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DESCRIPCION
Composiciones terapéuticas de nucleasa y métodos
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N.° 61/480.961, presentada el 29
de abril de 2011 y la Solicitud Provisional de Estados Unidos N.° 61/617.241, presentada el 29 de marzo de 2012.
Esta solicitud también se refiere a: solicitud de patente internacional n.° PCT/US2010/055131, presentada el 2 de
noviembre de 2010; la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 61/257.458, presentada el 2 de noviembre de
2009; y la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 61/370.752, presentada el 4 de agosto de 2010.

DECLARACION CON RESPECTO A LA INVESTIGACION O DESARROLLO CON FONDOS FEDERALES

Esta invencion se realiz6 con el apoyo de los Institutos Nacionales de Salud (Subvenciones Al44257, NS065933 y
AR048796), la Asociacion para la Investigacion del Lupus y el Fondo de Investigacion de Ciencia Biomédica del
Estado de Washington (2087750). El Gobierno tiene ciertos derechos sobre la presente invencion.

Antecedentes

La liberacion excesiva de particulas (ribo)nucleoproteicas de células muertas y moribundas puede provocar
patologia lupica por dos mecanismos: (i) La deposicién o formacion in situ de complejos de cromatina / anticromatina
provoca nefritis y conduce a pérdida de la funcion renal; y (ii) las nucleoproteinas activan inmunidad innata a través
de receptor de tipo toll (TLR) 7, 8 y 9 asi como ruta o rutas independientes de TLR. La liberacion de nucleoproteinas
puede actuar como un antigeno potente para autoanticuerpos en LES, lo que proporciona amplificacion de la
activacion de linfocitos B y CD mediante conexion conjunta de receptores de antigenos y TLR. De este modo, existe
la necesidad de un medio para retirar los antigenos inductores y/o atenuar la estimulacion inmunitaria, amplificacion
inmunitaria y enfermedad mediada por complejo inmunitario en sujetos que lo necesiten.

Sumario

Se desvela en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que comprende un primer dominio de
nucleasa que comprende una RNasa humana y un dominio Fc modificado que comprende un dominio Fc de IgG1
humano en el que el dominio Fc incluye una mutacién P238S y una mutacién P331S, en la que el primer dominio de
nucleasa esta acoplado operativamente al dominio Fc y en la que la molécula de nucleasa hibrida comprende una
secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 96, 92, 62 o 78; o una secuencia de aminoacidos expuesta
en las SEQ ID NO: 98 o 94. El dominio Fc se modifica de modo que la molécula tenga citotoxicidad reducida en
relaciéon con una molécula de nucleasa hibrida que tenga un dominio Fc no modificado. En algunas realizaciones, la
molécula de nucleasa hibrida tiene un dominio Fc que se ha modificado para reducir la unién con receptores Fcy,
proteinas del complemento, o ambos. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida tiene citotoxicidad
reducida al menos 1, 2, 3, 4 0 5 veces en comparacion con una molécula de control, por ejemplo, una molécula de
nucleasa hibrida sin un dominio Fc modificado.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluye ademas un primer dominio enlazador y el primer
dominio de nucleasa esta acoplado operativamente al dominio Fc modificado por el primer dominio enlazador.

Como se describe en el presente documento, una molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio Fc modificado
que es un dominio Fc de IgG1 mutante. Un dominio Fc mutante comprende una o mas mutaciones en los dominios
bisagra, CH2 y/o CH3. El dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una o mas de las
mutaciones P238S, P331S, SCC, SSS (restos 220, 226 y 229), G236R, L328R, L234A y L235A. Como se describe
en el presente documento, un dominio Fc incluye una mutacion P238S y una mutacion P331S. En algunos aspectos,
un dominio Fc mutante comprende P238S y P331S, y puede incluir mutaciones en una o mas de las tres cisteinas
de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende P238S y/o P331S, y/o una o mas mutaciones
en las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende P238S y/o P331S, y/o
mutaciones en una de las tres cisteinas de bisagra (localizada en el resto 220 por numeraciéon de EU) para SCC (en
donde CCC se refiere a las tres cisteinas presentes en el dominio de bisagra de tipo silvestre). En algunos aspectos,
un dominio Fc mutante comprende P238S y P331S, y/o mutaciones en las tres cisteinas de bisagra (localizadas en
los restos 220, 226 y 229 por numeracién de EU) para SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante
comprende P238S y P331S y mutaciones en las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc
mutante comprende P238S y P331S y SCC. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende P238S y
P331S y SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye P238S y SCC. En algunos aspectos, un dominio
Fc mutante incluye P238S y SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye P331S y SCC. En algunos
aspectos, un dominio Fc mutante incluye P331S y SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye
mutaciones en una o mas de las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye
mutaciones en las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye una mutacion en
las tres cisteinas de bisagra para SCC. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye mutaciones en las tres

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 303 T3

cisteinas de bisagra para SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye SCC. En algunos aspectos, un
dominio Fc mutante incluye SSS.

Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica un dominio Fc mutante como se muestra en la
SEQ ID NO:59. Se describe en el presente documento un dominio Fc mutante como se muestra en la SEQ ID
NO:60. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica un dominio Fc mutante como se
muestra en la SEQ ID NO:71. Se describe en el presente documento un dominio Fc mutante como se muestra en la
SEQ ID NO:72. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica un dominio Fc mutante como
se muestra en la SEQ ID NO:73. Se describe en el presente documento un dominio Fc mutante como se muestra en
la SEQ ID NO:74. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica un dominio Fc mutante
como se muestra en la SEQ ID NO:75. Se describe en el presente documento un dominio Fc mutante como se
muestra en la SEQ ID NO:76. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica un dominio Fc
mutante como se muestra en la SEQ ID NO:87. Se describe en el presente documento un dominio Fc mutante como
se muestra en la SEQ ID NO:88. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica un dominio
Fc mutante como se muestra en la SEQ ID NO:89. Se describe en el presente documento un dominio Fc mutante
como se muestra en la SEQ ID NO:90.

En algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida comprende un dominio de RNasal humana, de tipo
silvestre, unido a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante, que comprende SCC, P238S y P331S, o a un dominio Fc
de IgG1 humano, mutante, que comprende SSS, P238S y P331S. Se describe en el presente documento un acido
nucleico que codifica una molécula de nucleasa hibrida como se muestra en las SEQ ID NO: 61, 77 o 91. En algunos
aspectos, una molécula de nucleasa hibrida es como se muestra en las SEQ ID NO: 62, 78, 92, 94 o0 96.

Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que comprende un dominio de RNasa1
humana, de tipo silvestre, unido mediante un dominio enlazador (GlysSer)s a un dominio Fc de IgG1 humano,
mutante, que comprende SCC, P238S y P331S, o a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante, que comprende SSS,
P238S y P331S. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica una molécula de nucleasa
hibrida como se muestra en las SEQ ID NO: 63 o 79. Se describe en el presente documento una molécula de
nucleasa hibrida como se muestra en las SEQ ID NO: 64 o 79.

Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que comprende un dominio de DNasa1
humana G105R A114F unido mediante un dominio enlazador (GlysSer)s a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante,
que comprende SCC, P238S y P331S unido mediante un dominio enlazador NLG a un dominio de RNasa1 humana,
de tipo silvestre. Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que comprende un
dominio de DNasa1 humana G105R A114F unido mediante un dominio enlazador (GlysSer)s a un dominio Fc de
IgG1 humano, mutante, que comprende SSS, P238S y P331S, unido mediante un dominio enlazador NLG a un
dominio de RNasa1 humana, de tipo silvestre. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica
una molécula de nucleasa hibrida como se muestra en las SEQ ID NO: 65 u 81. Se describe en el presente
documento una molécula de nucleasa hibrida como se muestra en las SEQ ID NO: 66 u 82.

En otras realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en las
SEQ ID NO: 62, 78, 92 0 96. En algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida comprende una secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 96. En otros aspectos, una molécula de nucleasa hibrida comprende una
secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 94 o 98. En otros aspectos, una molécula de nucleasa
hibrida comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 98.

Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que comprende un dominio de RNasa1
humana, de tipo silvestre, unido mediante un dominio enlazador (GlysSer)s a un dominio Fc de IgG1 humano,
mutante, que comprende SCC, P238S y P331S unido mediante un dominio enlazador NLG a un dominio de DNasa1
humana G105R A114F. Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que comprende un
dominio de RNasa1 humana, de tipo silvestre, unido mediante un dominio enlazador (GlysSer)s a un dominio Fc de
IgG1 humano, mutante, que comprende SSS, P238S y P331S, unido mediante un dominio enlazador NLG a un
dominio de DNasa1 humana G105R A114F. Se describe en el presente documento un acido nucleico que codifica
una molécula de nucleasa hibrida como se muestra en las SEQ ID NO: 67 u 83. Se describe en el presente
documento una molécula de nucleasa hibrida como se muestra en las SEQ ID NO: 68 u 84.

En algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida comprende un dominio de RNasa1 humana, de tipo
silvestre, unido a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante, que comprende SCC, P238S y P331S unido mediante un
dominio enlazador NLG a un dominio de DNasa1 humana G105R A114F. En algunos aspectos, una molécula de
nucleasa hibrida comprende un dominio de RNasa1 humana, de tipo silvestre, unido a un dominio Fc de IgG1
humano, mutante, que comprende SSS, P238S y P331S unido mediante un dominio enlazador NLG a un dominio de
DNasa1 humana G105R A114F. En algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida se muestra en las SEQ ID
NO: 94 o 98.

En algunos aspectos, la citotoxicidad inducida por una molécula de nucleasa hibrida se reduce en comparacion con
una molécula de control. En algunos aspectos, la citotoxicidad inducida por una molécula de nucleasa hibrida se
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reduce aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89,
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % en comparacién con una molécula de control. En algunos aspectos, la
molécula de nucleasa hibrida tiene citotoxicidad reducida aproximadamente 3-5 veces o al menos aproximadamente
3 veces en comparacion con una molécula de nucleasa hibrida que tiene un dominio Fc no modificado (por ejemplo,
un dominio Fc de tipo silvestre).

En algunos aspectos, la actividad de una molécula de nucleasa hibrida que tiene una DNasa no es menos de
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30 o >30 veces menor que la actividad de una molécula de DNasa de control. En algunos aspectos, la actividad de
una molécula de nucleasa hibrida que tiene una DNasa es aproximadamente igual a la actividad de una molécula de
DNasa de control. En algunos aspectos, la actividad de una molécula de nucleasa hibrida que tiene una RNasa no
es menos de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30 o >30 veces menor que la actividad de una molécula de RNasa de control. En algunos aspectos,
la actividad de una molécula de nucleasa hibrida que tiene una RNasa es aproximadamente igual a la actividad de
una molécula de RNasa de control.

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida es un polipéptido, en el que la secuencia de
aminoacidos del primer dominio de nucleasa comprende una secuencia de aminoacidos de RNasa de tipo silvestre,
humana, en el que el primer dominio enlazador es (Gly4Ser)n, donde n es 0, 1, 2, 3, 4 0 5, en el que la secuencia de
aminoacidos del dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos de dominio Fc de IgG1 mutante, humano, y
en el que el primer dominio enlazador se acopla al extremo C del primer dominio de nucleasa y el extremo N del
dominio Fc.

Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que comprende DNasa 1 humana, de tipo
silvestre, unida a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante. Se describe en el presente documento una molécula de
nucleasa hibrida que comprende DNasa1l G105R A114F unida a un dominio Fc de IgG1 humano por un dominio
enlazador (GlysSer), donde n=0, 1, 2, 3, 4 o 5. Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa
hibrida que comprende RNasa 1 humana, de tipo silvestre, unida a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante unido a
DNasa1 humana, de tipo silvestre. Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que
comprende RNasa 1 humana, de tipo silvestre, unida a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante unido a DNasa1
humana G105R A114F. Se describe en el presente documento una molécula de nucleasa hibrida que es un
polipéptido, en el que la secuencia de aminoacidos del primer dominio de nucleasa comprende una secuencia de
aminoacidos de RNasa, en el que el primer dominio enlazador tiene entre 5 y 32 aminoacidos de longitud, en el que
la secuencia de aminoacidos del dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos de dominio Fc, humano, y
en el que el primer dominio enlazador se acopla al extremo C del primer dominio de nucleasa y el extremo N del
dominio Fc. El dominio enlazador puede incluir (GlysSer)s y sitios de restriccion Bglll, Agel y Xhol. Se describe en el
presente documento una molécula de nucleasa hibrida que es un polipéptido, en el que la secuencia de aminoacidos
del primer dominio de nucleasa comprende una secuencia de aminoacidos de RNasa humana, en el que el primer
dominio enlazador es un péptido de NLG de entre 5 y 32 aminoacidos de longitud, en el que la secuencia de
aminoacidos del dominio Fc comprende una secuencia de aminoacidos de dominio Fc mutante, humano, y en el que
el primer dominio enlazador se acopla al extremo C del primer dominio de nucleasa y el extremo N del dominio Fc.

En algunas realizaciones, el dominio Fc no se une sustancialmente a un receptor de Fc en una célula humana. En
algunas realizaciones, el dominio Fc se modifica para reducir la unién con receptores Fcy, proteinas del
complemento, o ambos. En algunos aspectos la union del receptor de Fc se reduce aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o
100 % en comparacion con una molécula de control. En algunos aspectos, la molécula de nucleasa hibrida tiene
union del receptor de Fc reducida aproximadamente 3-5 veces o al menos aproximadamente 3 veces en
comparacién con una molécula de nucleasa hibrida que tiene un dominio Fc no modificado (por ejemplo, un dominio
Fc de tipo silvestre).

En algunas realizaciones, la semivida en suero de la molécula es significativamente mayor que la semivida en suero
del primer dominio de nucleasa solo. En algunas realizaciones, la actividad nucleasa del primer dominio de nucleasa
de la molécula es igual o mayor que la del dominio de nucleasa solo. En algunas realizaciones, la administracion de
la molécula a un ratén aumenta la tasa de supervivencia del ratén como se mide por un ensayo de modelo de lupus
de ratén. En algunos aspectos, la molécula de nucleasa hibrida degrada el ARN en circulacién, el ADN o ambos. En
otros aspectos, la molécula de nucleasa hibrida degrada el ARN, el ADN o ambos en complejos inmunitarios. En
algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida inhibe la produccién de interferén-a. En algunos aspectos la
produccién de interferén-a se reduce aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 303 T3

82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % en comparacién con una molécula de
control.

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida incluye una secuencia lider. En algunas realizaciones, la
secuencia lider es un péptido VK3LP humano de la familia de cadena ligera kappa humana y la secuencia lider se
acopla al extremo N del primer dominio de nucleasa. En realizaciones, el VK3LP tiene la secuencia expuesta en la
SEQ ID NO: 100.

En algunas realizaciones, la molécula es un polipéptido. En algunas realizaciones, la molécula es un polinucledtido.

En algunas realizaciones, el primer dominio de nucleasa comprende una RNasa humana. En algunas realizaciones,
la RNasa es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a una secuencia
de aminoacidos de RNasa expuesta en la Tabla 1. En algunas realizaciones, la RNasa es un miembro de la familia
de RNasa A humana. En algunas realizaciones, la RNasa es una RNasa 1 pancreatica humana.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida de acuerdo con la invencién reivindicada comprende
ademas una DNasa. En algunas realizaciones, la DNasa es una DNasa humana. En algunas realizaciones, la
DNasa es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos de DNasa expuesta en la Tabla 1. En algunas realizaciones, la DNasa se selecciona entre el grupo que
consiste en DNasa | humana, TREX1 DNasa 1L3 humana.

En algunas realizaciones, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1 humano y en el que el dominio Fc incluye una
mutacion P238S y una mutacion P331S y tiene citotoxicidad reducida en relacién con un dominio Fc no modificado.

En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 1 a aproximadamente
50 aminoacidos. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 5 a
aproximadamente 31 aminoacidos. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador tiene una longitud de
aproximadamente 15 a aproximadamente 25 aminoacidos. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador
tiene una longitud de aproximadamente 20 a aproximadamente 32 aminoacidos. En algunas realizaciones, el primer
dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 20 aminoacidos. En algunas realizaciones, el primer
dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 25 aminoacidos. En algunas realizaciones, el primer
dominio enlazador tiene una longitud de aproximadamente 18 aminoacidos. En algunas realizaciones, el primer
dominio enlazador comprende un péptido gly/ser. En algunas realizaciones, el péptido gly/ser es de la férmula
(GlysSer)n, en la que n es un niumero entero positivo seleccionado del grupo que consisteen 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y
10. En algunas realizaciones, el péptido gly/ser incluye (GlysSer)s. En algunas realizaciones, el péptido gly/ser
incluye (GlysSer)s. En algunas realizaciones, el péptido gly/ser incluye (GlysSer)s. En algunas realizaciones, el primer
dominio enlazador incluye al menos un sitio de restriccién. En algunas realizaciones, el primer dominio enlazador
incluye aproximadamente 12 o mas nucledtidos incluyendo al menos un sitio de restriccion. En algunas
realizaciones, el primer dominio enlazador incluye dos o mas sitios de restriccién. En algunas realizaciones, el primer
dominio enlazador incluye una pluralidad de sitios de restriccion. En algunas realizaciones, el primer dominio
enlazador comprende un péptido NLG. Los péptidos NLG contienen una secuencia consenso de glucosilacion ligada
a N. En realizaciones, el péptido NLG tiene una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 99. En algunas
realizaciones, el primer dominio enlazador comprende un sitio de glucosilacion ligado a N.

En algunas realizaciones, el primer dominio de nucleasa esta unido al extremo N del dominio Fc. En algunas
realizaciones, el primer dominio de nucleasa esta unido al extremo C del dominio Fc.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluye ademas un segundo dominio de nucleasa. En
algunas realizaciones, los primer y segundo dominios de nucleasa son dominios de nucleasa distintos. En algunas
realizaciones, los primer y segundo dominios de nucleasa son los mismos dominios de nucleasa. En algunas
realizaciones, el segundo dominio de nucleasa esta unido al extremo C del dominio Fc. En algunas realizaciones, el
segundo dominio de nucleasa esta unido al extremo N del dominio Fc. En algunas realizaciones, el segundo dominio
de nucleasa esta unido al extremo C del primer dominio de nucleasa. En algunas realizaciones, el segundo dominio
de nucleasa esta unido al extremo N del primer dominio de nucleasa.

También se desvela en el presente documento un polipéptido dimérico que comprende un primer polipéptido y un
segundo polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende un primer dominio de nucleasa y un dominio Fc, en
el que el primer dominio de nucleasa esta acoplado operativamente con el dominio Fc. En algunas realizaciones, el
segundo polipéptido es una segunda molécula de nucleasa hibrida que comprende un segundo dominio de nucleasa
y un segundo dominio Fc, en el que el segundo dominio de nucleasa esta acoplado operativamente con el segundo
dominio Fc.

También se desvela en el presente documento una composicion farmacéutica que comprende al menos una
molécula de nucleasa hibrida y/o al menos un polipéptido dimérico como se describe en el presente documento, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.
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También se desvela en el presente documento una molécula de acido nucleico que codifica una molécula de
nucleasa hibrida desvelada en el presente documento. También se desvela en el presente documento un vector de
expresion recombinante que comprende una molécula de acido nucleico desvelada en el presente documento.
También se desvela en el presente documento una célula hospedadora transformada con un vector de expresion
recombinante desvelado en el presente documento.

También se desvela en el presente documento un método para preparar una nucleasa hibrida desvelada en el
presente documento, que comprende: proporcionar una célula hospedadora que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica la molécula de nucleasa hibrida; y mantener la célula hospedadora en condiciones en las que
se expresa la molécula de nucleasa hibrida.

También se desvela en el presente documento un método para tratar y prevenir una afecciéon asociada con una
respuesta inmunitaria anémala, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de una
molécula de nucleasa hibrida aislada desvelada en el presente documento. En algunas realizaciones, la afeccion es
una enfermedad autoinmunitaria. En algunas realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria se selecciona entre el
grupo que consiste en diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis multiple, encefalomielitis autoinmunitaria
experimental, artritis reumatoide, artritis autoinmunitaria experimental, miastenia grave, tiroiditis, una forma
experimental de uveorretinitis, tiroiditis de Hashimoto, mixoedema primario, tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis
atréfica autoinmunitaria, enfermedad de Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, diabetes juvenil,
sindrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, penfigoide, oftalmia del simpatico, uveitis facogénica, anemia hemolitica
autoinmunitaria, leucopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria, hepatitis cronica activa Hbs negativa, cirrosis
criptogénica, colitis ulcerosa, sindrome de Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis,
dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso sistémico (LES) y enfermedad del tejido conectivo. En algunas
realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria es LES.

También se desvela en el presente documento un método para tratar LES que comprende administrar a un sujeto
una composiciéon que contiene nucleasa en una cantidad eficaz para degradar complejos inmunitarios que contienen
ARN, ADN o tanto ARN como ADN. En algunos aspectos, la composicién incluye un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y una molécula de nucleasa hibrida como se describe en el presente documento. En otros aspectos, La
composicion incluye una molécula de nucleasa hibrida que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en
las SEQ ID NO: 62, 78, 92, 94, 96 o 98.

Breve descripcion de algunas vistas de los dibujos

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencién se entenderan mejor con respecto a la
siguiente descripcion, y dibujos adjuntos, donde:

La FIG. 1 muestra una estructura prototipica para crear diferentes realizaciones de moléculas de nucleasa
hibridas.

La FIG. 2 muestra la concentracion de RSLV-124 recuperado de suero de raton después de una Unica inyeccion
intravenosa.

La FIG. 3 muestra los resultados de un ensayo de actividad enzimatica de RNasa en RLSV-124 recuperado de
suero de ratéon como se mide en unidades de fluorescencia relativas (UFR) a lo largo del tiempo.

La FIG. 4 muestra la concentracion de RSLV-124 en suero de ratdbn como se extrapola a partir de la actividad
enzimatica de RNasa de la molécula.

La FIG. 5 muestra el anadlisis de difusidbn enzimatica radial individual (DERI) de suero de dos ratones
transgénicos (Tg) para RNasa en comparacion con un ratén B6 normal.

La FIG. 6 muestra la concentracion de RNasaA en ratones Tg y doble Tg (DTg) medida por ELISA. Cada punto
representa la concentracién medida en un ratén individual.

La FIG. 7 muestra la supervivencia de ratones Tg TLR7.1 frente a DTg TLR7.1xRNasaA.

La FIG. 8 muestra PCR cuantitativa de IRG en bazos de ratones Tg frente a DTg.

La FIG. 9 muestra una transferencia de Western en sobrenadantes de transfeccion de COS de construcciones de
RSLV 125-129 (SEQ ID NO 208-217).

La FIG. 10 muestra el andlisis de DERI que compara alicuotas de proteinas purificadas por proteina A de
sobrenadantes de COS transfectados por RSLV.

La FIG. 11a-c muestra los resultados de un ensayo de actividad nucleasa de DNasa realizado en proteina
purificada por proteina A de sobrenadantes de COS7 transfectados con plasmidos de fusiéon de RSLV.

La FIG. 12 muestra las UFR (unidades de fluorescencia relativas) en funcion del tiempo para cada proteina.

La FIG. 13 muestra una representacion de Lineweaver Burk de las diferentes moléculas ensayadas.

La FIG. 14 muestra datos de citotoxicidad que representan graficamente el porcentaje de células muertas en
funcién de la concentracion de proteina de fusidén para moléculas de RNasalg con un dominio Fc de tipo silvestre
0 mutante.

La FIG. 15 muestra superposiciones de histogramas de células tefiidas con THP-1 después de 72 horas.

La FIG. 16 muestra la capacidad de RSLV-132 para inhibir la produccién de interferén-a inducida por complejos
inmunitarios de enfermos de LES.
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La FIG. 17 muestra la capacidad in vivo de RSLV-132 para inhibir la produccion de interferén-a inducida por
ARN.

La FIG. 18 muestra un ensayo de actividad enzimatica RNasa de los dos lotes de producciéon de RSLV-132 que
se han almacenado durante hasta 8 semanas a 4 C, en comparacion con RNasa de tipo silvestre y RSLV-124.

La FIG. 19 muestra un ensayo de actividad enzimatica de RNasa de RSLV-133, RSLV-123 y RSLV-124 en
relacion con RNasa A como se mide en UFR a lo largo del tiempo.

La FIG. 20 muestra un ensayo de actividad enzimatica de DNasa de RSLV-133 y RSLV-123 en relacion con
DNasa 1 como se mide en UFR a lo largo del tiempo.

La FIG. 21 muestra los resultados de un experimento de digestién en gel que compara la capacidad de RSLV-
133 para digerir ADN en relacion con RSLV-123 y DNasa 1 de tipo silvestre.

La FIG. 22 muestra la union de RSLV-124 y RSLV-132 con células THP1 que portan receptor de Fc mediante
analisis de FACS midiendo la intensidad de fluorescencia media.

Descripcion detallada

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria multisistémica caracterizada por la
presencia de altos titulos de autoanticuerpos dirigidos contra nucleoproteinas propias. Hay fuertes pruebas de que
una eliminaciéon o un procesamiento defectuoso de células muertas y moribundas en LES conduce a enfermedad,
predominantemente mediante la acumulacién de ribo y desoxirribonucleoproteinas (nucleoproteinas abreviadas).
Las nucleoproteinas provocan dafio mediante tres mecanismos: i) activacion del sistema inmunitario innato para
producir citocinas inflamatorias; ii) actuacién como antigenos para generar complejos inmunitarios en circulacion; y
iii) actuacion como antigenos para generar formacion de complejo in situ en sitios locales tales como el rifién. La
presente invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que la digestién de los acidos nucleicos
extracelulares tiene un efecto terapéutico in vivo.

Por consiguiente, la presente invencidon proporciona métodos para tratar enfermedades caracterizadas por
eliminacion o procesamiento defectuoso de células apoptéticas y residuos celulares, tales como LES, administrando
una cantidad eficaz de una actividad nucleasa para degradar complejos que contienen ARN y ADN extracelular.
Dicho tratamiento puede inhibir la producciéon de interferones (IFN) de tipo | que son citocinas prominentes en LES y
estan fuertemente correlacionados con la actividad de enfermedad y nefritis.

En una realizacion, se trata a un sujeto administrando una actividad nucleasa que es una actividad DNasa o una
RNasa, preferentemente en forma de una molécula de nucleasa hibrida. En un aspecto, la actividad nucleasa es un
primer dominio de nucleasa. En otro aspecto, el dominio de nucleasa se acopla a un dominio Fc modificado de modo
que la molécula tenga citotoxicidad reducida. En un aspecto una molécula de nucleasa hibrida incluye un segundo
dominio de nucleasa.

En otro aspecto, se proporciona un método para tratar LES en el que se administra una cantidad eficaz de una
composicion que contiene nucleasa a un sujeto. En un aspecto, el tratamiento da como resultado la degradacién de
complejos inmunitarios que contienen ARN, ADN o tanto ARN como ADN. En otro aspecto, el tratamiento da como
resultado la inhibicion de interferones de tipo |, tales como interferén-a en un sujeto. En un aspecto, un método para
tratar a un sujeto comprende administrar una cantidad eficaz de una composicién de una molécula de nucleasa
hibrida que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 62, 78, 92, 94, 96 o 98. En otro
aspecto, la composicién es una molécula de nucleasa hibrida que comprende una secuencia de aminoacidos
expuesta en las SEQ ID NO: 96 o 98.

