1-15, SEQ ID NO: 17 -140 y SEQ ID NO: 353, tal como seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 1-2 y SEQ ID NO: 17-140, tal como seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-2, SEQ ID NO: 17-
92, SEQ ID NO: 94-103, SEQ ID NO: 105-125 y SEQ ID NO: 127-140 o seleccionadas del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 1-8, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 19-20, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO:
44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75-77 y SEQ ID NO: 353, tales como
seleccionadas del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 41, SEQ ID
NO : 44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 75-77, tal como seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 75 y SEQ ID NO: 77, tal como
seleccionado de gr que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 75, tal como que es la SEQ ID
NO: 1.

5. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada entre:

iii) K-[BM]-DPSQS XaXpLLXc EAKKL XygXeX/Q;

donde

[BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en la presente memoria, con la condicién de que Xz sea D;
Xa se seleccione entre Ay S;

Xp se seleccione entre N y E;

Xc se seleccione entre A, Sy C;

Xq se seleccione entre E, Ny S;

Xe se seleccione entre D, Ey S;

Xs se seleccione entre Ay S;

y

iv) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 93 % de identidad con una secuencia definida por iii);

dicha secuencia iii) se selecciona opcionalmente del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-706, tal como
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-368, SEQ ID NO: 370-493 y SEQ ID NO: 706, tal como
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-355 y SEQ ID NO: 370-493, tal como seleccionada del
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-355, SEQ ID NO: 370-445, SEQ ID NO: 447-456, SEQ ID NO: 458-478 y
SEQ ID NO: 480-493 o seleccionadas del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354-361, SEQ ID NO: 366, SEQ ID
NO: 372-373, SEQ ID NO: 376, SEQ ID NO: 381, SEQ ID NO: 394, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID NO:
423, SEQ ID NO: 426, SEQ ID NO: 428-430 y SEQ ID NO: 706, tal como seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 354, SEQ ID NO: 376, SEQ ID NO: 381, SEQ ID NO: 394, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID
NO: 426 y SEQ ID NO: 428-430, tales como seleccionadas del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 354, SEQ ID
NO: 376, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 418, SEQ ID NO: 428 y SEQ ID NO: 430, tal como seleccionado de la g
grupo compuesto por SEQ ID NO: 354, SEQ ID NO: 376 y SEQ ID NO: 428, tal como que es la SEQ ID NO: 354.

6. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada entre:

xi) AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4; y
xii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con la secuencia definida en xi);
dicha secuencia xi) se selecciona opcionalmente del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1060-1062.

7. El polipéptido de union a FcRn segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada entre:
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xiii) VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
en donde [BM] es un motivo de unién a FcRn como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4; y
xiv) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 94 % de identidad con la secuencia definida en xiii);

dicha secuencia xiii) se selecciona opcionalmente del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707-1059, tal como
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707-721, SEQ ID NO: 723-846 y SEQ ID NO: 1059, tal como
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707-708 y SEQ ID NO: 723-846, tal como seleccionada del
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707-708, SEQ ID NO: 723-798, SEQ ID NO: 800-809, SEQ ID NO: 811-831 y
SEQ ID NO: 833-846 o seleccionadas del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707-714, SEQ ID NO: 719, SEQ ID
NO: 725-726, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 734, SEQ ID NO: 747, SEQ ID NO: 750, SEQ ID NO: 771, SEQ ID NO:
776, SEQ ID NO: 779, SEQ ID NO: 781-783 y SEQ ID NO: 1059, tal como seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 707, SEQ ID NO: 729, SEQ ID NO: 734, SEQ ID NO: 747, SEQ ID NO: 750, SEQ ID NO: 771, SEQ ID
NO: 779 y SEQ ID NO: 781-783, tales como seleccionadas del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 707, SEQ ID
NO: 729, SEQ ID NO: 750, SEQ ID NO: 771, SEQ ID NO: 781 y SEQ ID NO: 783, tal como seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 707, SEQ ID NO: 729 y SEQ ID NO: 781, tal como que es la SEQ ID NO: 707.

8. El polipéptido de unién a FcRn segun cualquier reivindicacién anterior,

- que es capaz de unirse a FcRn a pH 6,0 de manera que el valor Kp de la interacciéon sea como maximo 1 x 10° M,
como maximo 1 x 107 M, como maximo 1 x 108 M, como maximo 1 x 10° M, como maximo 1 x 107 M; y/o

- en el que el valor de Kp de la interaccion entre el polipéptido de union a FcRn y FcRn a pH 7,4 es mayor que el
valor de Kp de dicha interaccion a pH 6,0, tal como al menos 2 veces mayor, tal como al menos 5 veces mayor, tal
como al menos 10 veces mayor, tal como al menos 50 veces mayor, tal como al menos 100 veces mayor que el
valor de Kp de dicha interaccion a pH 6,0; y/o

- en el que el valor de Kp de la interaccion entre el polipéptido de unién a FcRn y FcRn a QH 7.4 es al menos 1 x 10®
M, tal como al menos 1 x 107 M, tal como al menos 1 x 10 M, tal como al menos 1 x 10~ M; y/o

- en el que el valor de Kp de la interaccion entre el polipéptido de unién a FcRn y FcRn a pH 7,4 es como maximo 1
x 10® M, como maximo 1 x 107 M, como maximo 1 x 108 M, como méaximo 1 x 10° M, como méaximo 1 x 107" m.

9. Proteina de fusidn o conjugado que comprende
- un primer resto que consiste en un polipéptido de unién a FcRn segun cualquier reivindicacion anterior; y
- un segundo resto que consiste en un polipéptido que tiene una actividad biolégica deseada.

10. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusiéon o conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que inhibe la union de IgG a FcRn.

11. Un polinucledtido que codifica un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. Composicién que comprende un polipéptido de union a FcRn, una proteina de fusién o un conjugado segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y al menos un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. El polipéptido de uniéon a FcRn, proteina de fusién o conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-
10 o composicion segun la reivindicacion 12 para su uso como medicamento.

14. Un polipéptido de unién a FcRn, una proteina de fusién, un conjugado o una composicién para su uso segun la
reivindicacion 13, en el que dicho medicamento esta destinado al tratamiento de una afeccién autoinmune.

15. El polipéptido de unién a FcRn, proteina de fusion, conjugado o composicion para su uso segun la reivindicacion
13 o0 14, en el que dicho medicamento esta destinado al tratamiento de un trastorno seleccionado del grupo que
consiste en miastenia gravis, sindrome de Guillain-Barré, encefalitis limbica autoinmune, trastornos
neuropsiquiatricos pediatricos autoinmunes asociados a infeccion por estreptococos (PANDAS), neuromiotonia
(sindrome de Isaac), sindrome de Morvan, esclerosis mdultiple, pénfigo vulgar, foliaceo, penfigoide bulloso,
epidermdlisis bullosa adquirida, penfigoide gestacional, penfigoide de la membrana mucosa, liquen escleroso,
sindrome antifosfolipido, policondritis eritematosa, anemia autoinmune, purpura trombocitica idiopatica, enfermedad
de Grave autoinmune, miocardiopatia dilatada, vasculitis, sindrome de Goodpasture, nefropatia membranosa
idiopatica, artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico.
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Figura 2B
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Figura 5
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Figura 7A
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Figura 7B
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