Los términos usados en las reivindicaciones y la memoria descriptiva se definen como se expone a continuacion a
no ser que se especifique otra cosa. En caso de conflicto directo con un término usado en una solicitud de patente
provisional principal, regira el término usado en la presente memoria descriptiva.

"Aminoacido" se refiere a aminoacidos de origen natural y sintéticos, asi como a analogos de aminoacidos y
miméticos de aminoacidos que actian de una manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos
de origen natural son los codificados por el cddigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se modifican
posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los analogos de aminoacidos se
refieren a los compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que la de un aminoacido de origen natural,
es decir, un carbono a que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por
ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metil sulfonio de metionina. Dichos analogos tienen grupo
R modificados (por ejemplo, norleucina) o cadenas principales peptidicas modificadas, pero conservan la misma
estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural. Los aminoacidos miméticos se refieren a
compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido,
pero que actian de manera similar a un aminoacido de origen natural.

Los aminoacidos se pueden citar en el presente documento bien por sus simbolos habitualmente conocidos de tres
letras, o mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura bioquimica de la
IUPAC-IUB. Los nucleétidos, de forma analoga, se pueden citar por sus cédigos de una letra habitualmente
aceptados.
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Una "sustitucion de aminoacidos" se refiere al reemplazo de al menos un resto de aminoacido existente en una
secuencia de aminoacidos predeterminada (una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de partida) con un
segundo resto de aminoacido de "reemplazo" diferente. Una "insercion de aminoacidos" se refiere a la incorporacion
de al menos un aminoacido adicional en una secuencia de aminoacidos predeterminada. Aunque la insercién
consistira habitualmente en la insercién de uno o dos restos de aminoacidos, se pueden realizar las presentes
"inserciones de péptidos" mayores, por ejemplo inserciones de aproximadamente cinco o incluso hasta
aproximadamente diez, quince o veinte restos de aminoacidos. El resto o los restos insertados pueden ser de origen
natural o de origen no natural como se ha desvelado anteriormente. Una "supresion de aminoacidos" se refiere a la
retirada de al menos un resto de aminoacido de una secuencia de aminoacidos predeterminada.

"Polipéptido”, "péptido" y "proteina” se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse a un polimero
de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de
aminoacidos es un mimético quimico artificial de un aminoacido correspondiente de origen natural, asi como de
polimeros de aminoacidos de origen natural y de polimeros de aminoacidos de origen no natural.

"Acido nucleico" se refiere a desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos y polimeros de los mismos en forma bien
monocatenaria o bien bicatenaria. A no ser que esté limitada de forma especifica, la expresién abarca acidos
nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de union similares al
acido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a nucleétidos de origen natural. A menos que
se indique otra cosa, una secuencia de acido nucleico particular también abarca de forma implicita variantes
modificadas de forma conservativa de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degradados) y secuencias
complementarias asi como la secuencia indicada de forma explicita. Especificamente, pueden realizarse
sustituciones de codones degradados generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas codones
seleccionados (o todos) se sustituye con restos de base mixta y/o de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res.
19:5081, 1991; Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608, 1985); y Cassol et al., 1992; Rossolini et al., Mol. Cell.
Probes 8:91-98, 1994). Para arginina y leucina, las modificaciones en la segunda base también pueden ser
conservativas. El término acido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificado por un gen.

Los polinucleétidos de la presente invencion pueden estar compuestos por cualquier polirribonucledtido o
polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Por ejemplo, los
polinucledtidos pueden estar compuestos por ADN mono y bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones mono y
bicatenarias, ARN mono y bicatenario y ARN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, moléculas
hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarios o, mas tipicamente, bicatenarios o una
mezcla de regiones mono y bicatenarias. Ademas, el polinucleétido puede estar compuesto por regiones
tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. Un polinucleétido también puede contener una o
mas bases modificadas o cadenas principales de ADN o ARN modificadas para mayor estabilidad o por otras
razones. Las bases "modificadas" incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases poco habituales tales como inosina.
Puede realizarse una diversidad de modificaciones al ADN y ARN; por tanto, "polinucleétido” abarca formas
modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "molécula de nucleasa hibrida" se refiere a polinucledtidos o
polipéptidos que comprenden al menos un dominio de nucleasa y al menos un dominio Fc. Las moléculas de
nucleasa hibridas también se denominan proteina o proteinas de fusion y gen o genes de fusién. Por ejemplo, en
una realizacion, una molécula de nucleasa hibrida puede ser un polipéptido que comprende al menos un dominio Fc
unido a un dominio de nucleasa tal como DNasa y/o RNasa. Como otro ejemplo, una molécula de nucleasa hibrida
puede incluir un dominio de nucleasa RNasa, un dominio enlazador y un dominio Fc. Los ejemplos de moléculas de
nucleasa hibrida incluyen SEQ ID NO:62, 64, 66, 68, 70, 78, 80, 82, 84, 86, 92, 94, 96 y 98. Otros ejemplos se
describen con mas detalle a continuacidon. En una realizacién una molécula de nucleasa hibrida de la invencién
puede incluir modificaciones adicionales. En otra realizacion, una molécula de nucleasa hibrida puede modificarse
para afiadir un resto funcional (por ejemplo, PEG, un farmaco, o un marcador).

Como se usa en el presente documento, una "molécula de nucleasa biespecifica hibrida", o una "molécula de
binucleasa" se refiere a una molécula de nucleasa hibrida con 2 o0 mas dominios de nucleasa, por ejemplo, un
dominio de DNasa y un dominio de RNasa.

En determinados aspectos, las moléculas de nucleasa hibrida de la invencion pueden emplear uno o mas "dominios
enlazadores", tales como enlazadores polipeptidicos. Como se usa en el presente documento, la expresion "dominio
enlazador" se refiere a una secuencia que conecta dos 0 mas dominios en una secuencia lineal. Como se usa en el
presente documento, la expresion "enlazador polipeptidico" se refiere a una secuencia peptidica o polipeptidica (por
ejemplo, una secuencia peptidica o polipeptidica sintética) que conecta dos 0 mas dominios en una secuencia de
aminoacidos lineal de una cadena polipeptidica. Por ejemplo, pueden usarse enlazadores polipeptidicos para
conectar un dominio de nucleasa con un dominio Fc. Preferentemente, dichos enlazadores polipeptidicos pueden
proporcionar flexibilidad a la molécula polipeptidica. En determinadas realizaciones el enlazador polipeptidico se usa
para conectar (por ejemplo, fusionar genéticamente) uno o mas dominio Fc y/o uno o mas dominios de nucleasa.
Una molécula de nucleasa hibrida de la invenciéon puede comprender mas de un dominio enlazador o enlazador
peptidico.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "enlazador polipeptidico gly-ser" se refiere a un péptido que
consiste en restos de glicina y serina. Un enlazador polipeptidico gly/ser ejemplar comprende la secuencia de
aminoacidos Ser(GlysSer)n. En una realizacion, n=1. En una realizaciéon, n=2. En otra realizacién, n=3, es decir,
Ser(GlysSer)3. En otra realizacion, n=4, es decir, Ser(GlysSer)4. En otra realizacién, n=5. En otra realizacion mas,
n=6. En otra realizacién, n=7. En otra realizacion mas, n=8. En otra realizacién, n=9. En otra realizacién mas, n=10.
Otro enlazador polipeptidico gly/ser ejemplar comprende la secuencia de aminoacidos Ser(GlysSer)n. En una
realizacién, n=1. En una realizacion, n=2. En una realizaciéon preferida, n=3. En otra realizacién, n=4. En otra
realizacién, n=5. En otra realizacion mas, n=6.

Como se usa en el presente documento, los términos "unido", "fusionado” o "fusién”, se usan indistintamente. Estos
términos se refieren a la unién entre si de dos o mas elementos o componentes o dominios, por cualquier medio
incluyendo conjugacion quimica o medios recombinantes. Se conocen en la técnica métodos de conjugaciéon quimica
(por ejemplo usando agentes de reticulacion heterobifuncional).

Como se usa en el presente documento, la expresion "regién Fc" se definird como la parte de una inmunoglobulina
nativa formada por los dominios Fc respectivos (o restos de Fc) de sus dos cadenas pesadas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "dominio Fc" se refiere a una parte de una Unica cadena
pesada de inmunoglobulina (Ig) en la que el dominio Fc no comprende un dominio Fv. Como tal, el dominio Fc
también puede denominarse "Ig" o "IgG". En algunas realizaciones, un dominio Fc comienza en la region bisagra
inmediatamente cadena arriba del sitio de escision de papaina y termina en el extremo C del anticuerpo. Por
consiguiente, un dominio Fc completo comprende al menos un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3.
En determinadas realizaciones, un dominio Fc comprende al menos uno de: un dominio bisagra (por ejemplo, region
superior, media y/o inferior), un dominio CH2, un dominio CH3, un dominio CH4 o una variante, parte o fragmento de
los mismos. En otras realizaciones, un dominio Fc comprende un dominio Fc completo (es decir, un dominio bisagra,
un dominio CH2 y un dominio CH3). En una realizacion, un dominio Fc comprende un dominio bisagra (o parte del
mismo) fusionado con un dominio CH3 (o parte del mismo). En otra realizaciéon, un dominio Fc comprende un
dominio CH2 (o parte del mismo) fusionado con un dominio CH3 (o parte del mismo). En otra realizacién, un dominio
Fc consiste en un dominio CH3 o parte del mismo. En otra realizacién, un dominio Fc consiste en un dominio bisagra
(o parte del mismo) y un dominio CH3 (o parte del mismo). En otra realizacién, un dominio Fc consiste en un dominio
CH2 (o parte del mismo) y un dominio CH3. En otra realizacién, un dominio Fc consiste en un dominio bisagra (o
parte del mismo) y un dominio CH2 (o parte del mismo). En una realizacion, un dominio Fc carece de al menos una
parte de un dominio CH2 (por ejemplo, todo o parte de un dominio CH2). En una realizacién, un dominio Fc de la
invencion comprende al menos la parte de una molécula Fc que se sabe en la técnica que es necesaria para unién a
FcRn. En otra realizacion, un dominio Fc de la invencién comprende al menos la parte de una molécula Fc que se
sabe en la técnica que es necesaria para union a FcyR. En una realizacion, un dominio Fc de la invencién
comprende al menos la parte de una molécula Fc que se sabe en la técnica que es necesaria para union a Proteina
A. En una realizacioén, un dominio Fc de la invencion comprende al menos la parte de una molécula Fc que se sabe
en la técnica que es necesaria para union a Proteina G. Un dominio Fc en el presente documento se refiere en
general a un polipéptido que comprende todo o parte del dominio Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina.
Esto incluye, pero sin limitacion, polipéptidos que comprenden los dominios CH1, bisagra, CH2 y/o CH3 completos
asi como fragmentos de dichos péptidos que comprenden solamente, por ejemplo, el dominio bisagra, CH2 y CH3.
El dominio Fc puede obtenerse de una inmunoglobulina de cualquier especie y/o cualquier subtipo, incluyendo, pero
sin limitacién, un anticuerpo IgG1, 19G2, IgG3, 1gG4, IgD, IgA, IgE o IgM humano. El dominio Fc abarca moléculas de
Fc nativas y variantes de Fc. Como con variantes de Fc y Fc nativos, la expresién dominio Fc incluye moléculas en
forma monomeérica o multimérica, bien digeridas a partir de anticuerpo completo o bien producidas por otros medios.
La asignacion de numeros de restos de aminoacidos a un dominio Fc esta de acuerdo con las definiciones de Kabat.
Véase, por ejemplo, Sequences of Proteins of Immunological Interest (secciones de Tabla de contenidos,
Introduccién y Secuencias de region constante), 52 edicion, Bethesda, MD:NIH vol. 1:647-723 (1991); Kabat et al.,
"Introduction" Sequences of Proteins of Immunological Interest, Departamento de salud y servicios humanos de los
Estados Unidos, NIH, 52 edicion, Bethesda, MD vol. 1:xiii-xcvi (1991); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987); Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

Como se expone en el presente documento, un experto en la materia entendera que puede modificarse cualquier
dominio Fc de tal forma que varie en cuanto a su secuencia de aminoacidos respecto del dominio Fc nativo de una
molécula de inmunoglobulina de origen natural. En determinadas realizaciones ejemplares, el dominio Fc conserva
una funcién efectora (por ejemplo, unién a FcyR).

Los dominios Fc de un polipéptido de la invencion pueden obtenerse de diferentes moléculas de inmunoglobulina.
Por ejemplo, un dominio Fc de un polipéptido puede comprender un dominio CH2 y/o CH3 obtenido de una molécula
de IgG1 y una regiodn bisagra obtenida de una molécula de IgG3. En otro ejemplo, un dominio Fc puede comprender
una region bisagra quimérica obtenida, en parte, de una molécula de IgG1 y, en parte, de una molécula de IgG3. En
otro ejemplo, un dominio Fc puede comprender una bisagra quimérica obtenida, en parte, de una molécula de 1gG1
y, en parte, de una molécula de IgG4.
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Una secuencia polipeptidica o de aminoacidos "obtenida de" un polipéptido o proteina designado se refiere al origen
del polipéptido. Preferentemente, la secuencia polipeptidica o de aminoacidos que se obtiene de una secuencia
particular tiene una secuencia de aminoacidos que es esencialmente idéntica a esa secuencia o una parte de la
misma, en la que la parte consiste en al menos 10-20 aminoacidos, preferentemente al menos 20-30 aminoacidos,
mas preferentemente al menos 30-50 aminoacidos o que de otro modo un experto en la materia puede identificar
que tiene su origen en la secuencia.

Los polipéptidos obtenidos de otro péptido pueden tener una o mas mutaciones en relacidon con el polipéptido de
partida, por ejemplo, uno o mas restos de aminoacidos que se han sustituido con otro resto de aminoacido o que
tienen una o mas inserciones o supresion de restos de aminoacidos.

Un polipéptido puede comprender una secuencia de aminoacidos que no es de origen natural. Dichas variantes
tienen necesariamente menos de 100 % de identidad o similitud de secuencia con las moléculas de nucleasa hibrida
de partida. En una realizacion preferida, la variante tendra una secuencia de aminoacidos de aproximadamente 75 %
a menos de 100 % de identidad o similitud de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de partida, mas preferentemente de aproximadamente 80 % a menos de 100 %, mas preferentemente de
aproximadamente 85% a menos de 100 %, mas preferentemente de aproximadamente 90% a menos de 100 % (por
ejemplo, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) y mas preferentemente de aproximadamente 95
% a menos de 100 %, por ejemplo, sobre la longitud de la molécula variante.

En una realizacion, hay una diferencia de un aminoacido entre una secuencia polipeptidica de partida y la secuencia
obtenida de la misma. La identidad o similitud con respecto a esta secuencia se define en el presente documento
como el porcentaje de restos de aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos (es decir, el mismo resto)
a los restos de aminoéacidos de partida, después de alinear las secuencias e introducir los huecos, si es necesario,
para conseguir el maximo porcentaje de identidad de secuencia.

En una realizaciéon, un polipéptido de la invenciéon consiste en, consiste esencialmente en o comprende una
secuencia de aminodacidos seleccionada de la Tabla 1 y variantes funcionalmente activas de la misma. En una
realizacién, un polipéptido incluye una secuencia de aminoacidos al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86
%, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos expuesta en la Tabla 1. En una realizacion, un polipéptido incluye una secuencia de aminoacidos
contigua al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos contigua expuesta en la Tabla 1. En una
realizacioén, un polipéptido incluye una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400 o 500 (o cualquier numero entero dentro de estos niumeros)
aminoacidos contiguos de una secuencia de aminoacidos expuesta en la Tabla 1.

En una realizacion, los péptidos de la invencion estan codificados por una secuencia de nucleétidos. Las secuencias
de nucledtidos de la invencion pueden ser Utiles para varias aplicaciones, incluyendo: clonacién, terapia génica,
expresion y purificacion de proteinas, introduccion de mutaciones, vacunacion de ADN de un hospedador que lo
necesite, generacidon de anticuerpos para, por ejemplo, inmunizacién pasiva, PCR, generacién de cebadores y
sondas, disefio y generacion de ARNip (véase, por ejemplo, el sitio web de Dharmacon siDesign), y similares. En
una realizacion, la secuencia de nucleétidos de la invencién comprende, consiste en o consiste esencialmente en,
una secuencia de nucledtidos seleccionada de la Tabla 1. En una realizacion, una secuencia de nucleétidos incluye
una secuencia de nucledtidos al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de nucleétidos expuesta en la Tabla 1.
En una realizacién, una secuencia de nucleétidos incluye una secuencia de nucleétidos contigua al menos 80 %, 81
%, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99
% idéntica a una secuencia de nucledtidos contigua expuesta en la Tabla 1. En una realizacion, una secuencia de
nucleodtidos incluye una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400 o 500 (o cualquier numero entero dentro de estos nimeros) nucledtidos
contiguos de una secuencia de aminoacidos expuesta en la Tabla 1.

Las moléculas de nucleasa hibridas preferidas de la invenciéon comprenden un dominio Fc de IgG1 humano mutante,
en el que la RNasa humana esta acoplada operativamente al dominio Fc y en el que el dominio Fc incluye una
mutacion P238S y una mutacién P331S y tiene citotoxicidad reducida en relaciéon con una molécula de nucleasa
hibrida que tiene un dominio Fc no modificado. Sin embargo, las secuencias pueden comprender una o mas
secuencias de otra especie de mamifero. Por ejemplo, un dominio Fc o dominio de nucleasa de primate puede
incluirse en la secuencia objeto. Como alternativa, pueden estar presentes uno o mas aminoacidos murinos en un
polipéptido. En algunas realizaciones, las secuencias polipeptidicas de la invenciéon no son inmunogénicas y/o tienen
inmunogenicidad reducida.

Un experto en la materia también entendera que las moléculas de nucleasa hibridas de la invencién pueden
alterarse de tal forma que varien en cuanto a su secuencia con respecto a las secuencias de origen natural o nativas
de las que proceden, conservando al mismo tiempo la actividad deseable de las secuencias nativas. Por ejemplo,
pueden realizarse sustituciones de nucledtidos o aminoacidos que conducen a sustituciones conservativas o
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cambios en restos de aminoacidos "no esenciales". Puede crearse una molécula de acido nucleico aislada que
codifica una variante no natural de una molécula de nucleasa hibrida obtenida de una inmunoglobulina (por ejemplo,
un dominio Fc) introduciendo una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de nucleétidos en la secuencia de
nucledtidos de la inmunoglobulina de modo que se introduzcan una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de
aminoacidos en la proteina codificada. Pueden introducirse mutaciones mediante técnicas convencionales, tales
como mutagénesis dirigida y mutagénesis mediada por la PCR.

Las moléculas de nucleasa hibridas peptidicas de la invencion pueden comprender sustituciones de aminoacidos
conservativas en uno o mas restos de aminoacidos, por ejemplo, en restos de aminoacidos esenciales o no
esenciales. Una "sustitucion de aminoacidos conservativa" es una en la que se reemplaza el resto de aminoacido
por un resto de aminoacido que tenga una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de restos de
aminoacidos que tienen cadenas laterales similares, incluyendo cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales
polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano),
cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). De este modo, se reemplaza preferentemente un resto de
aminoacido no esencial en un polipéptido de unioén por otro resto de aminoacido de la misma familia de cadena
lateral. En otra realizacidn, puede reemplazarse una serie de aminoacidos por una serie estructuralmente similar que
difiere en cuanto a su orden y/o composicion de miembros de la familia de cadena lateral. Como alternativa, en otra
realizacién, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de la totalidad o parte de una secuencia
codificante, tal como por mutagénesis de saturacion, y los mutantes resultantes pueden incorporarse en polipéptidos
de union de la invencién y explorarse con respecto a su capacidad para unirse con la diana deseada.

El término "aliviar" se refiere a cualquier resultado terapéuticamente beneficioso en el tratamiento de una patologia,
por ejemplo, una patologia autoinmunitaria (por ejemplo, LES), incluyendo profilaxis, reduccion de la gravedad o
progresion, remision o cura de la misma.

La expresion "in situ" se refiere a procesos que se producen en una célula viva que crece separada de un organismo
vivo, por ejemplo, que crece en cultivo tisular.

La expresion "in vivo" se refiere a procesos que se producen en un organismo vivo.

El término "mamifero” o "sujeto” o "paciente" como se usa en el presente documento incluye tanto seres humanos
como no humanos e incluye pero sin limitacion seres humanos, primates no humanos, caninos, felinos, murinos,
bovinos, equinos y porcinos.

La expresion porcentaje de "identidad", en el contexto de dos 0 més secuencias de acido nucleico o polipeptidicas,
se refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que tienen un porcentaje especifico de nucleétidos o restos de
aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima, medida usando
uno de los algoritmos de comparacion de secuencias descritos a continuacion (por ejemplo, BLASTP y BLASTN u
otros algoritmos disponibles para los expertos) o por inspeccioén visual. Dependiendo de la aplicacién, el porcentaje
de "identidad" puede existir sobre una regiéon de la secuencia que se compara, por ejemplo, sobre un dominio
funcional o, como alternativa, existir sobre la longitud completa de las dos secuencias para comparar.

Para comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actlia como una secuencia de referencia con la que se
comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de
ensayo y referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, si fuera
necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparacion de
secuencias entonces calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la o las secuencias de ensayo respecto a
la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa designados.

La alineacion optima de secuencias para la comparacion puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineacién de homologia
de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman,
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por implementaciones informatizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, Wis.) o por inspeccién visual (véase en general Ausubel et al., mencionado posteriormente).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de
secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El software
para realizar los andlisis BLAST esta disponible al publico a través del sitio web del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica.

La expresion "cantidad suficiente" significa una cantidad suficiente para producir un efecto deseado, por ejemplo,
una cantidad suficiente para modular la agregacion de proteinas en una célula.
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La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad que es eficaz para aliviar un sintoma de una
enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una "cantidad profilacticamente eficaz" ya que la
profilaxis puede considerarse terapia.

Debe destacarse que, como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

"un", "una" y "el" o "la" incluyen referencias en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

Composiciones

Moléculas de nucleasa hibridas

En algunas realizaciones, una composicién de la invencion incluye una molécula de nucleasa hibrida que comprende
una RNasa humana y un dominio Fc de IgG1 humano mutante, en la que la RNasa humana esta acoplada
operativamente al dominio Fc y en la que el dominio Fc incluye una mutacién P238S y una mutacién P331S vy tiene
citotoxicidad reducida en relacién con una molécula de nucleasa hibrida que tiene un dominio Fc no modificado, y en
la que la molécula de nucleasa hibrida comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 96,
92, 62 o 78; o una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 98 o 94. En algunas realizaciones la
molécula de nucleasa hibrida es una proteina de nucleasa. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa
hibrida es un polinucleétido de nucleasa.

En algunas realizaciones, el dominio de nucleasa se une al dominio Fc mediante un dominio enlazador. En algunas
realizaciones, el dominio enlazador es un péptido enlazador. En algunas realizaciones, el dominio enlazador es un
nucledtido enlazador. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida incluye una molécula lider, por
ejemplo, un péptido lider. En algunas realizaciones, la molécula lider es un péptido lider situado en el extremo N del
dominio de nucleasa. En realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida de la invencién comprende un péptido lider
en el extremo N de la molécula, en el que el péptido lider se escinde después de la molécula de nucleasa hibrida. Se
conocen bien en la técnica métodos para generar secuencias de acido nucleico que codifican un péptido lider
fusionado con una proteina recombinante. En realizaciones, cualquiera de las moléculas de nucleasa hibridas de la
presente invencion puede expresarse con o sin un lider fusionado con su extremo N. Un experto en la materia puede
predecir y/o deducir la secuencia proteica de una molécula de nucleasa hibrida de la presente invencién después de
escision de un péptido lider fusionado. Se exponen ejemplos de moléculas de nucleasa hibridas de la presente
invencion que incluyen adicionalmente un péptido lider de VK3 (VK3LP), en las que el péptido lider se fusiona con el
extremo N de la molécula de nucleasa hibrida, en las SEQ ID NO: 92 (RSLV-132) y 94 (RSLV-133). Las secuencias
de nucledtidos correspondientes se exponen en las SEQ ID NO: 91 y 93, respectivamente. En realizaciones,
después de escision del lider de VK3, estas moléculas de nucleasa hibridas tienen las secuencias expuestas en las
SEQ ID NO: 96 (RSLV-132) y 98 (RSLV-133), respectivamente. Las secuencias de nucledtidos correspondientes se
exponen en las SEQ ID NO: 95 y 97, respectivamente. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida
de la presente invencion se expresa sin un péptido lider fusionado con su extremo N y la molécula de nucleasa
hibrida resultante tiene una metionina N terminal.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluira un codon de terminacién. En algunas
realizaciones, el codon de terminacion estara en el extremo C del dominio Fc.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluye ademas un segundo dominio de nucleasa. En
algunas realizaciones, el segundo dominio de nucleasa se une al dominio Fc mediante un segundo dominio
enlazador. En algunas realizaciones, el segundo dominio enlazador estara en el extremo C del dominio Fc. La Figura
1 muestra al menos una realizacion de una molécula de nucleasa hibrida. Como se describe en el presente
documento, una molécula de nucleasa hibrida puede incluir una secuencia mostrada en la Tabla 1.

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida es una molécula de RNasa o una molécula
multienzimatica (por ejemplo tanto RNasa como DNasa o dos ARN nucleasas con diferente especificidad por el
sustrato) unidas con un dominio Fc de IgG1 humano mutante, en la que la RNasa humana esta acoplada
operativamente al dominio Fc y en la que el dominio Fc incluye una mutacion P238S y una mutacion P331S y tiene
citotoxicidad reducida en relacién con una molécula de nucleasa hibrida que tiene un dominio Fc no modificado y en
la que la molécula de nucleasa hibrida comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 96,
92, 62 o 78; o una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 98 o 94 que se une especificamente con
complejos inmunitarios extracelulares. En algunas realizaciones, el dominio Fc no se une eficazmente con
receptores Fcy. En un aspecto, la molécula de nucleasa hibrida no se une eficazmente con C1q. En otros aspectos,
la molécula de nucleasa hibrida comprende un dominio Fc en fase de IgG1. En otros aspectos, la molécula de
nucleasa hibrida comprende ademas mutaciones en los dominios bisagra, CH2 y/o CH3. En otros aspectos, las
mutaciones son P238S, P331S o N297S, y puede incluir mutaciones en una o mas de las tres cisteinas de bisagra.
En algunos de dichos aspectos, las mutaciones en una o mas de tres cisteinas de bisagra pueden ser SCC o SSS.
En otros aspectos, las moléculas contienen la bisagra SCC, pero por lo demas son de tipo silvestre para los
dominios Fc, CH2 y CH3 de IgG1 humano y se unen eficazmente a receptores de Fc, facilitando la captacion de la
molécula de nucleasa hibrida en el compartimento endocitico de células con las que se unen. En otros aspectos, la
molécula tiene actividad contra sustratos de ARN mono y/o bicatenario.
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En algunos aspectos, un dominio Fc incluye una mutacién P238S y una mutacion P331S. En algunos aspectos, un
dominio Fc mutante comprende P238S y P331S, y puede incluir mutaciones en una o mas de las tres cisteinas de
bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende P238S y P331S, y/o una o mas mutaciones en las
tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende P238S y P331S, y/o mutaciones
en las tres cisteinas de bisagra para SSS o en una cisteina de bisagra para SCC. En algunos aspectos, un dominio
Fc mutante comprende P238S y P331S y mutaciones en las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un
dominio Fc mutante comprende P238S y P331S y SCC o SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante
comprende P238S y P331S y SCC. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye P238S SSS. En algunos
aspectos, un dominio Fc mutante incluye P331S y SCC o SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye
mutaciones en una o0 mas de las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye
mutaciones en las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye mutaciones en las
tres cisteinas de bisagra para SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye mutaciones en una de las
tres cisteinas de bisagra para SCC. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye SCC o SSS. En algunos
aspectos, una molécula de nucleasa hibrida es como se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO 62, 78, 92, 94, 96
0 98. En algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida comprende un dominio de RNasa1 humana, de tipo
silvestre, unido a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante, que comprende SCC, P238S y P331S, o un dominio Fc
de 1gG1 humano, mutante, que comprende SSS, P238S y P331S. En algunos aspectos, una secuencia de acido
nucleico que codifica una molécula de nucleasa hibrida es como se muestra en las SEQ ID NO: 61, 77 o0 91. En
algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida se muestra en las SEQ ID NO: 62, 78, 92 o0 96.

En algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida comprende un dominio de RNasa1 humana, de tipo
silvestre, unido a un dominio Fc de IgG1 humano, mutante, que comprende SCC, P238S y P331S unido mediante un
dominio enlazador NLG a un dominio de DNasa1 humana G105R A114F. En algunos aspectos, una molécula de
nucleasa hibrida comprende un dominio de RNasa1 humana, de tipo silvestre, unido a un dominio Fc de IgG1
humano, mutante, que comprende SSS, P238S y P331S unido mediante un dominio enlazador NLG a un dominio de
DNasa1 humana G105R A114F. En algunos aspectos, una secuencia de acido nucleico que codifica una molécula
de nucleasa hibrida se muestra en las SEQ ID NO: o 93. En algunos aspectos, una molécula de nucleasa hibrida se
muestra en las SEQ ID NO: 94 o 98.

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

En otro aspecto, se proporciona una molécula de RNasa multifuncional que esta unida a otra enzima o anticuerpo
que tiene especificidad de uniéon, tal como un scFv dirigido a ARN o un segundo dominio de nucleasa con las
mismas o diferentes especificidades que el primer dominio.

En otro aspecto, se proporciona una molécula de DNasa multifuncional que esta unida a otra enzima o anticuerpo
que tiene especificidad de unién, tal como un scFv dirigido a ADN o un segundo dominio de nucleasa con las
mismas o diferentes especificidades que el primer dominio.

En otro aspecto, una molécula de nucleasa hibrida se adapta para prevenir o tratar una enfermedad o un trastorno
en un mamifero administrando una molécula de nucleasa hibrida unida a una regidon Fc, en una cantidad
terapéuticamente eficaz al mamifero que lo necesite, en el que la enfermedad se previene o se trata. En otros
aspectos, la enfermedad o el trastorno es una enfermedad autoinmunitaria o cancer. En algunos de dichos aspectos,
la enfermedad autoinmunitaria es diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis multiple, encefalomielitis
autoinmunitaria experimental, artritis reumatoide, artritis autoinmunitaria experimental, miastenia grave, tiroiditis, una
forma experimental de uveorretinitis, tiroiditis de Hashimoto, mixoedema primario, tirotoxicosis, anemia perniciosa,
gastritis atrofica autoinmunitaria, enfermedad de Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, diabetes
juvenil, sindrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, penfigoide, oftalmia del simpatico, uveitis facogénica, anemia
hemolitica autoinmunitaria, leucopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria, hepatitis cronica activa Hbs negativa,
cirrosis criptogénica, colitis ulcerosa, sindrome de Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis,
dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso sistémico o enfermedad del tejido conectivo.

En algunas realizaciones, las dianas de la actividad enziméatica RNasa de moléculas de nucleasa hibridas de RNasa
son principalmente extracelulares, que consisten en, por ejemplo, ARN contenido en complejos inmunitarios con
autoanticuerpo anti RNP y ARN expresado en la superficie de células que experimentan apoptosis. En algunas
realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida de RNasa estd activa en el ambiente acido de las vesiculas
endociticas. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida de RNasa incluye un dominio Fc de tipo
silvestre (wt) para, por ejemplo, permitir que la molécula se una con FcR y entre en el compartimento endocitico a
través de la ruta de entrada usada por complejos inmunitarios. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa
hibrida de RNasa que incluye un dominio Fc wt se adapta para ser activa tanto extracelularmente como en el
ambiente endocitico (en el que puede expresarse TLR7). En algunos aspectos, esto permite que una molécula de
nucleasa hibrida de RNasa que incluye un dominio Fc wt detenga la sefializaciéon de TLR7 a través de complejos
inmunitarios previamente introducidos o por ARN que activan TLR7 después de infeccion virica. En algunas
realizaciones, la RNasa wt de una molécula de nucleasa hibrida de RNasa no es resistente a la inhibicion por un
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inhibidor citoplasmatico de RNasa. En algunas realizaciones, la RNasa wt de una molécula de nucleasa hibrida de
RNasa no esta activa en el citoplasma de una célula.

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida que incluye un dominio Fc wt se usa para terapia de una
enfermedad autoinmunitaria, por ejemplo, LES.

En algunas realizaciones, la unién del dominio Fc con un receptor de Fc (FcR) aumenta, por ejemplo, mediante
alteraciones de la glucosilacion y/o cambios en la secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, una
molécula de nucleasa hibrida tiene una o mas alteraciones de Fc que aumentan la unién a FcR.

Se prevén modos alternativos de construccion de una molécula de nucleasa hibrida unida a un dominio Fc. En
algunas realizaciones, la orientacién del dominio puede alterarse para construir una molécula de Ig-RNasa o una
molécula de Ig-DNasa o una molécula de RNasa-lg o una molécula de RNasa-Ig que conserva la uniéon a FcR y
tiene dominios de nucleasa activos.

En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de DNasa incluyen un dominio Fc wt que puede
permitir, por ejemplo, que las moléculas experimenten endocitosis después de unirse con FcR. En algunas
realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de DNasa pueden ser activas para complejos inmunitarios
extracelulares que contienen ADN, por ejemplo, en forma soluble o depositadas como complejos insolubles.

En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas incluyen tanto DNasa como RNasa. En algunas
realizaciones, estas moléculas de nucleasa hibridas pueden mejorar la terapia de LES porque pueden, por ejemplo,
digerir complejos inmunitarios que contienen ARN, ADN o una combinaciéon de tanto ARN como ADN; y cuando
incluyen ademas un dominio Fc wt, estan activan tanto extracelularmente como en el compartimento endocitico en el
que pueden localizarse TLR7 y TLR9.

En algunas realizaciones, los dominios enlazadores incluyen variantes de (gly4ser) 3, 4 o 5 que alteran la longitud
del enlazador en 5 progresiones de aminoacidos. En otra realizacion, un dominio enlazador tiene una longitud de
aproximadamente 18 aminoacidos e incluye un sitio de glucosilacion ligado a N, que puede ser sensible a escisién
por proteasa in vivo. En algunas realizaciones, un sitio de glucosilacion ligado a N puede proteger las moléculas de
nucleasa hibridas de la escision en su dominio enlazador. En algunas realizaciones, un sitio de glucosilacion ligado a
N puede ayudar a separar el plegamiento de dominios funcionales independientes separados por el dominio
enlazador.

En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas pueden incluir dominios Fc de IgG1 humano tanto
mutantes como de tipo silvestre. En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas pueden expresarse a
partir de transfecciones tanto transitorias de COS como estables de CHO. En algunas realizaciones, se conservan
tanto la union de CD80/86 como la actividad RNasa en una molécula de nucleasa hibrida. En algunas realizaciones,
las moléculas de nucleasa hibridas incluyen construcciones de DNasa1l3-lg-enlazador-RNasa. En algunas
realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida incluye una construccion de DNasa1-Ig-enlazador-RNasa o una
construccion de RNasa-lg-enlazador-DNasa. En algunas realizaciones, se optimizan los puntos de fusién entre
dominios enzimaticos y los otros dominios de la molécula de nucleasa hibrida.

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

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida incluye TREX1. En algunas realizaciones, una molécula
de nucleasa hibrida TREX1 puede digerir cromatina. En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida
TREX1 es expresada por una célula. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida expresada incluye
TREX-1 murina y un dominio Fc murino (wt o mutante). En algunas realizaciones, un dominio enlazador de 20-25
aminoacidos (aa) entre TREX1 y la bisagra de IgG pueden ser necesarios para permitir la actividad DNasa. En
algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida con un dominio enlazador de 15 aa no es activa. En
algunas realizaciones, el uso de los dominios enlazadores de 20 y 25 aminoacidos (mas 2 o mas aminoacidos para
incorporar sitios de restriccion) da como resultado actividad funcional como se mide por digestiéon de cromatina. En
algunas realizaciones, una region hidréfoba de aproximadamente 72 aa puede retirarse del extremo COOH de
TREX-1 antes de la fusién con el dominio Fc mediante el dominio enlazador. En algunas realizaciones, una version
de dominio enlazador de 20 aminoacidos de la molécula de nucleasa hibrida muestra niveles de alta expresion en
comparacion con controles y/u otras moléculas de nucleasa hibridas. En algunas realizaciones, se usan ensayos
cinéticos de enzima para comparar la actividad enzimatica de moléculas de nucleasa hibridas y controles de una
manera cuantitativa.

En algunas realizaciones, puede usarse optimizacién adicional del punto de fusion elegido para truncamiento de una
enzima TREX1 para mejorar la expresién de las moléculas de nucleasa hibridas.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluye una molécula de nucleasa hibrida de TREX1-
enlazador-dominio Fc de Ig con dominios enlazadores de 20 y/o 25 aa. En algunas realizaciones, el dominio o los
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dominios enlazadores son variantes de un casete de (gly4ser)4 o (gly4ser)5 con uno o mas sitios de restriccion
unidos para incorporacion en la construccion de moléculas de nucleasa hibridas. En algunas realizaciones, debido a
la dimerizacién de cabeza a cola util para la actividad enzimatica de TREX1; puede usarse un dominio enlazador
mas largo, flexible, para facilitar el plegamiento apropiado.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida es una molécula de nucleasa hibrida de tandem de
TREX1. En algunas realizaciones, un método alternativo para facilitar el plegamiento de cabeza a cola de TREX1 es
generar una molécula de nucleasa hibrida de TREX1-TREX1-lg que incorpora dos dominios TREX1 en tandem,
seguido de un dominio enlazador y un dominio Fc de Ig. En algunas realizaciones, la situacion de casetes TREX1 en
una posicion de cabeza a cola puede corregirse para plegamiento de cabeza a cola en una de las ramas de la
inmunoenzima e introducir un Unico dominio funcional TREX1 en cada rama de la molécula. En algunas
realizaciones, cada inmunoenzima de una molécula de nucleasa hibrida tiene dos enzimas TREX1 funcionales
unidas a un unico dominio Fc de Ig.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluye TREX1-enlazador1-lg-enlazador2-RNasa.

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluye RNasa-lg-enlazador-TREX1. En algunas
realizaciones, se obtienen casetes para fusion tanto amino como carboxilo de cada enzima para incorporacion en
moléculas de nucleasa hibridas en las que la configuracién enzimatica se invierte. En algunas realizaciones, la
enzima RNasa muestra actividad funcional comparable independientemente de su posicién en las moléculas de
nucleasa hibridas. En algunas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas pueden disefarse para ensayar si
una configuracion particular demuestra expresion y/o funcién mejorada de los componentes de moléculas de
nucleasa hibridas.

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

En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida incluye DNasa1-lg. En algunas realizaciones, un alelo
variante de origen natural, A114F, que muestra sensibilidad reducida a actina se incluye en una molécula de
nucleasa hibrida DNasa1-lg. En algunas realizaciones, esta mutacién se introduce en una molécula de nucleasa
hibrida para generar un derivado mas estable de DNasa 1 humana. En algunas realizaciones, se prepara una
DNasa1-enlazador-lg que contiene un dominio enlazador de 20 a 25 aa. En algunas realizaciones, las moléculas de
nucleasa hibridas incluyen RNasa-Ig-enlazador-DNasa1 donde el dominio de DNasa1 se localiza en el lado COOH
del dominio Fc de Ig. En algunas realizaciones, se preparan moléculas de nucleasa hibridas que incorporan DNasa1
e incluyen: DNasa 1-enlazador-lg-enlazador2-RNasa y/o RNasa-Ig-enlazador-DNasal.

Otro aspecto de la presente invencion es usar métodos de terapia génica para tratar o prevenir trastornos,
enfermedades y afecciones con una o mas moléculas de nucleasa hibridas. Los métodos de terapia génica se
refieren a la introduccion de secuencias de acido nucleico de moléculas de nucleasa hibridas (ADN, ARN y ADN o
ARN antisentido) en un animal para conseguir expresion del polipéptido o polipéptidos de la presente invencion. Este
método puede incluir introduccion de uno o mas polinucleétidos que codifican un polipéptido de molécula de
nucleasa hibrida de la presente invencién unido operativamente con un promotor y cualquier otro elemento genético
necesario para la expresion del polipéptido por el tejido diana.

En aplicaciones de terapia génica, se introducen genes de moléculas de nucleasa hibridas en células para conseguir
sintesis in vivo de un producto genético terapéuticamente eficaz. "Terapia génica" incluye tanto terapias génicas
convencionales en las que se consigue un efecto duradero por un Unico tratamiento como la administracion de
agentes terapéuticos génicos, que implica la administracion una vez o repetida de un ADN o ARNm
terapéuticamente eficaz. Los oligonucleétidos pueden modificarse para potenciar su captacion, por ejemplo,
sustituyendo sus grupos fosfodiésteres con carga negativa por grupos sin carga.

Dominios Fc

En la invencién reivindicada, una molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio Fc de IgG1 humano mutante, en
el que el dominio Fc incluye una mutaciéon P238S y una mutacion P331S y tiene citotoxicidad reducida en relacion
con una molécula de nucleasa hibrida que tiene un dominio Fc no modificado. EI dominio Fc no contiene una regién
variable que se une con antigeno. En realizaciones, el dominio Fc no contiene una region variable. Los dominios Fc
utiles para producir las moléculas de nucleasa hibridas descritas en el presente documento pueden obtenerse a
partir de varias fuentes diferentes. Como se describe en el presente documento, un dominio Fc de la molécula de
nucleasa hibrida se obtiene de una inmunoglobulina humana. Se entiende, sin embargo, que el dominio Fc puede
obtenerse de una inmunoglobulina de otra especie de mamifero, incluyendo, por ejemplo, una especie de roedor
(por ejemplo un ratén, rata, conejo, cobaya) o primate no humano (por ejemplo chimpancé, macaco). Ademas, el
dominio Fc de molécula de nucleasa hibrida o parte del mismo puede obtenerse de cualquier clase de
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inmunoglobulina, incluyendo IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina, incluyendo IgG1, IgG2,
IgG3 e IgG4. En una realizacion preferida, se usa el IgG1 de isotipo humano.

En la invencién reivindicada, una molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio Fc mutante, en el que el dominio
Fc incluye una mutacién P238S y una mutaciéon P331S vy tiene citotoxicidad reducida en relacién con una molécula
de nucleasa hibrida que tiene un dominio Fc no modificado. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante
comprende una o mas mutaciones en los dominios bisagra, CH2 y/o CH3. En algunos aspectos, un dominio Fc
incluye una mutacion P238S y una mutacion P331S. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende
P238S y P331S, y puede incluir mutaciones en una o mas de las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un
dominio Fc mutante comprende P238S y P331S, y/o una o mas mutaciones en las tres cisteinas de bisagra. En
algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende P238S y P331S, y/o mutaciones en una cisteina de bisagra
para SCC o en las tres cisteinas de bisagra para SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende
P238S y P331S y mutaciones en al menos una de las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc
mutante comprende P238S y P331S y SCC. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante comprende P238S y
P331S y SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye P238S y SCC o SSS. En algunos aspectos, un
dominio Fc mutante incluye P331S y SCC o SSS. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye mutaciones
en una o mas de las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye mutaciones en
las tres cisteinas de bisagra. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye mutaciones en una de las tres
cisteinas de bisagra para SCC. En algunos aspectos, un dominio Fc mutante incluye SCC. En algunos aspectos, un
dominio Fc mutante incluye mutaciones en las tres cisteinas de bisagra para SSS. En algunos aspectos, un dominio
Fc mutante incluye SSS. En algunos aspectos, una secuencia de acido nucleico que codifica una molécula de
nucleasa hibrida es como se muestra en las SEQ ID NO 61, 77, 91, 93, 95 o0 97. En algunos aspectos, una molécula
de nucleasa hibrida es como se muestra en las SEQ ID NO 62, 78, 92, 94, 96 o 98.

Esta disponible una diversidad de secuencias génicas de dominios Fc (por ejemplo, secuencias génicas de region
constante humana) en forma de depdsitos publicamente disponibles. Pueden seleccionarse dominios de region
constante que comprenden una secuencia de dominio Fc que tiene una funcién efectora particular (o que carece de
una funcién efectora particular) con una modificacion particular para reducir la inmunogenicidad. Se han publicado
muchas secuencias de anticuerpos y genes codificantes de anticuerpos y pueden obtenerse secuencias de dominio
Fc adecuadas (por ejemplo secuencias de bisagra, CH2 y/o CH3, o partes de las mismas) de estas secuencias
usando técnicas reconocidas en este campo. El material genético obtenido usando cualquiera de los métodos
anteriores puede alterarse o sintetizarse después para obtener polipéptidos de la presente invencion. Se apreciara
ademas que el alcance de la presente invencion abarca alelos, variantes y mutaciones de secuencias de ADN de
region constante.

Las secuencias de dominios Fc pueden clonarse, por ejemplo, usando la reaccidon en cadena de la polimerasa y
cebadores que se seleccionan para amplificar el dominio de interés. Para clonar una secuencia de dominio Fc de un
anticuerpo, puede aislarse ARNm de hibridoma, bazo o células linfoides, transcribirse de forma inversa a ADN y
genes de anticuerpos amplificados por PCR. Se describen métodos de amplificacion de PCR en detalle en las
patentes de Estados Unidos N.° 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188; y en, por ejemplo, "PCR Protocols: A
Guide to Methods and Applications" Innis et al. eds., Academic Press, San Diego, Calif. (1990); Ho et al. 1989. Gene
77:51; Horton et al. 1993. Methods Enzymol. 217:270). La PCR puede iniciarse mediante cebadores de region
constante consenso o mediante cebadores mas especificos basados en las secuencias de ADN y de aminoacidos
de cadena pesada vy ligera publicadas. Como se ha analizado anteriormente, la PCR también puede usarse para
aislar clones de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada del anticuerpo. En este caso, pueden explorarse las
bibliotecas mediante cebadores consenso o sondas homadlogas mayores, tales como sondas de region constante de
raton. Se conocen en la técnica numerosos conjuntos de cebadores adecuados para amplificacion de genes de
anticuerpos (por ejemplo, cebadores 5’ basados en la secuencia N terminal de anticuerpos purificados (Benhar y
Pastan. 1994. Protein Engineering 7:1509); amplificacion rapida de extremos de ADNc (Ruberti, F. et al. 1994. J.
Immunol. Methods 173:33); secuencias lideres de anticuerpos (Larrick et al. 1989 Biochem. Biophys. Res. Commun.
160:1250). La clonacién de secuencias de anticuerpos se describe ademas en Newman et al.,, Patente de los
Estados Unidos n.° 5.658.570, presentada el 25 de enero de 1995.

Las moléculas de nucleasa hibridas de la invencion pueden comprender uno o mas dominios Fc (por ejemplo, 2, 3,
4,5,6,7, 8,9, 10 o mas dominios Fc). En una realizacion, los dominios Fc pueden ser de diferentes tipos. En una
realizacién, al menos un dominio Fc presente en la molécula de nucleasa hibrida comprende un dominio bisagra o
parte del mismo. En otra realizacion, la molécula de nucleasa hibrida de la invencién comprende al menos un
dominio Fc que comprende al menos un dominio CH2 o parte del mismo. En otra realizacion, la molécula de
nucleasa hibrida de la invencion comprende al menos un dominio Fc que comprende al menos un dominio CH3 o
parte del mismo. En otra realizacion, la molécula de nucleasa hibrida de la invencién comprende al menos un
dominio Fc que comprende al menos un dominio CH4 o parte del mismo. En otra realizacién, la molécula de
nucleasa hibrida de la invencion comprende al menos un dominio Fc que comprende al menos un dominio bisagra o
parte del mismo y al menos un dominio CH2 o parte del mismo (por ejemplo, en la orientacién bisagra-CH2). En otra
realizacion, la molécula de nucleasa hibrida de la invencion comprende al menos un dominio Fc que comprende al
menos un dominio CH2 o parte del mismo y al menos un dominio CH3 o parte del mismo (por ejemplo, en la
orientacion CH2-CH3). En otra realizacion, la molécula de nucleasa hibrida de la invencion comprende al menos un

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 303 T3

dominio Fc que comprende al menos un dominio de bisagra o parte del mismo, al menos un dominio CH2 o parte del
mismo, y al menos un dominio CH3 o parte del mismo, por ejemplo en la orientacion bisagra-CH2-CH3, bisagra-
CH3-CH2 o CH2-CH3-bisagra.

En determinadas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida comprende al menos una regién Fc completa
obtenida de una o mas cadenas pesadas de inmunoglobulina (por ejemplo, un dominio Fc que incluye dominios
bisagra, CH2 y CH3, aunque no es necesario que estos se obtengan del mismo anticuerpo). En otras realizaciones,
la molécula de nucleasa hibrida comprende al menos dos dominios Fc completos obtenidos de una o mas cadenas
pesadas de inmunoglobulina. En realizaciones preferidas, el dominio Fc completo se obtiene de una cadena pesada
de inmunoglobulina IgG humana (por ejemplo, IgG1 humano).

En otra realizacion, una molécula de nucleasa hibrida de la invencion comprende al menos un dominio Fc que
comprende un dominio CH3 completo. En otra realizacién, una molécula de nucleasa hibrida de la invencién
comprende al menos un dominio Fc que comprende un dominio CH2 completo. En otra realizacién, una molécula de
nucleasa hibrida de la invencién comprende al menos un dominio Fc que comprende al menos un dominio CH3 y al
menos uno de una region bisagra y un dominio CH2. En una realizacién, una molécula de nucleasa hibrida de la
invencion comprende al menos un dominio Fc que comprende un dominio bisagra y un CH3. En otra realizacion, una
molécula de nucleasa hibrida de la invencion comprende al menos un dominio Fc que comprende un dominio
bisagra, un CH2 y un CH3. En realizaciones preferidas, el dominio Fc se obtiene de una cadena pesada de
inmunoglobulina IgG humana (por ejemplo, IgG1 humano).

Los dominios de regién constante o partes de los mismos que componen un dominio Fc de una molécula de
nucleasa hibrida de la invencion pueden obtenerse de diferentes moléculas de inmunoglobulina. Por ejemplo, un
polipéptido de la invencién puede comprender un dominio CH2 o parte del mismo obtenido de una molécula de IgG1
y una regiéon CH3 o parte de la misma obtenida de una molécula de IgG3. En otro ejemplo, una molécula de
nucleasa hibrida puede comprender un dominio Fc que comprende un dominio bisagra obtenido, en parte, de una
molécula de IgG1 vy, en parte, de una molécula de IgG3. Como se expone en el presente documento, un experto en
la materia entendera que puede alterarse un dominio Fc de tal forma que varie en cuanto a su secuencia de
aminodcidos respecto de una molécula de anticuerpo de origen natural.

En otra realizacion, una molécula de nucleasa hibrida de la invencién comprende uno o mas dominios Fc truncados
que son no obstante suficientes para conferir al receptor de Fc (FcR) propiedades de unién a la regiéon Fc. De este
modo, un dominio Fc de una molécula de nucleasa hibrida de la invencién puede comprender o consistir en una
parte de union a FcRn. Las partes de union a FcRn pueden obtenerse de cadenas pesadas de cualquier isotipo,
incluyendo 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. En una realizaciéon, se usa una parte de unién a FcRn de un anticuerpo del
IgG1 de isotipo humano. En otra realizacién, se usa una parte de unién a FcRn de un anticuerpo del IgG4 de isotipo
humano.

En una realizacion, una molécula de nucleasa hibrida de la invencién carece de uno o mas dominios de region
constante de una region Fc completa, es decir, estan parcial o completamente suprimidos. En determinadas
realizaciones moléculas de nucleasa hibridas de la invencion careceran de un dominio CH2 completo
(construcciones ACH2). Los expertos en la materia apreciaran que dichas construcciones pueden preferirse debido a
las propiedades reguladoras del dominio CH2 en la tasa catabdlica del anticuerpo. En determinadas realizaciones,
las moléculas de nucleasa hibridas de la invencion comprenden regiones Fc con el dominio CH2 suprimido
obtenidas de un vector (por ejemplo, de IDEC Pharmaceuticals, San Diego) que codifica un dominio de regioén
constante humana de IgG1 (véase, por ejemplo, documentos WO 02/060955A2 y WO02/096948A2). Este vector
ejemplar se modifica técnicamente para suprimir el dominio CH2 y proporcionar un vector sintético que expresa una
region constante de 1gG1 con dominio suprimido. Se observard que estas construcciones ejemplares
preferentemente se modifican técnicamente para fusionar un dominio CH3 de unién directamente con una region
bisagra del dominio Fc respectivo.

En otras construcciones puede ser deseable proporcionar un espaciador peptidico entre uno o mas dominios Fc
constituyentes. Por ejemplo, puede colocarse un espaciador peptidico entre una region bisagra y un dominio CH2
y/o entre un dominio CH2 y un CH3. Por ejemplo, podrian expresarse construcciones compatibles en las que el
dominio CH2 se ha suprimido y el dominio CH3 restante (sintético o no sintético) se une con la regién bisagra con un
espaciador peptidico de 1-20, 1-10 o 1-5 aminoacidos. Dicho espaciador peptidico puede afadirse, por ejemplo,
para asegurar que los elementos reguladores del dominio de region constante permanezcan libres y accesibles o
que la region bisagra permanezca flexible. Preferentemente, cualquier péptido enlazador compatible con la presente
invencion sera relativamente no inmunogénico y no evitara el plegamiento apropiado del Fc.

Cambios en los aminoécidos de Fc

En determinadas realizaciones, un dominio Fc empleado en una molécula de nucleasa hibrida de la invencién se
altera o se modifica, por ejemplo, por mutacién de aminoacidos (por ejemplo, adicién, supresion o sustitucién). Como
se usa en el presente documento, la expresion "variante de dominio Fc" se refiere a un dominio Fc que tiene al
menos una modificacidon de aminoacidos, tal como una sustitucion de aminoacidos, en comparacion con el Fc de tipo
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silvestre del que se obtiene el dominio Fc. Por ejemplo, donde el dominio Fc se obtiene de un anticuerpo IgG1
humano, una variante comprende al menos una mutaciéon de aminoacidos (por ejemplo, sustituciéon) en comparacion
con un aminoacido de tipo silvestre en la posicion correspondiente de la regién Fc de IgG1 humano.

La sustitucidn o las sustituciones de aminoacidos de una variante de Fc pueden localizarse en una posicion dentro
del dominio Fc denominada segun el numero de parte que se daria a ese resto en una region Fc en un anticuerpo.

En una realizacion, la variante de Fc comprende una sustitucion en una posiciéon de aminoacido localizada en un
dominio bisagra o parte del mismo. En otra realizacion, la variante de Fc comprende una sustitucién en una posicion
de aminoacido localizada en un dominio CH2 o parte del mismo. En otra realizacioén, la variante de Fc comprende
una sustituciéon en una posicion de aminoacido localizada en un dominio CH3 o parte del mismo. En otra realizacion,
la variante de Fc comprende una sustituciéon en una posiciéon de aminoacido localizada en un dominio CH4 o parte
del mismo.

En determinadas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencion comprenden una variante de Fc
que comprende mas de una sustitucion de aminoacidos. Las moléculas de nucleasa hibridas de la invencién pueden
comprender, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas sustituciones de aminoacidos. Preferentemente, las
sustituciones de aminoacidos se sitlan espacialmente entre si a un intervalo de al menos 1 posicion de aminoacido
0 mas, por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 posiciones de aminoacidos o mas. Mas preferentemente, los
aminoacidos modificados técnicamente se sitian espacialmente separados entre si por un intervalo de al menos 5,
10, 15, 20 o 25 posiciones de aminoacidos 0 mas.

En determinadas realizaciones, la variante de Fc confiere una mejora en al menos una funcién efectora transmitida
por un dominio Fc que comprende dicho dominio Fc de tipo silvestre (por ejemplo, una mejora en la capacidad del
dominio Fc para unirse con receptores de Fc (por ejemplo FcyRlI, FcyRIl o FcyRIIl) o proteinas del complemento (por
ejemplo C1q), o para desencadenar citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDCC)). En otras realizaciones, la variante de Fc proporciona un resto de cisteina
modificado técnicamente.

En algunos aspectos, un dominio Fc incluye cambios en la regiéon entre los aminoacidos 234-238, incluyendo la
secuencia LLGGP al comienzo del dominio CH2. En algunos aspectos, una variante de Fc altera la funcion efectora
mediada por Fc, particularmente ADCC, y/o reduce la avidez de unioén por receptores de Fc. En algunos aspectos,
los cambios de secuencia mas cerca del punto de union CH2-CH3, en posiciones tales como K322 o P331 pueden
eliminar la citotoxicidad mediada por complemento y/o alterar la avidez por uniéon a FcR. En algunos aspectos, un
dominio Fc incorpora cambios en los restos P238 y P331, por ejemplo, cambio de las prolinas de tipo silvestre en
estas posiciones a serina. En algunos aspectos, las alteraciones en la regiéon bisagra en una o mas de las tres
cisteinas de bisagra, para codificar CCC, SCC, SSC, SCS o SSS en estos restos también pueden afectar a la unién
a FcR y la homogeneidad molecular, por ejemplo, por eliminacion de cisteinas desapareadas que pueden
desestabilizar la proteina plegada.

Las moléculas de nucleasa hibridas de la invencion pueden emplear variantes de Fc reconocidas en la técnica que
se sabe que transmiten una mejora en la funcion efectora y/o la uniéon a FcR. Especificamente, una molécula de
nucleasa hibrida de la invencién pueden incluir, por ejemplo, un cambio (por ejemplo, una sustituciéon) en una o mas
de las posiciones de aminoacidos desveladas en las publicaciones de PCT internacional WO88/07089A1,
WO96/14339A1, WQO98/05787A1, WO98/23289A1, WO99/51642A1, WO99/58572A1, WOO00/09560A2,
WO00/32767A1, WOO00/42072A2, WOO02/44215A2, WOO02/060919A2, WOO03/074569A2, WO04/016750A2,
WO004/029207A2, WO04/035752A2, WO04/063351 A2, WO04/074455A2, WO04/099249A2, WO05/040217A2,
WO004/044859, WOO05/070963A1, WOO05/077981A2, WOO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1,
WOO06/047350A2 y WOO06/085967A2; publicaciones de patente de Estados Unidos N.° US2007/0231329,
US2007/0231329, US2007/0237765, US2007/0237766, US2007/0237767, US2007/0243188, US20070248603,
US20070286859, US20080057056; o patentes de Estados Unidos N.° 5.648.260; 5.739.277; 5.834.250; 5.869.046;
6.096.871; 6.121.022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624; 6.538.124; 6.737.056; 6.821.505; 6.998.253;
7.083.784; y 7.317.091. En una realizacion, el cambio especifico (por ejemplo, la sustitucion especifica de uno o mas
aminoacidos desvelados en la técnica) puede realizarse en una o mas de las posiciones de aminoacidos
desveladas. En otra realizacién, puede realizarse un cambio diferente en una o mas de las posiciones de
aminoacidos desveladas (por ejemplo, la sustitucidon diferente de una o mas posiciones de aminoacidos desveladas
en la técnica).

Otras mutaciones de aminoacidos en el dominio Fc se contemplan para reducir la unién con el receptor de Fc
gamma Yy subtipos de receptor de Fc gamma. Por ejemplo, las mutaciones en las posiciones 238, 239, 248, 249,
252, 254, 255, 256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 279, 280, 283, 285, 298, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296,
298, 301, 303, 305, 307, 312, 315, 322, 324, 327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 356, 360, 373, 376,
378, 379, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 o0 439 de la region Fc pueden alterar la unién
como se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 6.737.056, expedida el 18 de mayo de 2004. Esta patente
indicé que el cambio de Pro331 en IgG3 a Ser dio como resultado una afinidad seis veces menor en comparacion
con IgG3 no mutado, los que indica la implicacion de Pro331 en la unién con Fc gamma RI. Ademas, se desvela que

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 666 303 T3

las modificaciones de aminoacidos en las posiciones 234, 235, 236 y 237, 297, 318, 320 y 322 potencialmente
alteran la afinidad de unién con el receptor en el documento U.S. 5.624.821, expedido el 29 de abril de 1997.

Las mutaciones adicionales contempladas para su uso incluyen, por ejemplo, las descritas en la Publicacion Patente
de Estados Unidos n.° 2006/0235208, publicada el 19 de octubre de 2006. Estas publicaciones describen variantes
de Fc que muestran unién reducida con receptores de Fc gamma, citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo o citotoxicidad dependiente del complemento reducido, que comprenden al menos una modificacion de
aminoacidos en la region Fc, incluyendo 232G, 234G, 234H, 235D, 235G, 235H, 2361, 236N, 236P, 236R, 237K,
237L, 237N, 237P, 238K, 239R, 265G, 267R, 269R, 270H, 297S, 299A, 2991, 299V, 325A, 325L, 327R, 328R, 329K,
3301, 330L, 330N, 330P, 330R y 331L (la numeraciéon es segun el indice de EU), asi como dobles mutantes
236R/237K, 236R/325L, 236R/328R, 237K/325L, 237K/328R, 325L/328R, 235G/236R, 267R/269R, 234G/235G,
236R/237K/325L, 236R/325L/328R, 235G/236R/237K y 237K/325L/328R. Otras mutaciones contempladas para su
uso como se describe en esta publicacion incluyen 227G, 234D, 234E, 234G, 2341, 234Y, 235D, 2351, 235S, 236S,
239D, 246H, 255Y, 258H, 260H, 2641, 267D, 267E, 268D, 268E, 272H, 2721, 272R, 281D, 282G, 283H, 284E,
293R, 295E, 304T, 324G, 3241, 327D, 327A, 328A, 328D, 328E, 328F, 3281, 328M, 328N, 328Q, 328T, 328V, 328Y,
3301, 330L, 330Y, 332D, 332E, 335D, una insercién de G entre las posiciones 235 y 236, una insercion de A entre
las posiciones 235 y 236, una insercion de S entre las posiciones 235 y 236, una insercion de T entre las posiciones
235y 236, una insercion de N entre las posiciones 235 y 236, una insercion de D entre las posiciones 235 y 236, una
insercion de V entre las posiciones 235 y 236, una insercion de L entre las posiciones 235 y 236, una insercion de G
entre las posiciones 235 y 236, una insercion de A entre las posiciones 235 y 236, una insercidon de S entre las
posiciones 235 y 236, una insercion de T entre las posiciones 235 y 236, una inserciéon de N entre las posiciones 235
y 236, una inserciéon de D entre las posiciones 235 y 236, una insercion de V entre las posiciones 235 y 236, una
insercion de L entre las posiciones 235 y 236, una insercién de G entre las posiciones 297 y 298, una insercion de A
entre las posiciones 297 y 298, una insercion de S entre las posiciones 297 y 298, una insercion de D entre las
posiciones 297 y 298, una insercion de G entre las posiciones 326 y 327, una insercion de A entre las posiciones
326 y 327, una insercion de T entre las posiciones 326 y 327, una insercion de D entre las posiciones 326 y 327 y
una insercion de E entre las posiciones 326 y 327 (la numeracion es de acuerdo con el indice de EU). De manera
adicional, las mutaciones descritas en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos N.° 2006/0235208
incluyendo 227G/332E, 234D/332E, 234E/332E, 234Y/332E, 2341/332E, 234G/332E, 2351/332E, 235S/332E,
235D/332E, 235E/332E, 236S/332E, 236A/332E, 236S/332D, 236A/332D, 239D/268E, 246H/332E, 255Y/332E,
258H/332E, 260H/332E, 2641/332E, 267E/332E, 267D/332E, 268D/332D, 268E/332D, 268E/332E, 268D/332E,
268E/330Y, 268D/330Y, 272R/332E, 272H/332E, 283H/332E, 284E/332E, 293R/332E, 295E/332E, 304T/332E,
3241/332E, 324G/332E, 3241/332D, 324G/332D, 327D/332E, 328A/332E, 328T/332E, 328V/332E, 328I/332E,
328F/332E, 328Y/332E, 328M/332E, 328D/332E, 328E/332E, 328N/332E, 328Q/332E, 328A/332D, 328T/332D,
328V/332D, 3281/332D, 328F/332D, 328Y/332D, 328M/332D, 328D/332D, 328E/332D, 328N/332D, 328Q/332D,
330L/332E, 330Y/332E, 3301/332E, 332D/330Y, 335D/332E, 239D/332E, 239D/332E/330Y, 239D/332E/330L,
239D/332E/3301, 239D/332E/268E, 239D/332E/268D, 239D/332E/327D, 239D/332E/284E, 239D/268E/330Y,
239D/332E/268E/330Y, 239D/332E/327A, 239D/332E/268E/327A, 239D/332E/330Y/327A, 332E/330Y/268 E/327A,
239D/332E/268E/330Y/327A, Insercion de G>297-298/332E, Insercion de A>297-298/332E, Insercion de S>297-
298/332E, Insercion de D>297-298/332E, Insercion de G>326-327/332E, Insercion de A>326-327/332E, Insercién de
T>326-327/332E, Insercion de D>326-327/332E, Insercion de E>326-327/332E, Insercion de G>235-236/332E,
Insercion de A>235-236/332E, Insercion de S>235-236/332E, Insercion de T>235-236/332E, Insercion de N>235-
236/332E, Insercion de D>235-236/332E, Insercion de V>235-236/332E, Insercién de L>235-236/332E, Insercion de
G>235-236/332D, Insercion de A>235-236/332D, Insercion de S>235-236/332D, Inserciéon de T>235-236/332D,
Insercion de N>235-236/332D, Insercion de D>235-236/332D, Insercion de V>235-236/332D e Insercién de
Insercion de L>235-236/332D (numeracion de acuerdo con el indice de EU) se contemplan para su uso. El mutante
L234A/L235A se describe, por ejemplo, en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n.°
2003/0108548, publicada el 12 de junio de 2003. En realizaciones, las modificaciones descritas se incluyen
individualmente o en combinacion.

En determinadas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida de la invencion comprende una sustitucion de
aminoacidos para un dominio Fc que altera las funciones efectoras independientes de antigeno del anticuerpo, en
particular la semivida en circulacion del anticuerpo. Dichas moléculas de nucleasa hibridas muestran union
aumentada o reducida a FcRn en comparacion con moléculas de nucleasa hibridas que carecen de estas
sustituciones y, por lo tanto, tienen una semivida aumentada o reducida en suero, respectivamente. Se anticipa que
las variantes de Fc con afinidad mejorada por FcRn tendran semividas en suero mas largas y dichas moléculas
tienen aplicaciones utiles en métodos de tratamiento de mamiferos en los que se desee semivida larga del
polipéptido administrado, por ejemplo, para tratar una enfermedad o un trastorno cronico. Por el contrario, se espera
que las variantes de Fc con afinidad de union a FcRn reducida tengan semividas mas cortas y dichas moléculas
también son utiles, por ejemplo, para administracién a un mamifero cuando pueda ser ventajoso un tiempo de
circulacion acortado, por ejemplo para captura de imagenes de diagndstico in vivo o en situaciones en las que el
polipéptido de partida tiene efectos secundarios toxicos cuando estan presentes en la circulacion durante periodos
prolongados. Es menos probable que las variantes de Fc con afinidad de unién por FcRn reducida crucen la placenta
y, por tanto, también son utiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas. Ademas,
otras aplicaciones en las que puede desearse la afinidad de uniéon a FcRn reducida incluyen las aplicaciones en las
que se desea la localizacidon en el cerebro, el rifidn y/o el higado. En una realizacion ejemplar, las moléculas de
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nucleasa hibridas de la invencion muestran transporte reducido a través del epitelio de glomérulos renales desde la
vasculatura. En otra realizacioén, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencidon muestran transporte reducido a
través de la barrera hematoencefalica (BHE) del cerebro, en el espacio vascular. En una realizaciéon, una molécula
de nucleasa hibrida con unién a FcRn alterada comprende al menos un dominio Fc (por ejemplo, uno o dos dominios
Fc) que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos dentro del "bucle de unién a FcRn" de un dominio Fc. Se
desvelan sustituciones de aminoacidos ejemplares que alteraron la actividad de unién a FcRn en la publicacion de
PCT internacional N.° WO05/047327.

En otras realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida de la invencion comprende una variante de Fc que
comprende una sustitucion de aminoacidos que altera las funciones efectoras dependientes de antigeno del
polipéptido, en particular ADCC o activacién del complemento, por ejemplo, en comparaciéon con una regiéon Fc de
tipo silvestre. En una realizacion ejemplar, dichas moléculas de nucleasa hibridas muestran unioén alterada con un
receptor de Fc gamma (por ejemplo, CD16). Dichas moléculas de nucleasa hibridas muestran unién aumentada o
reducida con FcR gamma en comparacion con polipéptidos de tipo silvestre y, por lo tanto, median en la funcién
efectora potenciada o reducida, respectivamente. Se anticipa que las variantes de Fc con afinidad mejorada por
FcyRn potenciaran la funcién efectora y dichas moléculas tienen aplicaciones utiles en métodos de tratamiento de
mamiferos en los que se desee destruccion de la molécula diana. Por el contrario, se espera que las variantes de Fc
con afinidad de unién a FcyRn reducida reduzcan la funcidon efectora y dichas moléculas también son utiles, por
ejemplo, para el tratamiento de afecciones en las que no es deseable la destruccién de la célula diana, por ejemplo,
en las que células normales pueden expresar moléculas diana o en las que la administracién crénica del polipéptido
podria dar como resultado activacion del sistema inmunitario no deseada. En una realizacion, el polipéptido que
comprende un Fc muestra al menos una funcién efectora dependiente de antigeno alterada seleccionada del grupo
que consiste en opsonizacién, fagocitosis, citotoxicidad dependiente del complemento, citotoxicidad celular
dependiente de antigeno (ADCC) o modulaciéon de células efectoras en comparacién con un polipéptido que
comprende una regién Fc de tipo silvestre.

En una realizacion la molécula de nucleasa hibrida muestra unién alterada a un FcyR activador (por ejemplo Fcyl,
Fcylla o FcyRIlla). En otra realizacién, la molécula de nucleasa hibrida muestra afinidad de unién alterada a un FcyR
inhibidor (por ejemplo FcyRIIb). Se desvelan sustituciones de aminoacidos ejemplares que alteraron la actividad de
union a FcR o el complemento en la publicacion de PCT internacional N.° WO05/063815.

Una molécula de nucleasa hibrida de la invencion también puede comprender una sustitucion de aminoacidos que
altera la glucosilacion de la molécula de nucleasa hibrida. Por ejemplo, el dominio Fc de la molécula de nucleasa
hibrida puede comprender un dominio Fc que tiene una mutacién que conduce a glucosilaciéon reducida (por
ejemplo, glucosilaciéon ligada a N u O) o puede comprender una glucoforma alterada del dominio Fc de tipo silvestre
(por ejemplo, un glucano bajo en fucosa o sin fucosa). En otra realizacion, la molécula de nucleasa hibrida tiene una
sustitucion de aminoacidos cerca o dentro de un motivo de glucosilacion, por ejemplo, un motivo de glucosilacién
ligado a N que contiene la secuencia de aminoacidos NXT o NXS. Se desvelan sustituciones de aminoacidos
ejemplares que reducen o alteran la glucosilacion en la publicacion de PCT internacional N.° WO05/018572 y
publicacion de patente de Estados Unidos N.© 2007/0111281.

En otras realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida de la invencion comprende al menos un dominio Fc que
tiene un resto de cisteina modificado técnicamente o analogo del mismo que se localiza en la superficie expuesta al
disolvente. Preferentemente el resto de cisteina modificado técnicamente o analogo del mismo no interfiere con una
funcién efectora conferida por el Fc. Mas preferentemente, la alteracién no interfiere con la capacidad del Fc para
unirse con receptores de Fc (por ejemplo FcyRI, FcyRII o FcyRIII) o proteinas del complemento (por ejemplo C1q), o
para desencadenar funcidén efectora inmunitaria (por ejemplo, citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC),
fagocitosis o citotoxicidad dependiente del complemento (CDCC)). En realizaciones preferidas, las moléculas de
nucleasa hibridas de la invencién comprenden un dominio Fc que comprende al menos un resto de cisteina libre
modificado técnicamente o analogo del mismo que esta sustancialmente sin enlaces disulfuro con un segundo resto
de cisteina. Cualquiera de los restos de cisteina modificados técnicamente anteriores o analogos de los mismos
puede conjugarse posteriormente con un dominio funcional usando técnicas reconocidas en este campo (por
ejemplo conjugarse con un enlazador heterobifuncional reactivo a tioles).

En una realizacién, la molécula de nucleasa hibrida de la invencién puede comprender un dominio Fc fusionado
genéticamente que tiene dos o mas de sus dominios Fc constituyentes seleccionados de forma independiente de los
dominios Fc descritos en el presente documento. En una realizacién, los dominios Fc son iguales. En otra
realizacién, al menos dos de los dominios Fc son diferentes. Por ejemplo, los dominios Fc de las moléculas de
nucleasa hibridas de la invencion comprenden el mismo nuimero de restos de aminoacidos o pueden diferir en su
longitud en uno o mas restos de aminoacidos (por ejemplo, en aproximadamente 5 restos de aminodacidos (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 restos de aminoacidos), aproximadamente 10 restos, aproximadamente 15 restos,
aproximadamente 20 restos, aproximadamente 30 restos, aproximadamente 40 restos o aproximadamente 50
restos). En otras realizaciones mas, los dominios Fc de las moléculas de nucleasa hibridas de la invencién pueden
diferir en su secuencia en una o mas posiciones de aminoacidos. Por ejemplo, al menos dos de los dominios Fc
pueden diferir en aproximadamente 5 posiciones de aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 posiciones de
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aminoacidos), aproximadamente 10 posiciones, aproximadamente 15 posiciones, aproximadamente 20 posiciones,
aproximadamente 30 posiciones, aproximadamente 40 posiciones o aproximadamente 50 posiciones).

Dominios enlazadores

En algunas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio enlazador. En algunas realizaciones,
una molécula de nucleasa hibrida incluye una pluralidad de dominios enlazadores. En algunas realizaciones, el
dominio enlazador es un enlazador polipeptidico. En determinados aspectos, es deseable emplear un enlazador
polipeptidico para fusionar uno o0 mas dominios Fc con uno o0 mas dominios de nucleasa para formar una molécula
de nucleasa hibrida.

En una realizacion, el enlazador polipeptidico es sintético. Como se usa en el presente documento el término
"sintético" con respecto a un enlazador polipeptidico incluye péptidos (o polipéptidos) que comprenden una
secuencia de aminoacidos (que puede ser de origen natural o no) que esta unida en una secuencia lineal de
aminoacidos a una secuencia (que puede ser de origen natural o no) (por ejemplo, una secuencia de dominio Fc) a
la que no esta unida de forma natural en la naturaleza. Por ejemplo, el enlazador polipeptidico puede comprender
polipéptidos de origen no natural que son formas modificadas de polipéptidos de origen natural (por ejemplo, que
comprenden una mutacién tal como una adicion, sustitucion o supresion) o que comprenden una primera secuencia
de aminoacidos (que puede ser de origen natural o no). Los enlazadores polipeptidicos de la invencion pueden
emplearse, por ejemplo, para asegurar que los dominios Fc estén yuxtapuestos para asegurar el plegamiento
apropiado y la formacion de un dominio Fc funcional. Preferentemente, un enlazador polipeptidico compatible con la
presente invencién sera relativamente no inmunogénico y no inhibird ninguna asociacion no covalente entre
subunidades monoméricas de una proteina de union.

En determinadas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencion emplean un enlazador
polipeptidico para unir dos o mas dominios cualesquiera en fase en una Unica cadena polipeptidica. En una
realizacion, los dos 0 mas dominios pueden seleccionarse de forma independiente de cualquiera de los dominios Fc
o dominios de nucleasa analizados en el presente documento. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un
enlazador polipeptidico puede usarse para fusionar dominios Fc idénticos, formando de este modo una regién Fc
homomeérica. En otras realizaciones, puede usarse un enlazador polipeptidico para fusionar diferentes dominios Fc
(por ejemplo un dominio Fc de tipo silvestre y una variante de dominio Fc), formando de este modo una region Fc
heteromérica. En otras realizaciones, un enlazador polipeptidico de la invencion puede usarse para fusionar
genéticamente el extremo C de un primer dominio Fc (por ejemplo un dominio bisagra o parte del mismo, un dominio
CH2 o parte del mismo, un dominio CH3 completo o parte del mismo, una parte de unién a FcRn, una parte de unién
a FcyR, una parte de unién al complemento o parte del mismo) con el extremo N de un segundo dominio Fc (por
ejemplo, un dominio Fc completo).

En una realizaciéon, un enlazador polipeptidico comprende una parte de un dominio Fc. Por ejemplo, en una
realizacién, un enlazador polipeptidico puede comprender un dominio bisagra de inmunoglobulina de un anticuerpo
1gG1, 1gG2, 1gG3 y/o IgG4. En otra realizacion, un enlazador polipeptidico puede comprender un dominio CH2 de un
anticuerpo 1gG1, 1gG2, 1gG3 y/o IgG4. En otras realizaciones, un enlazador polipeptidico puede comprender un
dominio CH3 de un anticuerpo 1gG1, 1gG2, 1gG3 y/o IgG4. También pueden usarse otras partes de una
inmunoglobulina (por ejemplo una inmunoglobulina humana). Por ejemplo, un enlazador polipeptidico puede
comprender un dominio CH1 o parte del mismo, un dominio CL o parte del mismo, un dominio VH o parte del mismo
o un dominio VL o parte del mismo. Dichas partes pueden obtenerse de cualquier inmunoglobulina, incluyendo, por
ejemplo, un anticuerpo IgG1, IgG2, IgG3 y/o 1gG4.

En realizaciones ejemplares, un enlazador polipeptidico puede comprender al menos una parte de una region
bisagra de inmunoglobulina. En una realizacién, un enlazador polipeptidico comprende un dominio bisagra superior
(por ejemplo, un dominio bisagra superior de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4). En otra realizacion, un enlazador
polipeptidico comprende un dominio bisagra medio (por ejemplo, un dominio bisagra medio de 1gG1, 1gG2, IgG3 o
IgG4). En otra realizacién, un enlazador polipeptidico comprende un dominio bisagra inferior (por ejemplo, un
dominio bisagra inferior de IgG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4).

En otras realizaciones, pueden construirse enlazadores peptidicos que combinan elementos bisagra obtenidos del
mismo o diferentes isotipos de anticuerpos. En una realizacion, el enlazador polipeptidico comprende una bisagra
quimérica que comprende al menos una parte de una region bisagra de IgG1 y al menos una parte de una region
bisagra de IgG2. En una realizacién, el enlazador polipeptidico comprende una bisagra quimérica que comprende al
menos una parte de una regién bisagra de IgG1 y al menos una parte de una region bisagra de 1gG3. En otra
realizacion, un enlazador polipeptidico comprende una bisagra quimérica que comprende al menos una parte de una
region bisagra de IgG1 y al menos una parte de una regién bisagra de IgG4. En una realizacién, el enlazador
polipeptidico comprende una bisagra quimérica que comprende al menos una parte de una region bisagra de IgG2 y
al menos una parte de una region bisagra de 1IgG3. En una realizacion, el enlazador polipeptidico comprende una
bisagra quimérica que comprende al menos una parte de una regién bisagra de 1IgG2 y al menos una parte de una
region bisagra de 1gG4. En una realizacion, el enlazador polipeptidico comprende una bisagra quimérica que
comprende al menos una parte de una region bisagra de IgG1, al menos una parte de una region bisagra de 1IgG2 y
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al menos una parte de una region bisagra de IgG4. En otra realizacion, un enlazador polipeptidico puede
comprender una bisagra superior y media de IgG1 y un unico motivo de repeticién de bisagra media de IgG3. En otra
realizacion, un enlazador polipeptidico puede comprender una bisagra superior de IgG4, una bisagra media de IgG1
y una bisagra inferior de 1gG2.

En otra realizacion, un enlazador polipeptidico comprende o consiste en un enlazador gly-ser. Como se usa en el
presente documento, la expresién "enlazador gly-ser" se refiere a un péptido que consiste en restos de glicina y
serina. Un enlazador gly-ser ejemplar comprende una secuencia de aminoacidos de la formula (GlysSer)n, en la que
n es un numero entero positivo (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5). Un enlazador gly/ser preferido es (GlysSer)4. Otro
enlazador gly/ser preferido es (GlysSer)3. Otro enlazador gly/ser preferido es (GlysSer)5. En determinadas
realizaciones, el enlazador gly-ser puede insertarse entre otras dos secuencias del enlazador polipeptidico (por
ejemplo, cualquiera de las secuencias de enlazadores polipeptidicos descritas en el presente documento). En otras
realizaciones, un enlazador gly-ser se une en uno o ambos extremos de otra secuencia del enlazador polipeptidico
(por ejemplo, cualquiera de las secuencias de enlazadores polipeptidicos descritas en el presente documento). En
otras realizaciones mas, se incorporan dos 0 mas enlazadores gly-ser en serie en un enlazador polipeptidico. En una
realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencién comprende al menos una parte de una regién bisagra superior
(obtenida de una molécula de IgG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4), al menos una parte de una region bisagra media (por
ejemplo, obtenida de una molécula de 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4) y una serie de restos de aminoacidos gly/ser (por
ejemplo, un enlazador gly/ser tal como (GlysSer)n).

En una realizaciéon, un enlazador polipeptidico de la invencién comprende un dominio de region bisagra de
inmunoglobulina de origen no natural, por ejemplo, un dominio de regién bisagra que no se encuentra de forma
natural en el polipéptido que comprende el dominio de region bisagra y/o un dominio de regién bisagra que se ha
alterado de modo que difiera en su secuencia de aminoacidos de un dominio de region bisagra de inmunoglobulina
de origen natural. En una realizacion, pueden realizarse mutaciones en dominios de region bisagra para preparar un
enlazador polipeptidico de la invencién. En una realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencion comprende un
dominio bisagra que no comprende un numero de cisteinas de origen natural, es decir, el enlazador polipeptidico
comprende menos cisteinas o un mayor niumero de cisteinas que una molécula bisagra de origen natural.

En otras realizaciones, un enlazador polipeptidico comprende una secuencia peptidica biolégicamente relevante o
una parte de secuencia de la misma. Por ejemplo, una secuencia peptidica biolégicamente relevante puede incluir,
pero sin limitacion, secuencias obtenidas de un péptido antirrechazo o antiinflamatorio. Dichos péptidos antirrechazo
o antiinflamatorios pueden seleccionarse del grupo que consiste en un péptido inhibidor de citocina, un péptido
inhibidor de la adhesion celular, un péptido inhibidor de trombina y un péptido inhibidor de plaquetas. En una
realizacion preferida, un enlazador polipeptidico comprende una secuencia peptidica seleccionada del grupo que
consiste en una secuencia peptidica inhibidora o antagonista de IL-1, una secuencia peptidica mimética de
eritropoyetina (EPO), una secuencia peptidica mimética de trombopoyetina (TPO), secuencia peptidica mimética de
G-CSF, una secuencia peptidica antagonista de TNF, una secuencia peptidica de unién a integrina, una secuencia
peptidica antagonista de selectina, una secuencia peptidica antipatdgena, una secuencia peptidica mimética del
péptido vasoactivo intestinal (VIP), una secuencia peptidica antagonista de calmodulina, un antagonista de
mastocitos, una secuencia peptidica antagonista de SH3, una secuencia peptidica antagonista del receptor de
uroquinasa (UKR), una secuencia peptidica mimética de somatostatina o cortistatina y una secuencia peptidica
inhibidora de macroéfagos y/o linfocitos T. Se desvelas secuencias peptidicas ejemplares, una cualquiera de las
cuales puede emplearse como un enlazador polipeptidico, en la patente de Estados Unidos n.° 6.660.843.

Se entendera que pueden crearse formas variantes de estos enlazadores polipeptidicos ejemplares introduciendo
una o mas sustituciones, adiciones o supresiones en la secuencia de nucleétidos que codifica un enlazador
polipeptidico de modo que se introduzcan una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacidos en el
enlazador polipeptidico. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones mediante técnicas convencionales, tales como
mutagénesis dirigida y mutagénesis mediada por la PCR.

Los enlazadores polipeptidicos de la invencién son de al menos un aminoacido de longitud y pueden ser de diversas
longitudes. En una realizaciéon, un enlazador polipeptidico de la invencién es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 50 aminoacidos de longitud. Como se usa en este contexto, el término "aproximadamente" indica
+/- dos restos de aminoacidos. Ya que la longitud del enlazador debe ser un numero entero positivo, la longitud de
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, significa una longitud de 1 a 48-52
aminoacidos de longitud. En otra realizacion, un enlazador polipeptidico de la invencién es de aproximadamente 10-
20 aminoacidos de longitud. En otra realizacion, un enlazador polipeptidico de la invencion es de aproximadamente
15 a aproximadamente 50 aminoacidos de longitud.

En otra realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencién es de aproximadamente 20 a aproximadamente 45
aminodcidos de longitud. En otra realizacion, un enlazador polipeptidico de la invencion es de aproximadamente 15
a aproximadamente 25 aminoacidos de longitud. En otra realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencién es
de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60 o mas aminoacidos de longitud.
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Pueden introducirse enlazadores polipeptidicos en secuencias polipeptidicas usando técnicas conocidas en este
campo. Las modificaciones pueden confirmarse por analisis de secuencia de ADN. Puede usarse ADN plasmidico
para transformar células hospedadoras para produccion estable de los polipéptidos producidos.

Dominios de nucleasa

En determinados aspectos, una molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio de nucleasa que comprende una
RNasa humana. Por consiguiente, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencién tipicamente comprenden al
menos un dominio de nucleasa y al menos un dominio Fc unido. En determinados aspectos, una molécula de
nucleasa hibrida incluye una pluralidad de dominios de nucleasa.

En algunas realizaciones, un dominio de nucleasa también comprende sustancialmente toda o al menos un
fragmento enzimaticamente activo de una DNasa. En algunas realizaciones, la DNasa es una DNasa secretada de
Tipo |, preferentemente una DNasa humana tal como DNasa 1. Se exponen dominios de DNasa 1 ejemplares en las
SEQ ID NO: 48-53 y 102. Se describe una DNasa 1 humana ejemplar en la entrada de UniProtKB P24855 (SEQ ID
NO:49 y 102). En algunas realizaciones, la DNasa es DNasa 1 y/o una enzima de tipo DNasa 1 (DNasalL), 1-3. Una
enzima de tipo DNasa 1 humana ejemplar, 1-3 se describe en la entrada de UniProtKB Q13609 (SEQ ID NO:57 y
103). En algunas realizaciones, la DNasa es TREX1 (exonucleasa de reparacion tres prima 1). Se describe una
TREX1 humana ejemplar en la entrada de UniProtKB Q9NSU2 (SEQ ID NO:104). Preferentemente la TREX1
humana es una TREX1 humana truncada en el extremo C que carece de secuencias de direccidon nuclear
intracelular, por ejemplo, una TREX1 humana que carece de 72 aminoacidos C terminales como se expone en la
SEQ ID NO:105.

En algunas realizaciones, un dominio de nucleasa es sustancialmente toda o al menos un fragmento
enzimaticamente activo de una RNasa humana. En algunas realizaciones, la RNasa es una RNasa extracelular o
secretora de la superfamilia de RNasa A, por ejemplo, RNasa A, preferentemente una RNasa pancreatica humana.
Se describe una RNasa humana ejemplar en la entrada de UniProtKB P07998 (SEQ ID NO:58 y 101).

En una realizacién, el dominio de nucleasa esta unido operativamente (por ejemplo, conjugado quimicamente o
fusionado genéticamente (por ejemplo, directamente o mediante un enlazador polipeptidico)) con el extremo N de un
dominio Fc. En otra realizaciéon, el dominio de nucleasa esta unido operativamente (por ejemplo, conjugado
quimicamente o fusionado genéticamente (por ejemplo, directamente o mediante un enlazador polipeptidico)) con el
extremo C de un dominio Fc. En otras realizaciones, un dominio de nucleasa se une operativamente (por ejemplo,
conjugado quimicamente o fusionado genéticamente (por ejemplo, directamente o mediante un enlazador
polipeptidico)) mediante una cadena lateral de aminoacidos de un dominio Fc. En determinadas realizaciones
ejemplares, el dominio de nucleasa se fusiona con un dominio Fc mediante un dominio bisagra de inmunoglobulina
humana o parte del mismo.

En determinadas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencién comprenden dos 0 mas dominios
de nucleasa y al menos un dominio Fc. Por ejemplo, los dominios de nucleasa pueden unirse operativamente tanto
al extremo N como al extremo C de un dominio Fc. En otras realizaciones ejemplares, los dominios de nucleasa
pueden unirse operativamente a los extremos tanto N como C terminales de multiples dominios Fc (por ejemplo, dos,
tres, cuatro, cinco o mas dominios Fc) que se unen entre si en serie para formar una matriz en tandem de dominios
Fc.

En otras realizaciones, dos o mas dominios de nucleasa se unen entre si (por ejemplo, mediante un enlazador
polipeptidico) en serie, y la matriz en tandem de dominios de nucleasa se une operativamente (por ejemplo,
conjugado quimicamente o fusionado genéticamente (por ejemplo, directamente o mediante un enlazador
polipeptidico)) con el extremo C o el extremo N de un dominio Fc o una matriz en tandem de dominios Fc. En otras
realizaciones, la matriz en tandem de dominios de nucleasa se une operativamente tanto con el extremo C como con
el extremo N de un dominio Fc 0 una matriz en tdndem de dominios Fc.

En ofras realizaciones, pueden insertarse uno mas dominios de nucleasa entre dos dominios Fc. Por ejemplo, uno o
mas dominios de nucleasa pueden formar todo o parte de un enlazador polipeptidico de una molécula de nucleasa
hibrida de la invencion.

Las moléculas de nucleasa hibridas preferidas de la invencion comprenden al menos un dominios de nucleasa (por
ejemplo, RNasa), al menos un dominio enlazador y al menos un dominio Fc.

En determinadas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencién tienen al menos un dominio de
nucleasa especifico para una molécula diana que media en un efecto bioldgico. En otra realizacion, la union de las
moléculas de nucleasa hibridas de la invenciéon con una molécula diana (por ejemplo ARN) da como resultado la
reduccioén o eliminacién de la molécula diana, por ejemplo, de una célula, un tejido o de la circulacion.
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En determinadas realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencion pueden comprender dos o mas
dominios de nucleasa. En una realizacion, los dominios de nucleasa son idénticos, por ejemplo, RNasa y RNasa. En
otra realizacién, los dominios de nucleasa son diferentes, por ejemplo, DNasa y RNasa.

En otras realizaciones, las moléculas de nucleasa hibridas de la invencién pueden ensamblarse entre si o con otros
polipéptidos para formar proteinas de unién que tienen dos o mas polipéptidos ("multimeros”), en los que al menos
un polipéptido del multimero es una molécula de nucleasa hibrida de la invencion. Las formas multiméricas
ejemplares incluyen proteinas de union alterada diméricas, triméricas, tetraméricas y hexaméricas y similares. En
una realizacion, los polipéptidos del multimero son iguales (es decir proteinas de unién alterada monoméricas, por
ejemplo homodimeros, homotetrameros). En otra realizacion, los polipéptidos del multimeros son diferentes (por
ejemplo heteroméricos).

Métodos para preparar moléculas de nucleasa hibridas

Las moléculas de nucleasa hibridas de la presente invencién pueden prepararse en gran medida en células
hospedadoras transformadas usando técnicas de ADN recombinantes. Para hacerlo, se prepara una molécula de
ADN recombinante que codifica el péptido. Se conocen bien en la técnica métodos para preparar dichas moléculas
de ADN. Por ejemplo, las secuencias que codifican los péptidos podrian escindirse del ADN usando enzimas de
restriccion adecuadas. Como alternativa, la molécula de ADN podria sintetizarse usando técnicas de sintesis
quimica, tales como el método de fosforamidato. Asimismo, podria usarse una combinacién de estas técnicas.

La invencion también incluye un vector capaz de expresar los péptidos en un hospedador apropiado. El vector
comprende la molécula de ADN que codifica los péptidos unidos operativamente con secuencias de control de la
expresion apropiadas. Se conocen bien métodos para efectuar esta union operativa, bien antes o bien después de
insertarse la molécula de ADN en el vector. Las secuencias de control de la expresiéon incluyen promotores,
activadores, potenciadores, operadores, dominios de nucleasa ribosémica, sefiales de inicio, sefiales de terminacion,
sefiales de recubrimiento terminal, sefales de poliadenilacion y otras sefiales implicadas en el control de
transcripcion o traduccion.

El vector resultante que tiene la molécula de ADN en el mismo se usa para transformar un hospedador apropiado.
Esta transformacion puede realizarse usando métodos bien conocidos en la técnica.

Puede usarse cualquiera de varias células hospedadoras disponibles y bien conocidas en la practica de esta
invencion. La seleccion de un hospedador particular depende de varios factores reconocidos en la técnica. Estos
incluyen, por ejemplo, compatibilidad con el vector de expresion elegido, toxicidad de los péptidos codificados por la
molécula de ADN, tasa de transformacion, facilidad de recuperacion de los péptidos, caracteristicas de expresion,
bioseguridad y costes. Puede conseguirse un equilibrio de estos factores con el entendimiento de que no todos los
hospedadores pueden ser igualmente eficaces para la expresion de una secuencia de ADN particular. Dentro de
estas directrices generales, los hospedadores microbianos utiles incluyen bacterias (tales como E. coli sp.), levadura
(tales como Saccharomyces sp.) y otros hongos, insectos, plantas, células de mamifero (incluyendo ser humano) en
cultivo, u otros hospedadores conocidos en la técnica.

A continuacion, el hospedador transformado se cultiva y se purifica. Las células hospedadoras pueden cultivarse en
condiciones de fermentacion convencionales de modo que se expresen los compuestos deseados. Dichas
condiciones de fermentacién son bien conocidas en la técnica. Finalmente, los péptidos se purifican a partir de
cultivo por métodos bien conocidos en la técnica.

Los compuestos también pueden prepararse por métodos sintéticos. Por ejemplo, pueden usarse técnicas de
sintesis de fase sdlida. Se conocen bien en este campo técnicas adecuadas e incluyen las descritas en Merrifield
(1973), Chem. Polypeptides, pag. 335-61 (Katsoyannis y Panayotis eds.); Merrifield (1963), J. Am. Chem. Soc. 85:
2149; Davis et al. (1985), Biochem. Intl. 10: 394-414; Stewart y Young (1969), Solid Phase Peptide Synthesis;
patente de Estados Unidos N.° 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (3% ed.) 2: 105-253; y Erickson et al.
(1976), The Proteins (32 ed.) 2: 257-527. La sintesis de fase sélida es la técnica preferida de preparacion de péptidos
individuales ya que es el método mas rentable para preparar péptidos pequefios. Pueden sintetizarse compuestos
que contienen péptidos derivatizados o que contienen grupos no peptidicos por técnicas de quimica organica bien
conocidas.

Otros métodos de expresion/sintesis de moléculas son conocidos en general por los expertos en la materia.

Composiciones farmacéuticas y métodos terapéuticos de uso

En determinadas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida se administra sola. En determinadas
realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida se administra antes de la administracién de al menos otro agente
terapéutico. En determinadas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida se administra simultaneamente con la
administracion de al menos otro agente terapéutico. En determinadas realizaciones, una molécula de nucleasa
hibrida se administra después de la administracion de al menos otro agente terapéutico. En otras realizaciones, una
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molécula de nucleasa hibrida se administra antes de la administracion de al menos otro agente terapéutico. Como
apreciara un experto en la técnica, en algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida se combina con el otro
agente/compuesto. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida y otro agente se administran
simultdneamente. En algunas realizaciones, la molécula de nucleasa hibrida y otro agente no se administran
simultdneamente, administrdndose la molécula de nucleasa hibrida antes o después de administrarse el agente. En
algunas realizaciones, el sujeto recibe tanto la molécula de nucleasa hibrida como el otro agente durante un mismo
periodo de prevencion, aparicion de un trastorno y/o periodo de tratamiento.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse en terapia de combinacion, es decir,
combinadas con otros agentes. En determinadas realizaciones, la terapia de combinacion comprende molécula de
nucleasa, en combinaciéon con al menos otro agente. Los agentes incluyen, pero sin limitacién, composiciones
quimicas preparadas sintéticamente in vitro, anticuerpos, regiones de unidon a antigeno y combinaciones vy
conjugados de los mismos. En determinadas realizaciones, un agente puede actuar como un agonista, antagonista,
modulador alostérico o toxina.

En determinadas realizaciones, la invencién proporciona composiciones farmaceéuticas que comprenden una
molécula de nucleasa hibrida junto con un diluyente, vehiculo, solubilizante, emulsionante, conservante y/o
adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En determinadas realizaciones, la invencidén proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una
molécula de nucleasa hibrida y una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico adicional,
junto con un diluyente, vehiculo, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

En determinadas realizaciones, los materiales de formulacién aceptables son preferentemente no toxicos para
receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas. En algunas realizaciones, el material o los materiales
de formulaciéon son para administracion s.c. y/o 1.V. En determinadas realizaciones, la composiciéon farmacéutica
puede contener materiales de formulacion para modificar, mantener o conservar, por ejemplo, el pH, la osmolaridad,
la viscosidad, la transparencia, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la estabilidad, la tasa de disoluciéon o
liberacion, la adsorcién o la penetracion de la composicién. En determinadas realizaciones, los materiales de
formulacion adecuados incluyen, pero sin limitacién, aminoacidos (tales como glicina, glutamina, asparagina,
arginina o lisina); antimicrobianos; antioxidantes (tales como acido ascorbico, sulfito soédico o hidrégeno sulfito
sodico); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros acidos organicos); agentes
formadores de volumen (tales como manitol o glicina); agentes quelantes (tales como acido etilendiaminotetraacético
(EDTA)); agentes formadores de complejos (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o
hidroxipropil-beta-ciclodextrina); cargas; monosacaridos; disacaridos; y otros carbohidratos (tales como glucosa,
manosa o dextrinas); proteinas (tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas); agentes colorantes,
aromatizantes y diluyentes; agentes emulsionantes; polimeros hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos
de bajo peso molecular; contraiones formadores de sal (tales como sodio); conservantes (tales como cloruro de
benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, acido sorbico o peroxido de hidrogeno); disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o
polietilenglicol); alcoholes de azucar (tales como manitol o sorbitol); agentes de suspension; tensioactivos o agentes
humectantes (tales como pluronics, PEG, ésteres de sorbitano, polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato
80, triton, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes potenciadores de estabilidad (tales como sacarosa o
sorbitol); agentes potenciadores de tonicidad (tales como haluros de metales alcalinos, preferentemente cloruro
sddico o potasico, manitol sorbitol); vehiculos de suministro; diluyentes; excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos.
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, A. R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company (1995). En
algunas realizaciones, la formulacién comprende PBS; NaOAC 20 mM, pH 5,2, NaCl 50 mM; y/o NAOAC 10 mM, pH
5,2, sacarosa 9 %.

En determinadas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida y/o una molécula terapéutica se une con un
vehiculo extensor de la semivida conocido en la técnica. Dichos vehiculos incluyen, pero sin limitacion,
polietilenglicol, glucégeno (por ejemplo, glucosilacion de la molécula de nucleasa hibrida) y dextrano. Dichos
vehiculos se describen, por ejemplo, en la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 09/428.082, ahora patente de
Estados Unidos N.° 6.660.843 y solicitud de PCT publicada N.° WO 99/25044.

En determinadas realizaciones, la composicién farmacéutica 6ptima sera determinada por un experto en la materia
dependiendo de, por ejemplo, la via de administracion pretendida, el formato de suministro y la dosificacion deseada.
Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, mencionado anteriormente. En determinadas
realizaciones, dichas composiciones pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, la tasa de liberacién in vivo y la
tasa de eliminacion in vivo de los anticuerpos de la invencion.

En determinadas realizaciones, el vehiculo o excipiente primario en una composicion farmacéutica puede ser de
naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el vehiculo o excipiente adecuado
puede ser agua para inyeccion, solucion salina fisioldgica o liquido cefalorraquideo artificial, posiblemente
complementado con otros materiales habituales en composiciones para administracién parenteral. En algunas
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realizaciones, la solucion salina comprende solucion salina tamponada con fosfato isotdonica. En determinadas
realizaciones, la solucién salina tamponada neutra o solucién salina mezclada con albumina de suero son vehiculos
ejemplares adicionales. En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden tampoén Tris
de aproximadamente pH 7,0-8,5 o tampdn de acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que pueden incluir ademas
sorbitol o un sustituto adecuado del mismo. En determinadas realizaciones, una composicién que comprende una
molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede prepararse para
almacenamiento mezclado la composicién seleccionada que tiene el grado deseado de pureza con agentes de
formulacion opcionales (Remington’s Pharmaceutical Sciences, mencionado anteriormente) en forma de una pastilla
liofilizada o una solucion acuosa. Ademas, en determinadas realizaciones, una composicién que comprende una
molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede formularse como un
liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

En determinadas realizaciones, la composiciéon farmacéutica puede seleccionarse para suministro parenteral. En
determinadas realizaciones, las composiciones pueden seleccionarse para inhalaciéon o para suministro a través del
tracto digestivo, tal como por via oral. La preparacion de dichas composiciones farmacéuticamente aceptables esta
dentro de la capacidad de un experto en la materia.

En determinadas realizaciones, los componentes de formulacién estan presentes en concentraciones que son
aceptables para el sitio de administracion. En determinadas realizaciones, se usan tampones para mantener la
composicion a pH fisiolégico o a un pH ligeramente menor, tipicamente dentro de un intervalo de pH de
aproximadamente 5 a aproximadamente 8.

En determinadas realizaciones, cuando se contempla la administracion parenteral, una composicion terapéutica
puede estar en forma de una soluciéon acuosa parenteralmente aceptable, sin pirdgenos, que comprende una
molécula de nucleasa hibrida deseada, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En determinadas realizaciones, un vehiculo para inyeccion es agua destilada estéril
en la que una molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se formula como
una solucién isoténica estéril, conservada de forma apropiada. En determinadas realizaciones, la preparacion puede
implicar la formulacion de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas
bioerosionables, compuestos poliméricos (tales como acido polilactico o acido poliglicélico), perlas o liposomas, que
pueden proporcionar la liberacion controlada o sostenida del producto que después puede suministrarse mediante
una inyeccién de depdsito. En determinadas realizaciones, también puede usarse acido hialurénico, y puede tener el
efecto de promover la duracion sostenida en la circulacion. En determinadas realizaciones, pueden usarse
dispositivos de suministro farmacolédgico implantables para introducir la molécula deseada.

En determinadas realizaciones, una composicién farmacéutica puede formularse para inhalaciéon. En determinadas
realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede
formularse como un polvo seco para inhalacién. En determinadas realizaciones, una soluciéon de inhalacién que
comprende una molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede formularse
con un propulsor para suministro en aerosol. En determinadas realizaciones, las soluciones pueden nebulizarse. La
administracion pulmonar se describe ademas en la solicitud de PCT n.° PCT/US94/001875, que describe el
suministro pulmonar de proteinas modificadas quimicamente.

En determinadas realizaciones, se contempla que las formulaciones pueden administrarse una por via oral. En
determinadas realizaciones, una molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional,
que se administra de esta manera puede formularse con o sin los vehiculos usados habitualmente en la preparacién
de compuestos de formas de dosificacion sdlidas tales como comprimidos y capsulas. En determinadas
realizaciones, puede disefiarse una capsula para liberar la parte activa de la formulacion en el punto en el tracto
gastrointestinal cuando la biodisponibilidad se maximiza y la degradaciéon presistémica se minimiza. En
determinadas realizaciones, puede incluirse al menos un agente adicional para facilitar la absorcién de una molécula
de nucleasa hibrida y/o cualquier agente terapéutico adicional. En determinadas realizaciones, también pueden
emplearse diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusidn, aceites vegetales, lubricantes, agentes de
suspension, agentes disgregantes de comprimidos y aglutinantes.

En determinadas realizaciones, una composicién farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de una molécula
de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, en una mezcla con excipientes no téxicos
que son adecuados para la fabricacion de comprimidos. En determinadas realizaciones, disolviendo los comprimidos
en agua estéril, u otro vehiculo apropiado, pueden prepararse soluciones en forma de dosis unitaria. En
determinadas realizaciones, los excipientes adecuados incluyen, pero sin limitacién, diluyentes inertes, tales como
carbonato de calcio, carbonato sédico o bicarbonato, lactosa o fosfato de calcio; o agentes de unién, tales como
almidon, gelatina o goma arabiga; o agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Composiciones farmacéuticas adicionales seran evidentes para los expertos en la materia, incluyendo formulaciones
que implican una molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente o agentes terapéuticos adicionales, en
formulaciones de liberacién sostenida o controlada. En determinadas realizaciones, los expertos en la materia
también conocen técnicas para formular una diversidad de otros medios de suministro sostenido o controlado, tales
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como vehiculos liposémicos, microparticulas bioerosionables o perlas porosas e inyecciones de depésito. Véase, por
ejemplo, solicitud de PCT N.° PCT/US93/00829 que describe la liberacion controlada de microparticulas poliméricas
porosas para el suministro de composiciones farmacéuticas. En determinadas realizaciones, las preparaciones de
liberacion sostenida pueden incluir matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos moldeados, por
ejemplo, peliculas o microcdpsulas. Las matrices de liberacién sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles,
polilactidas (patente de Estados Unidos n.° 3.773.919 y documento EP 058.481), copolimeros de &cido L-glutamico y
y-etil-L-glutamato gamma (Sidman et al., Biopolymers, 22:547-556 (1983)), poli (2-hidroxietil-metacrilato) (Langer et
al.,, J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277 (1981) y Langer, Chem. Tech., 12:98-105 (1982)), acetato de etilenvinilo
(Langer et al., mencionado anteriormente) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (documento EP 133.988). En
determinadas realizaciones, las composiciones de liberacion sostenida también pueden incluir liposomas, que
pueden prepararse por cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Eppstein et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-3692 (1985); documentos EP 036.676; EP 088.046 y EP 143.949.

La composicién farmacéutica que se va a usar para la administracién in vivo es tipicamente estéril. En determinadas
realizaciones, esto se puede conseguir mediante filtracién a través de membranas de filtracion estériles. En
determinadas realizaciones, cuando la composicion se liofiliza, puede realizarse esterilizacion usando este método
antes o después de la liofilizacién y reconstitucion. En determinadas realizaciones, la composicion para
administracion parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una solucion. En determinadas realizaciones,
las composiciones parenterales se colocan en general en un recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por
ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o vial que tiene un tapdn perforable por una aguja de inyeccién
hipodérmica.

En determinadas realizaciones, una vez que se ha formulado la composicion farmacéutica, se puede almacenar en
viales estériles como una solucion, suspension, gel, emulsion, sélido o como un polvo deshidratado o liofilizado. En
determinadas realizaciones, dichas formulaciones pueden almacenarse en una forma lista para su uso o en una
forma (por ejemplo, liofilizada) que se reconstituye antes de la administracion.

En determinadas realizaciones, se proporcionan kits para producir una unidad de administracion de una Unica dosis.
En determinadas realizaciones, el kit puede contener tanto un primer recipiente que tiene una proteina seca y un
segundo recipiente que tiene una formulacidon acuosa. En determinadas realizaciones, se incluyen kits que contienen
jeringas precargadas individuales y multicamara (por ejemplo, jeringas liquidas y lyosyringes).

En determinadas realizaciones, la cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que comprende una molécula de
nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, para emplear terapéuticamente dependera, por
ejemplo, del contexto terapéutico y los objetivos. Un experto en la materia apreciara que los niveles de dosificacion
apropiados para tratamiento, de acuerdo con determinadas realizaciones, variaran por lo tanto dependiendo, en
parte, de la molécula suministrada, la indicacion para la que se usa una molécula de nucleasa hibrida, con o sin al
menos un agente terapéutico adicional, la via de administracion y el tamafio (peso corporal, superficie corporal o
tamafio del érgano) y/o la condicién (la edad y salud general) del paciente. En determinadas realizaciones, el
especialista clinico puede valorar la dosificacion y modificar la via de administracién para obtener el efecto
terapéutico optimo. En determinadas realizaciones, una dosificacion tipica puede variar de aproximadamente 0,1
ug/g a aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En
determinadas realizaciones, la dosificacion puede variar de aproximadamente 0,1 ug/g hasta aproximadamente 100
mg/kg; o 1 ug/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o 5 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg.

En determinadas realizaciones, la frecuencia de dosificacion tendra en cuenta los parametros farmacocinéticos de
una molécula de nucleasa hibrida y/o cualquier agente terapéutico adicional en la formulacion usada. En
determinadas realizaciones, un especialista clinico administrara la composicion hasta que se alcance una
dosificacion que consiga el efecto deseado. En determinadas realizaciones, la composicion puede administrarse por
lo tanto como una Unica dosis, 0 como dos 0 mas dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de la molécula
deseada) a lo largo del tiempo, o como una infusion continua mediante un dispositivo de implantacion o catéter. Los
expertos en la materia realizaran refinamiento adicional de la dosificacion apropiada de forma rutinaria y este esta
dentro del ambito de las tareas realizadas de forma rutinaria por ellos. En determinadas realizaciones, las
dosificaciones apropiadas pueden determinarse mediante el uso de datos de respuesta a dosis apropiados.

En determinadas realizaciones, la via de administracion de la composicion farmacéutica esta de acuerdo con
métodos conocidos, por ejemplo, por via oral, mediante inyeccién por vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral
(intra-parenquimatosa), intracerebroventricular, intramuscular, subcuténea, intraocular, intraarterial, intraportal o
intralesional; por sistemas de liberacion sostenida o por dispositivos de implantacion. En determinadas realizaciones,
las composiciones pueden administrarse por inyecciéon de embolada o continuamente por infusiéon o por dispositivo
de implantacion.

En determinadas realizaciones, la composiciéon puede administrarse por via local mediante implantacion de una

membrana, esponja u otro material apropiado en el que la molécula deseada se haya absorbido o encapsulado. En
determinadas realizaciones, cuando se una un dispositivo de implantacion, el dispositivo puede implantarse en
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cualquier tejido u 6rgano adecuado, y el suministro de la molécula deseada puede ser mediante difusién, embolada
de liberacion temporalizada o administracién continua.

En determinadas realizaciones, puede ser deseable usar una composiciéon farmacéutica que comprende una
molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, de una manera ex vivo. En dichos
casos, las células, los tejidos y/o los érganos que se han retirado del paciente se exponen a una composicion
farmacéutica que comprende una molécula de nucleasa hibrida, con o sin al menos un agente terapéutico adicional,
después de lo cual las células, los tejidos y/o los 6rganos se implantan posteriormente en el paciente.

En determinadas realizaciones, puede suministrarse una molécula de nucleasa hibrida y/o cualquier agente
terapéutico adicional implantando determinadas células que se han modificado por ingenieria genética, usando
métodos tales como los descritos en el presente documento, para expresar y secretar los polipéptidos. En
determinadas realizaciones, dichas células pueden ser células animales o humanas y pueden ser autdlogas,
heterdlogas o xenogénicas. En determinadas realizaciones, las células pueden inmortalizarse. En determinadas
realizaciones, para reducir la probabilidad de una respuesta inmunolégica, las células pueden encapsularse para
evitar la infiltracion de tejidos circundantes. En determinadas realizaciones, los materiales de encapsulaciéon son
tipicamente recintos 0 membranas poliméricos semipermeables, biocompatibles, que permiten la liberacion del
producto o los productos proteicos pero evitan la destruccion de las células por el sistema inmunitario del paciente o
por otros factores perjudiciales de los tejidos circundantes.

Las moléculas de nucleasa hibridas de la presente invencién son particularmente eficaces en el tratamiento de
trastornos autoinmunitarios o respuestas inmunitarias andmalas. A este respecto, se apreciara que las moléculas de
nucleasa hibridas de la presente invencién pueden usarse para controlar, suprimir, modular, tratar o eliminar
respuestas inmunitarias no deseadas tanto a antigenos externos como a autoantigenos. En otras realizaciones mas
los polipéptidos de la presente invencion pueden usarse para tratar trastornos inmunitarios que incluyen, pero sin
limitacion, diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis multiple, encefalomielitis autoinmunitaria experimental,
artritis reumatoide, artritis autoinmunitaria experimental, miastenia grave, tiroiditis, una forma experimental de
uveorretinitis, tiroiditis de Hashimoto, mixoedema primario, tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis atréfica
autoinmunitaria, enfermedad de Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, diabetes juvenil, sindrome
de Goodpasture, pénfigo vulgar, penfigoide, oftalmia del simpatico, uveitis facogénica, anemia hemolitica
autoinmunitaria, leucopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria, hepatitis cronica activa Hbs negativa, cirrosis
criptogénica, colitis ulcerosa, sindrome de Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis,
dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso sistémico o enfermedad del tejido conectivo.

Kits

Un kit puede incluir una molécula de nucleasa hibrida desvelada en el presente documento e instrucciones para su
uso. Los kits pueden comprender, en un recipiente adecuado, una molécula de nucleasa hibrida desvelada en el
presente documento, uno o mas controles y diversos tampones, reactivos, enzimas y otros ingredientes
convencionales bien conocidos en la técnica.

El recipiente puede incluir al menos un vial, pocillo, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa u otros recipientes, en los
que puede colocarse una molécula de nucleasa hibrida y, en algunos casos, introducirse en alicuotas de forma
adecuada. Cuando se proporcione un componente adicional, el kit puede contener recipientes adicionales en los que
puede colocarse este componente. Los kits también pueden incluir un medio para contener la molécula de nucleasa
hibrida y cualquier otro recipiente de reactivo en confinamiento estrecho para venta comercial. Dichos recipiente
pueden incluir recipientes de plastico moldeados por inyeccion o soplado en los que se conservan los viales
deseados. Los recipientes y/o kits pueden incluir etiquetado con instrucciones para su uso y/o advertencias.

Ejemplos

A continuacion hay ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencion. Los ejemplos se
ofrecen solamente para fines ilustrativos, y no se pretende que limiten el alcance de la presente invencién en forma
alguna. Se han realizado esfuerzos para garantizar la exactitud con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo,
cantidades, temperaturas, etc.), pero deberia tenerse en cuenta, por supuesto, algo de error y desviacién
experimental.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique otra cosa, métodos convencionales de
quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia, dentro de la experiencia de la
técnica. Tales técnicas se explican en su totalidad en la bibliografia. Véase, por ejemplo, T.E. Creighton, Proteins:
Structures and Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth
Publishers, Inc., adicion actual); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 edicién, 1989);
Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 18?2 edicion (Easton, Pensilvania: Mack Publishing Company, 1990); Carey y Sundberg Advanced Organic
Chemistry 32 Ed. (Plenum Press) Vols A 'y B(1992).
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Ejemplo 1. Enfoque general para generar moléculas de nucleasa hibridas.

Las moléculas de nucleasa hibridas se disefiaron para incorporar estructuras deseadas y actividad funcional de
estructuras de enzima individual o multienzimaticas como casetes modulares con sitios de enzimas de restriccion
compatibles para transporte e intercambio de dominio. La estructura esquematica de diferentes realizaciones de
moléculas de nucleasa hibridas se ilustra en la Figura 1. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de moléculas
de nucleasa hibridas representativas se muestran en la Tabla 1.

Se aislaron ADNc humanos de ARN de pancreas humano (Ambion) o ARN de PBMC humano de linfocitos de
sangre periférica humana normales (aproximadamente 5x10e6) usando kits QlAgen RNAeasy (Valencia, CA) y kits
QlAshredder para homogeneizar lisados celulares (Qiagen, Valencia, CA). Se aislaron PBMC humanos de sangre
humana heparinizada diluida 1:1 en D-PBS y se estratificé sobre gradientes de Ficoll de medio de separacion de
linfocitos LSM (MP Biomedicals, Irvine, CA).

Se aisl6 ARN de bazo de raton usando kits QIAgen RNAeasy (Valencia, CA) de aproximadamente 5x10e6
esplenocitos. Las células se sedimentaron por centrifugacién del medio de cultivo y se usaron 5x10e6 células para
preparar ARN. Se aislé6 ARN de las células usando el kit de aislamiento de ARN total kit QIAGEN RNAeasy
(Valencia, Calif.) y QIAGEN QIlAshredder de acuerdo con las instrucciones del fabricante que acomparan al kit. Se
usaron de uno a dos microgramos (1-2 ug) de ARN total como molde para preparar ADNc por transcripcion inversa.
El ARN, 300 ng de cebadores aleatorios y 500 ng de Oligo dT (12-18), y 1 yl de dNTP 25 mM se combinaron y se
desnaturalizaron a 80 °C durante 5 minutos antes de la adicion de enzima. Se afiadioé transcriptasa inversa
Superscript Il (Invitrogen, Life Technologies) a la mezcla de ARN mas cebador en un volumen total de 25 pl en
presencia de tampdn de segunda cadena 5Xy DTT 0,1 M proporcionado con la enzima. Se permitié que la reaccion
de transcripcion inversa continuara a 50 °C durante una hora.

Se usaron entre 10-100 ng de ADNc en reacciones de amplificacion por PCR usando cebadores especificos para el
gen de nucleasa de interés (RNasaA, RNasa1, DNasa1, Trex1, DNasa1l3, etc.) Para las reacciones de clonacién
iniciales, los cebadores se disefiaron para aislar el ADNc de longitud completa o los productos de truncamiento que
codifican el gen de interés. Se aislaron fragmentos de PCR de longitud completa o acortados mediante electroforesis
en gel de agarosa y se purificaron usando columnas Qiagen QIAquick para retirar nucleétidos, cebadores y
productos amplificados no deseados. Se clonaron fragmentos purificados en vectores de clonaciéon pCR2.1 TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y se transformaron en bacterias TOP 10 competentes. Se pasaron colonias aisladas a
medio de caldo de cultivo Luria que contenia 50 ug/ml y se cultivaron durante una noche para aislar plasmidos. Se
exploraron clones de TOPO con respecto a insertos del tamafio correcto por digestion con enzimas de restriccion
EcoRI (NEB, Ipswich, MA) y electroforesis en gel de agarosa de fragmentos digeridos. Se realizé analisis de
secuencia de ADN de clones positivos con mezcla de reaccion ABI Ready v 3.1 y se analizé usando un
secuenciador de ADN ABI 3730 XL. Una vez que se obtuvieron los clones correctos, se disefiaron modificaciones de
secuencia adicionales y se realizaron reacciones de PCR para generar los alelos o casetes de expresion deseados.
Se generaron productos de truncamiento y alelos por mutagénesis de PCR usando cebadores solapantes para la
introduccién de mutaciones en posiciones especificas en los genes. Se sintetizaron enlazadores por PCR solapante
usando cebadores solapantes internos y ciclos sucesivos de PCR para unir una secuencia adicional a cada extremo.
Las moléculas de nucleasa hibridas se ensamblaron como una fila de varios casetes intercambiables. Las moléculas
de la realizacioén preferida contienen un péptido lider fijo, un casete de nucleasa, un casete opcional que codifica una
opcidén de varios enlazadores polipeptidicos diferentes, un casete de dominio Fc de Ig con un codén de terminacion o
un enlazador en el extremo carboxilo del dominio CH3 y para moléculas de tipo resolvicasa, un segundo casete de
enlazador, seguido de un segundo casete de nucleasa. La Figura 1 ilustra la estructura de tipo casete de estas
moléculas de nucleasa hibridas y ejemplos de secuencias potenciales insertadas en cada posicion. Una vez que se
ensamblaron moléculas de nucleasa hibridas, se transformaron en un plasmido de expresion de mamifero pDG
apropiado para expresion transitoria en COS7 u otras células y expresion estable en células CHO DG44 usando
seleccién de DHFR con metotrexato.

Expresién transitoria de moléculas de nucleasa hibridas

Se transfectaron de forma transitoria células COS-7 con el vector de expresion pDG que contenia insertos de genes
de moléculas de nucleasa hibridas. El dia antes de la transfeccion, se sembraron células a 4x10e5 células por placa
de 60 mm en 4 ml de DMEM (ThermoFisher/Mediatech cell gro) + medio de cultivo tisular FBS 10%. El medio DMEM
basal se complement6 con glucosa 4,5 g/l, piruvato sddico, L-glutamina 4 mM y aminoacidos no esenciales. Se
afadio suero fetal bovino (Hyclone, Logan, UT ThermoFisher Scientific) al medio a 10 % del volumen final. Las
células se incubaron a 37 °C, CO2 5 % durante una noche y fueron confluyentes a aproximadamente 40-80 % el dia
de la transfeccion. Se preparé ADN plasmidico usando kits de miniprep Qiagen (Valencia, CA) QlAprep de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y se eluyé en 50 ul de tampdn de EB. Las concentraciones de ADN se midieron
usando un espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington DE). Se transfect6 ADN
plasmidico usando reactivo de transfeccion Polyfect (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, usando 2,5 yg de ADN plasmidico por placa de 60 mm y 15 pl de reactivo polyfect en 150 ul de cécteles
de transfeccion de DMEM sin suero. Después de la formacion del complejo, las reacciones se diluyeron en 1 ml de
medio de cultivo celular que contenia suero y todos los suplementos y se afadieron en gotas a las placas que
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contenian 3 ml de medio de cultivo completo DMEM nuevo. Se incubaron transfecciones transitoria durante 48-72
horas antes de recoger sobrenadante de cultivo para analisis adicional.

Generacion de transfectantes de CHO DG44 estables que expresan las moléculas de nucleasa hibridas de interés

Se consiguid produccién estable de las moléculas de nucleasa hibridas por electroporacién de un plasmido
amplificable, seleccionable, pDG, que contiene el ADNc de nucleasa-lIg bajo el control del promotor de CMV, en
células de ovario de hamster chino (CHO). El vector pDG es una version modificada de pcDNA3 que codifica el
marcador seleccionable de DHFR con un promotor atenuado para aumentar la presion de seleccion para el
plasmido. Se preparé ADN plasmidico usando kits de maxiprep Qiagen y el plasmido purificado se linealizé en un
sitio Ascl Unico antes de extraccidon con fenol y precipitacién con etanol. Se afiadi® ADN de esperma de salmén
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.) como ADN transportador y se usaron 100 ug de cada plasmido y ADN transportador
para transfectar 10" células CHO DG44 por electroporacion. Las células se cultivaron hasta fase logaritmica en
medio Excell 302 (JRH Biosciences) que contenia glutamina (4 mM), piruvato, insulina recombinante, penicilina-
estreptomicina y aminoacidos no esenciales DMEM 2x (todos de Life Technologies, Gaithersburg, Md.), denominado
en lo sucesivo en el presente documento medio "Excell 302 completo”. Los medios para células no transfectadas
también contenian HT (diluido de una solucion 100x de hipoxantina y timidina) (Invitrogen/Life Technologies). Los
medios para transfecciones en seleccion contenian diversos niveles de metotrexato (Sigma-Aldrich) como agente
selectivo, que variaban de 50 nM a 1 uM. Se realizaron electroporaciones a 280 voltios, 950 microfaradios. Se
permitié que las células transfectadas se recuperaran durante una noche en medio no selectivo antes de la siembra
selectiva en placas de fondo plano de 96 pocillos (Costar) a diversas diluciones en serie que variaron de 125
células/pocillo a 2000 células/pocillo. EI medio de cultivo para clonacién celular fue Excell 302 completo, que
contenia metotrexato 50 nM. Un crecimiento clonal fue suficiente, se exploraron diluciones en serie de
sobrenadantes de cultivo de pocillos maestros con respecto a expresion de moléculas de nucleasa hibridas
mediante el uso de un ELISA de tipo sandwich de IgG. Brevemente, Se recubrieron placas NUNC immulon Il durante
una noche a 4 °C con 7,5 microgramos/ml de IgG F(ab’2) de cabra anti-raton (KPL Labs, Gaithersburg, MD) o 2
ug/ml de IgG de cabra anti-humano o anti-ratéon (Jackson Immunoresearch, West Grove PA) en PBS. Las placas se
bloquearon en PBS/BSA 2-3 % y diluciones en serie de sobrenadantes de cultivo incubados a temperatura ambiente
durante 2-3 horas. Las placas se lavaron tres veces en PBS/Tween 20 0,05 % y se incubaron con IgG2a F(ab’2) de
cabra anti-ratén conjugado con peroxidasa de rabano rusticano (Southern Biotechnologies) e IgG de cabra anti-ratén
(KPL) mezclados entre si, cada uno a 1:3500 en PBS/BSA 1,0 % o en IgG1a F(ab’2) de cabra anti-humano
conjugado con peroxidasa de rabano rusticano (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a 1:2500 durante 1-2
horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron cuatro veces en PBS/Tween 20 0,05 % y la union se detecto
con sustrato de TMB, SureBlue Reserve (KPL Labs, Gaithersburg, MD). Las reacciones se detuvieron mediante la
adicion de un volumen igual de IN HCI y las placas se leyeron a 450 nM en un lector de placas Spectramax Pro
(Microdevices, Sunnyvale CA). Los clones con la mayor produccion de la molécula de nucleasa hibrida se
expandieron en matraces T25 y después T75 para proporcionar nimeros adecuados de células para congelar y para
aumentar la escala de produccion de la proteina de fusion. Los niveles de produccion se aumentaron adicionalmente
en cultivos de los cuatro mejores clones por amplificacion progresiva en medio que contiene metotrexato. En cada
pase sucesivo de células, el medio Excell 302 completo contenia una concentracién aumentada de metotrexato, de
modo que solo pudieron sobrevivir las células que amplificaron el plasmido DHFR.

Se recogieron los sobrenadantes de células CHO que expresaban la molécula de nucleasa hibrida, se filtraron a
través de filtros PES express de 0,2 um (Nalgene, Rochester, N.Y.) y se pasaron sobre una columna de proteina A-
agarosa (agarosa reticulada IPA 300) (Repligen, Needham, Mass.). La columna se lavé con tampon de lavado de
columna (Tris-base 90 mM, NaCl 150 mM, azida sédica 0,05 %, pH 8,7) y la proteina unida se eluyé usando tampdn
de citrato 0,1 M, pH 3,0. Se recogieron fracciones y se determind la concentracion de proteina a 280 nM usando un
espectrofotometro de micromuestras Nanodrop (Wilmington DE) y determinacién del blanco usando tampén de
citrato 0,1 M, pH 3,0. Se agruparon fracciones que contenian moléculas de nucleasa hibridas y se realizd
intercambio de tampdn por centrifugaciones en serie en PBS usando concentradores centricon seguido de filtracion
a través de dispositivos de filtro de 0,2 um, para reducir la posibilidad de contaminacién por endotoxinas.

Ejemplo 2: Construccion de genes de fusién de RNasa-Ig.

Se amplifico6 RNasa 1 murina como un ADNc de longitud completa de una biblioteca de EST (del Dr. C. Raine, Albert
Einstein School of Medicine, Bronx, NY) que envié el clon al laboratorio de los inventores sin un MTA. Los cebadores
5’y 3’ especificos de secuencia usados fueron de las secuencias publicadas. La secuencia del clon se verificé por
analisis de secuenciacion. El nimero de referencia de Genebank es NCBI genelD 19752. Se aisl6 RNasa 1 humana
de longitud completa de ADN con cebadores aleatorios y ADNc con cebadores de oligo dT obtenido de ARN total de
pancreas humano (Ambion/Applied Biosystems, Austin, TX).

Una vez que se hubo aislado un clon de longitud completa, se disefiaron cebadores para crear un gen de fusién con
los dominios Fc de IgG2a de raton o IgG1 humano (SEQ ID NO:40). Se disefiaron dos cebadores diferentes para la
secuencia 5 fusionada en el extremo amino terminal de la cola de Fc; el primero incorporé el péptido lider nativo de
RNasa de ratdn (o ser humano), mientras que el segundo unié un sitio de Agel con el extremo amino de RNasa en el
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sitio de escision de péptido sefial para fusionar la RNasa con un péptido lider VKIII humano que ya se han clonado y
usado para otros estudios de expresion. Para la RNasa murina, la secuencia del primer cebador es:

mribNL5’ 30mero (RNasa 5’ con lider nativo y Hindlll+Kozak)

gTT AAg CTT gCC ACC ATg ggT CTg gAg AAg TCC CTC ATT CTg-3' (SEQ ID NO:1)
El segundo cebador crea un punto de union de fusién génica entre una secuencia lider existente y la secuencia
madura en el extremo 5’ de la RNasa, en o cerca del sitio de escision de péptido lider predicho.

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

La secuencia del cebador 3’ para fusion con IgG2a murino en el extremo carboxilo de RNasa y el extremo amino de
la cola de Fc es de la siguiente manera:

mrib3NH2 28mero (extremo 3’ de RNasa con sitio de Xhol para fusién con migG2a).

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

Se disefiaron dos oligos mas para crear un gen de fusién de -Ig-RNasa, donde la cola de -Ig esta en direccion
amino terminal del dominio de enzima RNasa.

mrib5X Extremo 5 de RNasa de 36mero con aa enlazadores y sitio de Xbal para fusién con el extremo carboxilo
del dominio Fc.

5-AAA TCT AgA CCT CAA CCA ggT Agg gAA TCT gCA gCA CAg AAg TTT CAg-3’ (SEQ ID NO:4) mrib3X
Extremo 3’ de RNasa de 31mero con dos codones de terminacion y sitio de Xbal para fusion con el extremo
carboxilo del dominio Fc.

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

Ejemplo 3: Aislamiento de dominios -Fc de ser humano y ratén e introduccion de mutacion en la secuencia
codificante.

Para aislamiento de dominios -Fc de raton y ser humano (SEQ ID NO:40), se obtuvo ARN de tejido de ratén o ser
humano de la siguiente manera. Se generd una suspension de células individuales de bazo de raton en medio de
cultivo RPMI. Como alternativa, se aislaron PBMC humanas de sangre completa, nueva, usando medio de
separacion de linfocitos (LSM) Organon Teknika (Durham, NC), capas leucociticas recogidas de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y células lavadas tres veces en PBS antes de su uso. Las células se sedimentaron por
centrifugacion del medio de cultivo y se usaron 2x10" células para preparar ARN. Se aislé6 ARN de las células
usando el kit de aislamiento de ARN total kit QIAGEN RNAeasy (Valencia, Calif.) y columnas QIAGEN QIlAshredder
de acuerdo con las instrucciones del fabricante que acompafan a los kits. Se usé un microgramo (4 pg) de ARN total
como molde para preparar ADNc por transcripcion inversa. EI ARN, 300 ng de cebadores aleatorios y 500 ng de
Oligo dT (12-18), y 1 pyl de dNTP 25 mM se combinaron y se desnaturalizaron a 80 °C durante 5 minutos antes de la
adicion de enzima. Se afiadio transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen, Life Technologies) a la mezcla de ARN
mas cebador en un volumen total de 25 pl en presencia de tampén de segunda cadena y DTT 0,1 M proporcionado
con la enzima. Se permitié que la reaccion de transcripcion inversa continuara a 50 °C durante una hora. Se purificé
ADNCc usando columnas de purificacion de PCR QlAquick (QIAGEN) de acuerdo con instrucciones del fabricante y
se eluyd en 40 microlitros de tampén de EB antes de su uso en reacciones de PCR.

Se aislaron dominios -Fc de ratdn y ser humano de tipo silvestre por amplificacion por PCR usando el ADNc descrito
anteriormente como molde. Los siguientes cebadores se usaron para amplificacion inicial de secuencias de tipo
silvestre, pero incorporaron los cambios mutacionales deseados en el dominio bisagra:

mahlgG1CH2M: 47mero
5'-tgtccaccgtgtccagcacctgaactcctgggtggatcgtcagtcettce-3' (SEQ ID NO:6)
hlgG1-5scc: 49mero
5’-agatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgt-3' (SEQ ID NO:7)
mahlgG1S: 51mero
5'-tctagattatcatttacccggagacagagagaggctcttctgegtgtagtg-3’ (SEQ ID NO:8)
mulgG2aCH2: 58mero
5’-cctccatgcaaatgcccagcacctaacctctigggtggatcatecgtcticatcettce-3' (SEQ ID NO:9)
mlgG2a-5scc: 47mero
5’-gaagatctcgagcccagaggtcccacaatcaagcecctctectcca-3' (SEQ ID NO: 10)
mlgG2a3S: 48mero
5'-gtttctagattatcatttacccggagtccgagagaagctcttagtcgt-3' (SEQ ID NO:11)
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Se realizaron reacciones de PCR usando un termociclador C1000 (BioRad, Hercules CA) o un termociclador
Eppendorf (ThermoFisher Scientific, Houston TX). Las reacciones incluian una etapa de desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 2 minutos, seguido de 34 ciclos con una desnaturalizacion a 94 °C, durante 30 segundos, hibridacion
a 50 °C, durante 30 segundos y etapa de extension a 72 °C, durante 1 minuto, seguido de una extension de 4
minutos final a 72 °C. Una vez que se aislaron las colas de tipo silvestre, los fragmentos se clonaron por TOPO en
vectores pCR2.1, se preparé ADN usando los kits de miniprep de plasmidos de centrifugacion QIAGEN de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y los clones se secuenciaron usando reacciones de secuenciacién ABI Dye
Terminator v3.1 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se usaron ADN de los clones correctos como moldes en PCR de extension solapantes para introducir mutaciones en
las posiciones deseadas en la secuencia codificante de IgG2a de ratén o -IgG1 humano. Se prepararon reacciones
de PCR usando los clones de tipo silvestre de longitud completa como molde (1 microlitro), 50 pmol de cebadores 5’
y 3’ para PCR de cada parte del dominio -Fc hasta e incluyendo el sitio de mutacion deseado de cada direccion, y
Supermix de alta fidelidad de PCR (Invitrogen, Carlsbad CA), en voliumenes de reaccion de 50 microlitros usando un
ciclo de amplificacion corto. Como ejemplo de la mutagénesis de PCR solapante, la combinacién de cebadores
usada para introducir la mutacion P331S en -IgG1 humano, fue de la siguiente manera:

Se amplificé un subfragmento 5’ usando el clon de tipo silvestre de longitud completa como molde y el cebador 5’ fue
hlgG1-5scc: 5’-agatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccegtgt-3' (SEQ ID NO:12), mientras que el cebador 3’
fue P331AS: 5'-gttttctcgatggaggctgggagggctttgttggagacc-3° (SEQ ID NO:13). Se amplificd un subfragmento 3’
usando el clon de tipo silvestre de longitud completa como molde y el cebador 5 fue P331S:
5’aaggtctccaacaaagccctcccagcectccatcgagaaaacaatctce-3° (SEQ ID NO:14), mientras que el cebador 3’ fue
mahlgG1S: 5'-tctagattatcatttacccggagacagagagaggctcttctgcgtgtagtg-3’ (SEQ ID NO:15).

Una vez que los subfragmentos se hubieron amplificado y aislado por electroforesis en gel de agarosa, se purificaron
por columnas de purificacion en gel QIAquick y se eluyeron en 30 microlitros de tampén de EB segun las
instrucciones del fabricante. Después se realizaron dos ciclos de PCR con los dos subfragmentos como moldes
solapantes en nuevas reacciones. El ciclador se pausd y se afadieron cebadores flanqueantes 5 (hlgG1-5scc,
véase anteriormente) y 3’ (mahlgG1S, véase anteriormente) a las reacciones (50 pmol cada una). Después se
llevaron a cabo amplificaciones por PCR para 34 ciclos en las condiciones descritas para las moléculas de tipo
silvestre anteriores. Los fragmentos de longitud completa se aislaron por electroforesis en gel y se clonaron por
TOPO en vectores pCR2.1 para analisis de secuencia. Después se subclonaron fragmentos de clones con la
secuencia correcta en vectores de expresion para la creacidon de las diferentes moléculas de nucleasa hibridas
descritas en el presente documento.

Ejemplo 4: Cuantificacion de proteina RSLV-124 y actividad de enzima RNasa en sueros de raton.

Analisis de estabilidad de ratdn in vivo de construccién RSLV-124 (SEQ ID NO:106).

Se inyectd en cuatro ratones (C220, C221, C222, C223) por via intravenosa una Unica inyeccion de RSLV-124 en el
tiempo cero. En diversos momentos después de la inyeccion se recogieron muestras de sangre y se analizaron con
respecto a la presencia de proteina RSLV-124 (una RNasa de tipo silvestre humana unida a un dominio Fc de
IgG1humano de tipo silvestre (SEQ ID NO:106)) y actividad de enzima RNasa. Para detectar el compuesto RSLV-
124 en suero de ratén, se desarrollé un ELISA que captura el Fc humano del suero de ratén seguido de deteccion de
la RNasa humana. Cuando el ELISA se procesa en las muestras de sangre de los cuatro ratones la presencia de
proteina RSLV-124 se detecté a los cinco minutos después de una Unica inyeccién intravenosa de 150 pg, a entre
38 pg/mly 55 pug/ml (Figura 2). Un dia después de la inyeccion la concentracién de RSLV-124 se redujo rapidamente
e entre 8 pg/ml y 12 pg/ml. La concentracion en sangre del fdrmaco permanecio relativamente estables durante el
transcurso del analisis hasta siete dias cuando los niveles del farmaco en sangre fueros de aproximadamente 5
pg/ml. Las mismas muestras de sangre usadas para medir la proteina RSLV-124 por ELISA se usaron para
cuantificar la actividad enzimatica RNasa del farmaco. Se us6 el sistema RNaseAlert QC de Ambion (Cat n.°
AM1966) para medir la cinética enzimatica de la proteina RSLV-124 en muestras de sangre de ratdn con algunas
modificaciones. El compuesto farmacolédgico se capturé de suero de ratdn en la placa de ensayo RNaseAlert usando
un anticuerpo monoclonal humano anti-Fc y se cuantificd por medicion de fluorescencia segun las instrucciones del
kit de Ambion. El analisis de las unidades fluorescentes relativas (UFR) de la molécula RSLV-124 mostro entre
80.000 y 140.000 UFR a los cinco minutos después de la inyeccién (Figura 3). Las UFR se redujeron rapidamente en
paralelo con la concentracion de proteina, permaneciendo relativamente estables a entre 18.000 y 40.000 UFR hasta
el dia siete. Se uso el sistema RNaseAlert QC para desarrollar una curva patrén usando cantidades conocidas de la
proteina, a partir de esta curva patrén las UFR de la RSLV-124 en las muestras de sangre se usaron para extrapolar
la concentracion de proteina de RSLV-124. A partir de este analisis se determind que la concentracion de proteina
presente en la sangre de ratén durante el experimento de siete dias como se calculé usando el ensayo de actividad
enzimatica de RNasa fue muy similar a los valores que se midieron usando el ELISA (Figura 4). A partir de estos
experimentos se concluyé que el compuesto RSLV-124 es estable in vivo en circulacion en ratén durante siete dias y
conserva su actividad enzimatica, lo que sugiere que el compuesto no es susceptible de degradacion in vivo en el
raton ya que casi el 100 % de la actividad enzimatica se conserva durante siete dias en la circulacién del ratén. Ya
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que las proteinas de fusion de Fc son con frecuencia susceptibles de degradacion en la circulacion este hallazgo
confirma adicionalmente el uso de las proteinas de fusién de RNasa-Fc como farmacos valiosos.

Ejemplo 5: Fenotipo de ratones dobles transgénicos TLR7.1xRNasaA.

Se crearon ratones que sobreexpresan RNasa (RNasa Tg). Esta nucleasa se expresa a altos niveles en ratones
RNasa Tg. Los inventores han desarrollado tanto un método de difusién radial individual (DERI) (Figura 5) como un
ELISA mucho mas cuantitativo para cuantificar RNasa en el suero (Figura 6). Ambos ensayos muestran un aumento
significativo de la actividad RNasa en los RNasa Tg. La cuantificacion del nivel de RNasa en la Figura 6 comparado
con ratones B6 de tipo silvestre mostré que hubo un aumento de aproximadamente 10 veces en RNasa en los
RNasa Tg. Se cruzaron ratones RNasa Tg con TLR7.1 para crear los doble Tg (DTg). Los ratones TLR7.1 tienen 8-
16 copias de TLR7 y desarrollan una enfermedad de tipo lupus, muy agresiva, de rapida progresion, y empiezan a
morir a los 3 meses de edad con una mediana de la supervivencia de 6 meses. En un analisis preliminar, se tomaron
muestras de sangre de DTg y comparieros de camada de control a los 3 meses de edad para ver si los ratones DTg
mostraban sefiales de mejora. Como se muestra en la Fig. 5, los ratones DTg tenian niveles muy altos de RNasa es
su suero (equivalentes a >13 U/ml de RNasa basandose en el patron de los inventores con actividad especifica de
993 U/mg). También se midi6 la concentracion de RNasaA en ratones Tg y DTg mediante ensayo ELISA como se
muestra en la Fig. 6. Los ratones RNasa A Tg y TLR7. 1XRNasaA Dtg tienen concentraciones en suero de RNasa A
entre 1y 2 ng/ml.

Método detallado para ELISA de RNasa A

. Revestir la placa con Ab anti-RNasaA Abcam (ab6610): 2,5-10 pug/ml durante una noche en 4C.

. Lavar la placa 3 veces con Tween 0,05 %/PBS 1X

. Bloquear con BSA 1 % en PBS durante al menos 1 hora

. Lavar la placa 3 veces con Tween 0,05 %/PBS 1X

. Cargar muestras. Tomar muestras de diluciones a 1:50

. Incubar a temperatura ambiente durante 2 horas

. Lavar la placa 3 veces con Tween 0,05 %/PBS 1X

. Preparar dilucion de Ab anti RNasa marcado con biotina a una dilucion de 1:4500 (2,2 pg/ml). Dejar a TA
durante 1 hora (Rockland 200-4688: 10 mg/ml).

9. Lavar la placa 3 veces

10. Diluir StrepAV HRP (Biolegend 405210) 1:2500. Cubrir con papel de aluminio y dejar a TA durante 25-30 min.
11. Lavar 6 veces, dejar el liquido reposar en pocillos durante al menos 30 segundos entre lavados.

12. Afadir sustrato de BD OptEIA A+B 1:1. Esperar hasta que el color cambie 5-10 min como maximo. No dejar
que el patron del pocillo superior pase de 1,0. Anadir 80 ul. (Cat N.°. 51-2606KC;ReactivoA, 51-
2607KC;ReactivoB)

13. Adadir 40 ul de acido sulfdrico 1 M para detener la reaccién

O~NOOPRWN =

Informacion de producto/reactivo:

Ab de RNasaA: ab6610 (90 mg/ml)

Tampédn de ELISA: BSA 1 % en PBS

Tampon de lavado de ELISA: Tween 0,05 %/PBS 1X

Ab anti RNasa A conjugado con biotina: Rockland: 200-4688 (10 mg/ml)
Strep AV HRP: Biolegend 405210

BD OptEIA reactivo A y B: 51-2606KC y 51-2607KC

Ejemplo 6. Curvas de supervivencia para cepas de ratdon transgénico TLR7.1.

Hubo una diferencia altamente significativa entre los DTg y los controles compaferos de camada TLR7.1 en la
supervivencia. Como se muestra en la Figura 7, a los 10 meses, 61 % de los ratones TLR7.1 habian muerto,
mientras que 31 % de los ratones DTg habian muerto. Estos datos muestran que la sobreexpresion de RNasaA
ejercié un fuerte efecto terapéutico. Las razones por las que los ratones TLR7.1 mueren prematuramente no estan
del todo clara, aunque la anemia grave, trombocitopenia y glomerulonefritis podrian desempefiar un papel. Para
determinar si los recuentos de gldbulos rojos y plaquetas fueron influidos positivamente por la expresién de RNasaA
en los ratones DTg, se realizaron recuentos sanguineos pero no se encontraron diferencias entre los ratones TLR7.1
y DTg. Por el contrario, Hubo una mejora significativa en la histiopatologia de rifién en los ratones DTg. Se observo
deposicion reducida de IgG y C3 en ratones DTg. La tincién con PAS, que refleja la inflamacién en el mesangio
también se redujo en ratones DTg en comparacion con controles compafieros de camada TLR7.1. Cuando se ha
comparado ahora la infiltracion de macréfagos de los rifiones usando anticuerpo anti-MAC-2 (galectina3) (Lyoda et
al. Nephrol Dial Transplat 22: 3451, 2007), hubo muchas menos células mac-2 positivas en los glomérulos de los
ratones DTg. Los resultados del recuento de 20 glomérulos por ratén en 5 ratones en cada grupo revel6 la media +/-
ET de 3,8+/-1,1 y 1,4+/-0,2 para individuales frente a DTg respectivamente, p=0,05. Ademas, se cuantificé el tamafio
del penacho glomerular y se observé una reduccion significativa del tamafio del penacho glomerular en los ratones
DTg (179+/-41 frente a 128+/-16,8 ym2 en individual frente a DTg respectivamente, p=0,037). En resumen, los
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ratones TLR7.1XRNasaA DTg sobreviven mas tiempo que sus companeros de camada Tg TLR7.1 individuales y
tienen menos inflamacién y lesion en sus rifiones. Este hallazgo indica que la retirada de complejos inmunitarios de
ARN en este modelo de ratén mejord significativamente la mortalidad general y redujo el dafio renal y la inflamacion
general asociada con esta patologia de tipo lupus.

Ejemplo 7. Andlisis de IRG en bazos de ratones TLR Tqg.

El analisis de genes de respuesta a interferén (IRG) en los bazos de ratones TLR7.1 Tg y TLR7.1 X RNasaA DTg
mostré que la expresion del gen de IRF7 (factor regulador de interferén 7 (UniProtKB P70434)) era
significativamente menor en los ratones DTg (p=0,03). Algunos otros IRG incluyendo MX1 (proteina de unién a GTP
inducida por interferon Mx1 (UniProtKB P09922)) y VIG1 (proteina que contiene dominio de S-adenosil metionina
radical 2 (UniProtkKB Q8CBB9)) fueron menores en ratones DTg en comparacion con ratones Tg, pero las diferencias
no fueron significativas. (Figura 8). Se realiz6 PCR cuantitativa de la siguiente manera: se aislé6 ARN total de bazos
de ratén usando el mini kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos), DNasa tratada usando Turbo DNA-free
(Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) y se produjo ADNc de primera cadena con el kit de ARN a
ADNc (Applied Biosystems) usando cebadores aleatorios. La 260/280 fue entre 1,7 y 2,0 para ARN aislado medido
con un NanoDrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos). Se diluyé ADNc hasta un equivalente de 1
ng/ul de ARN total y se usaron 8 pl por reaccion. Los cebadores para el gen de referencia (18s) y genes de interés
(GOI) se sintetizaron (IDT, Coralville, lowa, Estados Unidos) y se diluyeron a las concentraciones apropiadas para
gPCR usando agua de uso molecular. Los resultados de BLAST de los cebadores muestran homologia de secuencia
especifica solamente con el gen de referencia o GOI. Se procesaron reacciones por duplicado (20 pl) en un sistema
ABI Fast 7500 usando una mezcla 1:1 de molde y cebador para mezcla maestra de SYBR bajo-ROX SensiMix
(Bioline, Londres, Reino Unido). Se calculé la cuantificacion relativa usando el método de 29T con ratones B6 de
tipo silvestre de la misma edad como linea basal para determinar los factores de cambio para cada GOI. Las curvas
de disociacion para las reacciones muestran un unico pico de fusién para cada gen. La curva patron mostro eficacias
de amplificacion similares para cada gen y que las concentraciones de molde estaban dentro del intervalo dinamico
lineal para cada uno del conjunto de cebadores.

Ejemplo 8: Construccién y expresién de moléculas de nucleasa hibridas de enzimas individuales y dobles DNasa1-
la.

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

De manera similar, la mutacion G105R se ha presentado recientemente como un polimorfismo de un unico
nucleostido en el gen que codifica DNasa 1 humana que es polimérfico en algunas o todas las poblaciones y que es
relevante para la autoinmunidad. (Véase Yasuda T, Ueki M, Takeshita H, Fujihara J, Kimura-Kataoka K, Lida R,
Tsubota E, Soejima M, Koda Y, Dato H, Panduro A. Int J Biochem Cell Biol 42(7): 1216-1225 (2010)). Las variantes
alélicas en esta posicion dieron como resultado isoformas de DNasa 1 que albergan alta actividad en relacién con el
tipo silvestre. También se ha indicado que otra mutacién polimoérfica, de origen natural (R21S) confiere alta actividad.
(Véase Yasuda, mencionado anteriormente)

Se ha indicado que enfermos de LES tienen niveles significativamente reducidos de actividad DNasa1 (véase
Martinez-Valle F, Balada E, Ordi-Ros J, Bujan-Rivas S, Sellas-Fernandez A, Vilardell-Tarres M. Lupus 18(5): 418-
423 (2009)).

Las variantes enzimaticas de origen natural pueden ser por lo tanto menos inmunogénicas cuando se administran a
pacientes, ya que estas isoformas aparecen en la poblacién humana. Los inventores han razonado que la
combinacién de las propiedades resistentes a actina de alelos similares a A114F con la actividad enzimatica
aumentada de alelos como G105R generaria variantes alélicas nuevas de DNasa1 humana que podrian mostrar
actividad clinica mejorada in vitro e in vivo. Segun el conocimiento de los inventores, el suyo es el primer informe de
esta nueva forma mutante de DNasa1 generada a partir de una combinaciéon de dos variantes de origen natural
G105R y A114F.

Se aisléo DNasa 1 humana como se ha descrito previamente de ARN de pancreas humano (Ambio), mediante ADNc
de cebadores aleatorios y PCR usando los siguientes conjuntos de cebadores:

5'hDNasa1-age: GTT ACC GGT CTG AAG ATC GCA GCC TTC AAC ATC CAG (SEQ ID NO:16)
5'hDNasa1-bx: GTT CTC GAG ATC TTT CAG CAT CAC CTC CAC TGG ATA GTG (SEQ ID NO:17)
Como alternativa, los casetes de DNasa 3’ se amplificaron por PCR usando el siguiente par de cebadores.
3'hDNasa1-RV: GTT GAT ATC CTG AAG ATC GCA GCC TTC AAC ATC CAG (SEQ ID NO:18)
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3'hDNasa1-terminacién: GTT TCT AGA TTA TCA CTT CAG CAT CAC CTC CAC TGG ATA GTG (SEQ ID
NO:19)

Las reacciones de PCR se realizaron usando 50 pmol de cada cebador, ADNc 2 ul, en un volumen total de 50 pl
usando Platinum PCR Supermix como se ha descrito previamente. El perfil de amplificacién fue 94 C 30 s; 55 C 30
s; 68 C 90 s durante 35 ciclos.

Una vez que se amplificé el gen de tipo silvestre por PCR, los fragmentos se sometieron a electroforesis en gel y se
purificaron fragmentos de 850 pb por purificacion en columna QIAquick. Los fragmentos se clonaron en pCR2.1, se
transformaron por clonaciéon de TOPO de acuerdo con las instrucciones del fabricante como se ha descrito para las
otras construcciones. Una vez que se verificd la secuencia, los cebadores de PCR se usaron para generar
subfragmentos que contenian alelos de origen natural para DNasa1 que se ha indicado que mejoran la actividad
especifica y mejoran la resistencia a la actividad inhibidora de actina. Estos subfragmentos contenian secuencia
solapante, lo que permite la amplificacién de subclones de DNasa1 completos que contienen las variaciones alélicas
deseadas. Se transfectaron de forma transitoria células COS 7 en placas de 60 mm usando reactivo de transfeccion
Polyfect (Qiagen, Valencia, CA). Se prepar6 ADN plasmidico usando los kits de miniprep Qiagen QlAprep de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los plasmidos se eluyeron en 50 pl de tampon de EB. Se midio la
concentracion de ADN usando el Nanodrop y se us6 una alicuota equivalente a 2,5 ug de ADN plasmidico para cada
reaccion de transfeccion. Cada casete de expresion de DNasalg o RNasa-lg-DNasa se inserté6 en el vector de
expresion de mamifero pDG, un derivado de pcDNA3.1. Las células transfectadas se incubaron durante 72 horas a
37 °C, CO2 5 % antes de la recogida de sobrenadantes de cultivo para andlisis adicional. Se recogieron los
sobrenadantes de cultivo, se centrifugaron las células residuales de la solucién y se transfirid el liquido a tubos
nuevos.

Las células COS-7 se transfectaron de forma transitoria con plasmidos que contenian DNasal humana de tipo
silvestre o alelos mutantes de DNasa 1 de origen natural (G105R y/o A114F) fusionados con el dominio Fc de IgG1
humano de tipo silvestre. Este casete de bisagra-CH2-CH3 contiene una Unica mutacion C—S en la regién bisagra
para eliminar la primera cisteina en este dominio ya que esta desapareada debido a la ausencia de su compafiero de
emparejamiento presente en la cadena ligera del anticuerpo. Ademas, también se expresaron proteinas de fusién
multinucleasa mas complejas a partir de transfecciones transitorias de células COS.

Ejemplo 9: Aislamiento de colas de Ig humano, introduccién de mutaciones en la secuencia codificante y
construccién de nucleasas mutantes

Para aislamiento de dominios Fc de Ig humanos mutantes, se obtuvo ARN de PBMC humanas aisladas de sangre
completa, nueva, usando medio de separacion de linfocitos (LSM) Organon Teknika (Durham, NC), capas
leucociticas recogidas de acuerdo con las instrucciones del fabricante y células lavadas tres veces en PBS antes de
su uso. Las células se sedimentaron por centrifugacion del medio de cultivo y se usaron 2x107 células para preparar
ARN. Se aislé ARN de las células usando el kit de aislamiento de ARN total kit QIAGEN RNAeasy (Valencia, Calif.) y
columnas QIAGEN QlAshredder de acuerdo con las instrucciones del fabricante que acompafan a los kits. Se usé
un microgramo (4 ug) de ARN total como molde para preparar ADNc por transcripcion inversa. El ARN, 300 ng de
cebadores aleatorios y 500 ng de Oligo dT (12-18), y 1 ul de dNTP 25 mM se combinaron y se desnaturalizaron a 80
°C durante 5 minutos antes de la adicion de enzima. Se afadio transcriptasa inversa Superscript Ill (Invitrogen, Life
Technologies) a la mezcla de ARN mas cebador en un volumen total de 25 pl en presencia de tampoén de segunda
cadena y DTT 0,1 M proporcionado con la enzima. Se permitié que la reaccién de transcripcién inversa continuara a
50 °C durante una hora. Se purific6 ADNc usando columnas de purificacion de PCR QlAquick (QIAGEN) de acuerdo
con instrucciones del fabricante y se eluyé en 40 microlitros de tampén de EB antes de su uso en reacciones de
PCR.

Se aislaron dominios Fc de -Ig humanos de tipo silvestre por amplificacion por PCR usando el ADNc descrito
anteriormente como molde. Los fragmentos de -lg mutantes se aislaron mediante mutagénesis dirigida por PCR,
usando cebadores de PCR apropiados que contienen las mutaciones deseadas y los casetes de tipo silvestre como
molde. Se realizaron reacciones de PCR usando un termociclador C1000 (BioRad, Hercules CA). Las reacciones
incluian una etapa de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 minutos, seguido de 34 ciclos con una
desnaturalizaciéon a 94 °C, durante 30 segundos, segunda hibridaciéon a 55 °C, durante 30 segundos y etapa de
extension a 72 °C, durante 1 minuto, seguido de una extension de 4 minutos final a 72 °C. Una vez que se aislaron
las colas mutantes de longitud completa, los fragmentos se clonaron por TOPO en vectores pCR2.1, se prepard
ADN usando los kits de miniprep de plasmidos de centrifugacion QIAGEN de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y los clones se secuenciaron usando reacciones de secuenciacion ABI Dye Terminator v3.1 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Se generaron moléculas recombinantes mediante mutagénesis por PCR usando PCR de extensién solapante con
oligonucleétidos mutados.

Los siguientes oligonucledtidos se usaron para obtener estas moléculas.
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CS-P238S 5-1: TCT CCA CCG AGC CCA GCA CCT GAA CTC CTG GGA GGA TCG TCA GTC TTC CTC TTC
CCC C (58mero) (SEQ ID NO: 20)

SSSH-5-2: AGA TCT CGA GCC CAA ATC TTC TGA CAA AAC TCA CAC ATC TCC ACC GAG CCC AGC AcC
T (58mero) (SEQ ID NO: 21)

P331S-S: GTC TCC AAC AAA GCC CTC CCA GCC TCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC A (46mero) (SEQ ID
NO: 22)

P331S-AS: TGG AGA TGG TTT TCT CGA TGG GGG CTG GGA GGG CTT TGT TGG AGA CC (47mero) (SEQ
ID NO: 23)

hlgG1-3WTnogt: TCT AGA TTA TCA TTT TCC CGG AGA GAG AGA GAG GCT CTT CTG CGT GTA GTG
(51mero) (SEQ ID NO: 24)

La mutacién P238S y sustituciones de SCC por SSS se introdujeron por mutagénesis por PCR usando dos oligos 5’
solapantes en reacciones de PCR secuenciales. La primera reaccion de PCR incluyé el siguiente cebador 5 que
incorpora la mutacion P238S dentro de su secuencia: CS-P238S 5-1: TCT CCA CCG AGC CCA GCA CCT GAA
CTC CTG GGA GGATCG TCAGTC TTC CTC TTC CCC C (58mero). (SEQ ID NO: 25)

La segunda reaccion de PCR incluy6 el siguiente cebador 5’ que solapaba con el primer cebador y afiadio los restos
de bisagra mutados restos al mutante P238S: SSSH-5-2: AGA TCT CGA GCC CAA ATC TTC TGA CAA AAC TCA
CAC ATC TCC ACC GAG CCC AGC ACC T (58mero). (SEQ ID NO: 26)

Se us6 ADN de los clones correctos como molde en PCR de extensién solapantes para introducir mutaciones en las
posiciones deseadas en la secuencia codificante de -IgG1 humano. Se prepararon reacciones de PCR usando los
clones de longitud completa como molde (1 microlitro), 50 pmol de cebadores 5’ y 3’ para PCR de cada parte de la
cola de -Ig hasta e incluyendo el sitio de mutacion deseado de cada direccion, y Supermix de alta fidelidad de PCR
(Invitrogen, Carlsbad CA), en volumenes de reaccion de 50 microlitros usando un ciclo de amplificacion corto. Como
ejemplo de la mutagénesis de PCR solapante, la combinacién de cebadores usada para introducir la mutacion
P331S en el -lIgG1 humano con la mutaciéon P238S introducida fue la siguiente:

Se amplificé un subfragmento 5’ usando el clon de tipo silvestre de longitud completa como molde y el cebador 5’ fue
SSSH-5-2: AGA TCT CGA GCC CAA ATC TTC TGA CAA AAC TCA CAC ATC TCC ACC GAG CCC AGC ACC T
(58mero), mientras que el cebador 3’ fue P331S-AS: TGG AGA TGG TTT TCT CGA TGG GGG CTG GGA GGG
CTT TGT TGG AGA CC (47mero). (SEQ ID NO: 27)

Se amplificé un subfragmento 3’ usando el clon de tipo silvestre de longitud completa como molde y el cebador 5
P331S-S: GTC TCC AAC AAA GCC CTC CCA GCC TCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC A (46mero), mientras que
el cebador 3’ fue higG1-3'WTnogt: TCT AGA TTA TCA TTT TCC CGG AGA GAG AGA GAG GCT CTT CTG CGT
GTA GTG (51mero). (SEQ ID NO: 28)

Una vez que los subfragmentos se hubieron amplificado y aislado por electroforesis en gel de agarosa, se purificaron
por columnas de purificacion en gel QlAquick y se eluyeron en 30 microlitros de tampdon de EB segun las
instrucciones del fabricante. Después se realizaron dos ciclos de PCR con los dos subfragmentos como moldes
solapantes en nuevas reacciones. El ciclador se paus6 y se anadieron cebadores flanqueantes 5 y 3’ a las
reacciones (50 pmol cada una). Después se llevaron a cabo amplificaciones por PCR para 34 ciclos en las
condiciones descritas para las moléculas de tipo silvestre anteriores. Los fragmentos de longitud completa se
aislaron por electroforesis en gel y se clonaron por TOPO en vectores pCR2.1 para analisis de secuencia. Después
se subclonaron fragmentos de clones con la secuencia correcta en vectores de expresion para la creacion de las
diferentes moléculas de nucleasa descritas en el presente documento.

Para moléculas de nucleasa multiespecificas, se realizaron reacciones de PCR usando un cebador alternativo para
el extremo 3’ del dominio Fc, retirando el codén de terminacion y anadiendo el enlazador de NLG vy el sitio de
restriccion de EcoRV a las moléculas para facilitar la fusion con el resto de los casetes. La secuencia de cebadores
se enumera a continuacion: 5 GAT ATC CTG CAC GCT AGG GCT GCT CAC ATT 3. (SEQ ID NO: 29)

Se construyeron nucleasas mutantes de RSLV fusionando las colas de -Ig humanos mutados con el dominio de
RNasa de tipo silvestre con o sin un enlazador que separaba los dos dominios. RSLV 125 y RSLV126 fusionan
RNasa humana con el dominio bisagra mutante y Fc de IgG1. RSLV125 no contiene ningun enlazador, mientras que
RSLV 126 contiene el enlazador (gly4ser)4 como un fragmento (Bglll-Xhol) entre el dominio de nucleasa y regiones
bisagra. RSLV-125 incorpora un casete de RNasa de tipo silvestre fusionado directamente con una versién SSS (en
lugar de CCC o de tipo silvestre) de la bisagra de IgG1 humano y un dominio Fc de IgG1 humano mutante P238S,
P331S (SEQ ID NO:61-62).

RSLV 126 incorpora un casete fusionado con un dominio enlazador (gly4ser)4, seguido de la bisagra mutante SSS y
un dominio Fc doble mutante P238S-P331S (SEQ ID NO:63-64).

RSLV-127 es una construccion de fusion multinucleasa que incorpora una DNasa humana terminal (G105R/A114F)
fusionada con un dominio enlazador (gly4ser)4, seguido de una bisagra mutante SSS y dominio Fc doble mutante
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P238S-P331S fusionado con un dominio enlazador NLG y seguido de un dominio de RNasa de tipo silvestre C
terminal (SEQ ID NO:65-66).

RSLV-128 es una construccién de fusion multinucleasa que incorpora un dominio de RNasa humana de tipo silvestre
amino terminal, fusionado con un dominio enlazador (gly4ser)4, seguido de una bisagra mutante SSS y dominio Fc
doble mutante P238S-P331S fusionado con un dominio enlazador NLG y seguido de un dominio de DNasa mutante
C terminal (G105R/A114F) (SEQ ID NO:67-68).

RSLV-129 es una construccion de fusion multiespecifica que incorpora un dominio de RNasa humana de tipo
silvestre amino terminal, fusionado con una bisagra mutante SSS y dominio Fc doble mutante P238S-P331S
fusionado con un dominio enlazador NLG y seguido de un dominio de DNasa mutante C terminal (G105R/A114F)
(SEQ ID NO:69-70).

RSLV-132 incorpora un casete de RNasa de tipo silvestre fusionado directamente con una versiéon de SCC de la
bisagra de IgG1 humano y un dominio Fc de IgG1 humano mutante P238S, P331S (SEQ ID NO: 91-92 y 95-96).

RSLV-133 es una construccion de fusion multiespecifica que incorpora un dominio de RNasa humana de tipo
silvestre amino terminal, fusionado con una bisagra mutante SCC y dominio Fc doble mutante P238S-P331S
fusionado con un dominio enlazador NLG y seguido de un dominio de DNasa mutante C terminal (G105R/A114F)
(SEQ ID NOS: 93-94 y 97-98).

Se muestran versiones adicionales de RSLV-125-RSLV-129 con una bisagra SCC en la Tabla 1 como RSLV-125-2
(SEQ ID NO:77-78), RSLV-126-2 (SEQ ID NO:79-80), RSLV-127-2 (SEQ ID NO:81-82), RSLV-128-2 (SEQ ID
NO:83-84) y RSLV-129-2 (SEQ ID NO:85-86).

Ejemplo 10: Transferencia de Western en proteinas de fusién de RSLV 125-129 expresadas a partir de
transfecciones de COS7

La Figura 9 muestra una transferencia de Western en sobrenadantes de transfeccion de COS de construcciones de
RSLV 125-129. Se transfectaron plasmidos de expresiéon que contenian RSLV 125, 126, 127, 128 o 129 en células
COS7 usando reactivo de transfeccion Polyfect y los sobrenadantes se recogieron después de 48 horas. Ademés de
las moléculas de nucleasa individuales contenidas en RSLV 125 y 126, también se expresaron proteinas de fusion
multinucleasa mas complejas a partir de transfecciones transitorias de células COS, codificadas por RSLV 127, 128
y 129. Se realiz6 analisis de transferencia de Western en sobrenadantes de transfectantes transitorios. Las
moléculas mostradas en la Figura 9 contienen RNasa1 humana fusionada con la bisagra de IgG1 SSS humana y
dominio Fc de IgG1 P238S-P331S o incluyen RNasa1 (tipo silvestre) fusionada con el dominio Fc de bisagra SSS-
(P238S-331S) CH2-CH3 de IgG1 humano, seguido de un enlazador nuevo que contiene un sitio de glucosilacion
ligado a N para proteger en dominio enlazador de la escision por proteasa, y la forma de alelo mutante G105R-
A114F de DNasa1 humana en el extremo carboxilo de la molécula. Ademas, RSLV 127 codifica la DNasa1 humana
mutante anterior en el extremo amino y la RNasa 1 WT en el extremo carboxilo de la cola de -lg mutante. Se
recogieron sobrenadantes de COS después de 72 horas y se inmunoprecipitaron muestras de 0,5 ml durante una
noche a 4 °C con 100 ul de perlas de proteina A-agarosa. Las perlas de proteina A se centrifugaron y se lavaron dos
veces en PBS antes de resuspender en tampon de carga de SDS-PAGE, para tampén de muestras de LDS reductor
o no reductor de geles NUPAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las muestras se calentaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, las perlas de proteina A se centrifugaron para formar sedimento y el tampon de muestra
se cargd en geles de gradiente de NUPAGE 5-12 %. Las muestras se sometieron a electroforesis a 150 voltios
durante 1,5-2 horas y los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa a 30 mAmp durante 1 hora. Las
transferencias de Western se bloquearon en TBS/leche desgrasada 5 % durante una noche. Las manchas de
transferencia se incubaron con IgG de cabra antihumano conjugado con HRP (peroxidasa de rabano rusticano)
1:2500 (especifico de Fc, Jackson Immunoresearch) durante 1,5 horas a temperatura ambiente, se lavaron en
PBS/Tween20 0,5 % cinco o mas veces y las manchas de transferencia se revelaron usando reactivo ECL. Los
resultados demuestran que la construccion de las proteinas de fusion de Fc y nucleasa tuvo éxito y las proteinas se
expresan facilmente a partir de células COS. El analisis adicional de los perfiles reductores y no reductores para
estas proteinas de fusién de Fc y nucleasa confirma que las construcciones de ADN codifican proteinas del peso
molecular apropiado. El patrén en SDS-PAGE no reductor confirma que las propiedades de formacién de enlaces
disulfuro de las proteinas son coherentes con el comportamiento esperado de las construcciones.

Ejemplo 11: Andlisis de DERI de proteinas purificadas por afinidad de transfectantes de COS7

La Figura 10 muestra el analisis de DERI que compara alicuotas de proteinas purificadas por proteina A de
sobrenadantes de COS transfectados por RSLV del Ejemplo 10. Se prepard un gel de agarosa 2 % con agua
destilada. Se disolvié Poli-IC (Sigma) en agua destilada a 3 mg/ml. La placa de gel se preparé de la siguiente
manera: 1,5 ml de tampén de reaccién (Tris-HCI 0,2 M pH 7,0, EDTA 40 mM y bromuro de etidio 0,1 mg/ml), 1 ml de
Poli-IC y 0,5 ml de agua se colocaron en el tubo y se mantuvieron a 50 °C durante 5 min. Se afadieron 3 ml de la
agarosa (mantenida a 50 °C) al tubo. La mezcla se vertié inmediatamente en una placa de vidrio. Se perforaron
pocillos de muestreo en el gel. Se cargaron 2 pl de cada muestra de suero, de control, o proteinas RSLV purificadas
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por afinidad, en pocillos y el gel se incubd a 37 °C durante 4 horas en la camara humeda. Después el gel se incubo
en un tampoén (acetato sédico 20 mM pH 5,2, bromuro de etidio 20 mg/ml) en hielo durante 30 min y se leyé en UV.
Los geles se fotografiaron en un transiluminador UV usando un sistema de camara digital Kodak DC290 equipado
con filtros de bromuro de etidio y se analizaron usando software de captura de imagenes moleculares de Kodak. Los
resultados del ensayo de actividad enzimatica de RNasa indican que todas las construcciones contienen restos de
RNasa cataliticamente activas.

Ejemplo 12: Actividad DNasa en gel de moléculas de nucleasa de RSLV

La Figura 11 muestra los resultados de un ensayo de actividad nucleasa de DNasa realizado en proteina purificada
por proteina A de sobrenadantes de COS7 transfectados con los plasmidos de fusién de RSLV en el Ejemplo 10. La
Figura 11 muestra cinco paneles (11a, 11b, 11c), mostrando cada panel del gel el patrén de digestion con
cantidades decrecientes de la proteina de fusidn indicada y 1 microgramo de ADN plasmidico. Cada proteina se
diluy6 en serie en incrementos dobles en agua sin nucleasa de 500 ng a 4 ng de enzima. A cada muestra, se afadi6
1 ug de ADN plasmidico de PDG, se incubé durante 30 minutos a 37 grados. Una mitad de cada muestra se sometid
a electroforesis en gel de agarosa durante 30 minutos a 100 voltios usando geles de agarosa TAE 1,2 %. La Figura
11c muestra los resultados de un ensayo de actividad enzimatica de DNasa en gel usando DNasa 1 disponible en el
mercado (Biolabs, Inc.). El carril mas a la derecha es un control negativo con el ADN solo y sin enzima, el carril a la
izquierda de ese es otro control negativo, este es una molécula de RNasa-lg que tiene actividad RNasa pero no
actividad DNasa, como se esperaba el ADN plasmidico permanece intacto y no se digiere en ambos casos. Los
resultados demuestran que la enzima DNasa 1 disponible en el mercado es altamente activa y digiere todo el ADN a
la mayoria de las concentraciones ensayadas. Los resultados en las Figuras 11a y 11b muestran la actividad DNasa
de cuatro construcciones de fusién de Fc y nucleasa diferentes. El panel superior en la Figura 11a muestra la
capacidad de una proteina de fusion de DNasa-lg para digerir el ADN plasmidico, como resulta evidente a partir del
gel, esta enzima que digiere todo el ADN a todas las concentraciones ensayadas es tan activa o mas activa que
DNasa 1 disponible en el mercado. En el panel inferior de la Figura 11a es una proteina de fusién de Fc y nucleasa
biespecifica con la DNasa en el extremo amino terminal del Fc (SED ID 65-66) y también tiene actividad enzimatica
de DNasa robusta, pero un poco menor que la DNasa-Ig en el panel superior de la Figura 11a. El panel superior de
la Figura 11b muestra la actividad enzimatica de DNasa de otra nucleasa biespecifica, esta proteina de fusién de Fc
tiene la DNasa en el extremo C del Fc conectada con el Fc mediante un enlazador NLG modificado técnicamente de
forma expresa (SEQ ID 67-68). Como resulta evidente por los datos esta enzima también tiene actividad enzimatica
de DNasa robusta y parece ser mas activa que las otras nucleasas biespecificas examinadas aqui. El panel inferior
de la Figura 11b muestra la actividad enzimatica de DNasa de otra molécula de nucleasa biespecifica que carece del
enlazador (G4S)4 que conecta el médulo de RNasa con el Fc (SEQ ID 69-70). Esta nucleasa biespecifica también
tiene buena actividad DNasa pero parece ser algo menor que las otras dos proteinas de fusidon de Fc y nucleasa
biespecifica mostradas en este experimento. Estos datos sugieren que todas las nucleasa biespecificas tienen
buena actividad DNasa, lo que es inesperado dado los intentos pasados de otros a este respecto (Dwyer et al. JBC;
vol 271, n.° 14; pags. 9738-9743). Ademas la posicién de la DNasa en la construccion asi como la longitud de
enlazador y la composicién que conecta la DNasa con el Fc son criticos en la creacién de una enzima DNasa
altamente activa en el contexto de una proteina de fusién de Fc y nucleasa biespecifica.

Ejemplo 13: Andlisis de cinética enzimatica

Las figuras 12-13 muestra resultados de un ensayo de actividad enzimatica de fluorescencia cinética que compara la
actividad enzimatica de RNasa de RNasa A (Ambion), RSLV 125, RSLV 126, hRNasa WT-SCCH-WThIgG1 y
hRNasaG88D-SCCH-(P238S/K322S/P331S)hlgG1. Para definir adicionalmente las caracteristicas funcionales de la
proteina de fusion de mRNasa-Ig bivalente, los inventores estudiaron la cinética enzimatica de diferentes proteinas
de fusion de nucleasa usando el sustrato RNase Alert (Ambion/DT) y la fluorescencia se cuantificé con un lector de
microplacas Biotek Synergy2. Los datos se analizaron usando software Gen5 (Biotek Instruments, Inc., Winooski,
Vermont). Las unidades de fluorescencia relativas en funciéon del tiempo se ensayaron cada minuto durante el
transcurso de un experimento de 45 minutos incubado a 37 C de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
usando concentraciones enzimaticas decrecientes partiendo de 10 pg/ul y diluyendo en serie hasta 0,1 pg/ul por
incrementos 0,67x. Cada muestra incluyd una concentracion fija de sustrato RNase Alert (200 nM) en tampén de
reaccion RNase Alert 1X.

La Figura 12 muestra las UFR (unidades de fluorescencia relativas) frente al tiempo para cada proteina a
concentraciones equimolares, con las proteinas de ensayo a 4,5 pg/ul o 4,5 ng/ml y el control de RNasaA
recombinante a 1,3 pg/ul en presencia de sustrato RNase Alert 200 nM.

La Figura 13 muestra una representacion de Lineweaver Burk de las diferentes moléculas. Para estimar la Vmax y
Km, se prepararon ensayos de fluorescencia cinéticos RNase Alert usando enzima 105 pM y la concentracién de
sustrato se redujo de 200 nM a 50 pM en incrementos cuadruples. De este modo, la concentracién enzimatica se fijo
y la concentracion de sustrato se valord en esta serie de experimentos. Los datos muestran las representaciones de
Lineweaver Burk generadas para las diferentes proteinas de fusiéon en estas condiciones. Tomados juntos los datos
en las Figuras 12 y 13 demuestran que los restos de RNasa son altamente activos en las tres proteinas de fusion de
Fc de RNasa construidas y ensayadas aqui.
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Ejemplo 14: Evaluacién de citotoxicidad in vitro contra la linea celular THP-1 humana

Las Figuras 14-15 muestran resultados de estudios in vitro que analizan los efectos de las proteinas de fusién de
RNasalg con dominios Fc de -IgG (incluyendo SCC, P238S, P331S) en la supervivencia de una linea celular
monocitica, THP1. Las células THP1 se mantuvieron en crecimiento logaritmico en RPMI/FBS 10 % antes de la
recogida para los ensayos. Las células fueron mas del 98 % viables antes de su uso en ensayos de citotoxicidad. Se
sembraron células THP1 en placas de 96 pocillos a una densidad celular de 1x10e6 c/ml, o 100.000 células por
pocillo. Se afadieron proteinas de nucleasa hibridas a pocillos sucesivos usando una serie de diluciones dobles
comenzando a 5 microgramos/ml y terminando con 0,01 microgramos/ml de proteina de fusion por reaccion. En este
experimento se comparoé una proteina de fusién de RNasa-Fc con un Fc de IgG1 de tipo silvestre (wtRNasawtlgG)
con una RNasa-Fc con un Fc mutante (P238S, P331S) que tuvo union a receptor de Fc e internalizacion
significativamente reducidas (mtRNasamglgG), con respecto a su capacidad para inducir citotoxicidad en las células
THP1 cultivadas. Las reacciones se incubaron en placas de 96 pocillos durante tres dias a 37 °C, CO2 5 % antes de
la recogida y el analisis de las células. Después de tres dias, las células se recogieron por centrifugacién a 1000
rpm, se lavaron en PBS/FBS 2 % y se incubaron con reactivos del kit de deteccion de apoptosis de FITC Anexina V
(n.° 556547, Becton Dickinson/Pharmingen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se lavaron
con 100 microlitros de tampon de union frio proporcionado con el kit, y anexina V-FITC/yoduro de propidio (PI)
afadido a 1:100 en 100 ul de tampdn de union. Las muestras se incubaron en hielo durante 20 minutos, después de
lo cual se afiadieron 400 ul de tampdn de unién adicional a cada muestra. Las muestras tefiidas se analizaron por
citometria de flujo usando un FACS Canto (Becton Dickinson) y los datos se analizaron usando software Flowjo
(Treestar, Ashland, OR).

La Figura 14 muestra el efecto de proteinas de fusion de Fc de RNasa con un dominio Fc de tipo silvestre o mutante
en la muerte celular como se mide por dos métodos, unién de anexina V (panel superior) y unién con yoduro de
propidio (panel inferior), ambas son medidas sensibles de muerte celular. Este experimento demuestra que la union
de la proteina de fusion con Fc mutante (P238S, P331S) ha reducido la union con receptores de Fc en la superficie
de las células THP1 y la posterior internalizacién de la proteina. Los resultados muestran una reduccion significativa
en la muerte celular por el mutante de RNasa-Fc en comparacion con proteinas de fusion de RNasa-Fc de tipo
silvestre (por ejemplo, una reduccion aproximadamente triple a 1,25 yg/ml de proteina). La Figura 15 presenta los
resultados de experimentos de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) para examinar la
citotoxicidad de construcciones de fusiones de RNasa y Fc con un dominio Fc de tipo silvestre o mutante (RNasa-
wtlgG o RNasa-mtlgG respectivamente). Los datos demuestran una reduccion significativa en el numero de células
muertas cuando las células THP1 se incuban con la construccion de RNasa Fc con un Fc mutante (menor tamafio
de pico a la derecha de la grafica para el mutante de RNasa Fc en comparacién con RNasa-wtlgG). Estos datos
muestran una reduccién de aproximadamente 3 a 5 veces en muerte celular por mutante de RNasa Fc en
comparacioén con el tipo silvestre. Estos y otros experimentos que examinan la unién del receptor de Fc muestran
claramente que en presencia de células que portan receptores de Fc la construccién de RNasa Fc con una region Fc
mutada tiene unién reducida con receptores de Fc y menos internalizacién por células, dando como resultado menos
muerte celular debido a la actividad RNasa de la construccion. Dichas construcciones son particularmente Utiles en
el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias ya que puede ser indeseable usar un producto terapéutico proteico
que es citotoxico para células portadoras del receptor de Fc.

Ejemplo 15: La produccion de IFN-alfa por PBMC humanas es inhibida por la adicion de RSLV-132 a cultivos in vitro.

La adicion de RSLV132 anulé la induccion de interferén-a de células mononucleares de sangre periférica humana
estimuladas usando complejos inmunitarios formados con suero de tres enfermos de LES mas extracto de células
necroéticas (NCE) (Figura 16). Para medir la capacidad de RSLV-132 para unirse con y degradar ARN contenido en
los complejos inmunitarios de enfermos de lupus se desarrolld un bioensayo in vitro. El experimento implica la
formacion de complejos inmunitarios in vitro usando los autoanticuerpos de enfermos de lupus y NCE de células
humanas cultivadas (U937). La combinacion del suero de enfermo de lupus con el NCE da como resultado la
formacion de complejos inmunitarios (Cl) que son reductores muy potentes de interferdn, el suero humano normal no
estimula la produccion de interferén. Los Cl se incuban con células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMC) como células indicadoras. La produccién de interferén por las células indicadoras se mide usando un ELISA
de interferon-a. Se obtuvieron células indicadoras de voluntarios normales mediante centrifugacion en gradiente de
densidad de Ficoll. Se obtuvo suero de enfermos de lupus o voluntarios sanos normales segun el comité de revisién
institucional de la Universidad de Washington #HSD N.° 3971, el suero se diluy6é 1/1000 y se afiadié a 10 % (v/v) de
extracto de células necréticas (NCE) obtenido de células U937 cultivadas como anteriormente. Se incubd suero
diluido de enfermos de lupus o voluntarios sanos con las NCE durante 15 minutos a temperatura ambiente, los Cl se
incubaron con o sin diversas dosis de RSLV-132, RSLV-124 o RNasa de tipo silvestre durante 15 minutos y después
se incubaron con PBMC normales durante 20 horas en presencia de 500 U/ml de IFN Universal seguido de medicién
de la cantidad de IFN secretado del cultivo de PBMC. El suero se obtuvo de tres (3) enfermos de lupus diferentes
con diversos grados de actividad de enfermedad que varian de leve a activa. Las NCE se incubaron con suero de
enfermos de lupus o suero de voluntarios sanos normales durante 15 minutos seguido de incubacién de 20 horas
con PBMC. Se cuantificd IFN-a mediante ELISA en el que se captura IFN-a usando un MADb de raton contra IFN alfa
humano (MMHA-11) [PBL Biomedical Laboratories, producto n.° 2112-1] y se detecté usando un anticuerpo
policlonal de conejo contra IFN alfa [PBL Biomedical Laboratories, producto n.° 31101-1], seguido de desarrollo
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usando HRP anti conejo [Jackson Immuno Research, producto n.° 711-035-152] y sustrato de TMB. En algunos
casos antes de la adicion de las NCE a las PBMC, el articulo de ensayo (RSLV-124 o RSLV-132) se afadi6 a
concentraciones de 0,16, 0,5, 1,6 y 5,0 ug/ml o se afadi6 RNasa a concentraciones de 0,05, 0,16, 0,5y 1,6 ug/mi
(equimolares) a las NCE. La capacidad del suero de enfermos de lupus para estimular la produccion de IFN de las
PBMC se redujo en aproximadamente 50 % con la adicion de 5,0 yg/ml de RSLV-124. Esta inhibicién reflejo la de
una cantidad equimolar de RNasa. La adicion de la misma concentracion de huRSLV-132 fue tanto o mas eficaz en
la inhibicién de IFN que RSLV-124, anulando casi completamente la produccion de IFN con la adicién de 5,0 pg/ml
de huRSLV-132. Cuando se combinan con NCE, los anticuerpos anti-ARN/ADN de enfermos de lupus son potentes
inductores de IFN de PBMC recién aisladas. El suero de voluntarios normales no tiene esta misma capacidad de
estimular la produccién de IFN de las células indicadoras. Estos datos indican que los autoanticuerpos que circulan
en el suero de enfermos de lupus son capaces de formar complejos inmunitarios que supuestamente desencadenan
TLR7 y la produccion posterior de IFN. El tipo y los subtipos exactos de IFN no se analizaron. Estos datos indican
que RSLV-132 se une con su diana molecular, el ARN asociado con los Cl de enfermos de lupus y potencialmente lo
degrada, evitando de este modo la estimulacion de IFN de las PBMC (Figura 16). RSLV-132 parece ser mas activo
que RSLV-124 en este ensayo.

Ejemplo 16: RSLV-132 es un potente inhibidor in vivo de la activacién de interferén inducida por ARN.

Para evaluar la capacidad de RSLV-132 para unirse con y degradar ARN en la circulacion del ratén, se desarrollé un
modelo farmacodinamico usando un mimético de ARN acido poliinosinico:policitidilico (poli I:C) que es un activador
robusto de la ruta de interferon. Poli(l:C) es un ARN bicatenario desapareado en el que una cadena es un polimero
de acido inosinico, y la otra un polimero de acido citidilico. Se sabe que interacciona con receptor de tipo toll 3
(TLR3) que se expresa en la membrana de linfocitos B, macréfagos y células dendriticas. Poli(l:C) esta disponible de
Invitrogen. Los efectos de poli I:C pueden cuantificarse midiendo los niveles de expresion de genes estimulados por
interferén en el bazo del raton después de la administracién. El dia cero los ratones 10 B6, de tres meses de edad,
se trataron con RSLV-132 (250 ug por ratén) o inmunoglobulina intravenosa (IVIG) (Privigen, Behring) (250 pg por
ratén) como un control, ambos mediante inyeccién peritoneal. Veinte horas después de la inyeccién de RSLV-132 o
IVIG, se inyectd poli(l:C) en los ratones a 200 ug por raton por via intraperitoneal. Dos horas después, los animales
se sacrificaron por exposicion a CO2, los bazos se recogieron en RNAlater (Qiagen) y se almacenaron a -80C para
estudio posterior de la expresion de genes estimulados por interferon (ISG). Las muestras de bazo se sometieron a
estudio de la expresion de ISG, incluyendo Ifitl (proteina inducida por interferén con repeticiones de tetratricopéptido
1 (UniProt Q64282)), Irf7 (factor regulador de interferdn 7 (UniProt P70434)) y gen de Mx1 por gPCR. Los resultados
de estos experimentos demuestran que la inyeccidon intraperitoneal de RSLV-132 da como resultado
concentraciones en suero de RSLV-132 que son capaces de unirse con poli (I:C) en circulacién y degradar
eficazmente el mimético de ARN, evitando de este modo de forma eficaz la estimulacién de la ruta de interferéon y los
tres ISG supervisados (Figura 17).

Ejemplo 17. Analisis de cinética enzimatica para RSLV-132 y RSLV-133

RSLV-132 y RSLV-133 se expresaron de forma transitoria en células CHO y se purificaron usando proteina A. La
actividad RNasa de estas proteinas de fusién de RNasa Fc se cuantificé usando el kit RNaseAlert QC de Ambion
(Cat n.° AM1966). Se usaron diversas cantidades de la proteina de fusién de RNasa Fc y los resultados se muestran
en la Figura 18 en unidades de fluorescencia relativas (UFR) a lo largo del tiempo. Los resultados demuestran que
RSLV-132 es una enzima RNasa altamente activa, y tiene actividad RNasa aumentada en relacion con otras
construcciones de fusion de RNasa Fc tales como RSLV-124 y RNasa de tipo silvestre por ejemplo usando
cantidades iguales (400 pM) de RSLV132 y RSLV-124 produce mas del doble de UFR (80.000 frente a 35.000) para
RSLV-132 frente a RSLV-124. Ademas, se ensayaron dos lotes de produccion con respecto a su estabilidad a 4 C.
RSLV-132.1 se almacen6 a 4 C durante 8 semanas antes de este experimento y RSLV-132.2 se almacen6 a-80 Cy
se descongeld justo antes de su ensayo, demostrando que la proteina es estable a 4 C durante hasta 2 meses. La
estabilidad del farmaco y la actividad catalitica aumentada pueden proporcionar eficacia aumentada en una situacion
terapéutica.

La Figura 19 muestra la actividad enzimatica de RNasa en UFR a lo largo del tiempo, que compara la cantidad de
actividad RNasa de la molécula RSLV-133 biespecifica con la RSLV-132 monoespecifica y RNasa de tipo silvestre.
Como se demuestra en la Figura 19 la molécula RSLV-133 tiene actividad RNasa significativamente aumentada en
relacion con la molécula RSLV-124 monoespecifica o, una nucleasa biespecifica Fc anterior, RSLV-123, o RNasa de
tipo silvestre, que produce méas de dos veces mas UFR con una cantidad igual de proteina. La Figura 20 muestra los
resultados de un ensayo de actividad enzimatica DNasa de la molécula RLSV-133 en comparaciéon con RSLV-123,
una construccion de nucleasa biespecifica previa y DNasa de tipo silvestre. En este experimento se cuantificé la
actividad enzimatica DNasa usando el kit DNaseAlert de Integrated DNA Technologies. La escision del sustrato de
ADN produjo una emisidon fluorescente que se cuantific6 usando un lector de microplacas multimodal Synergy2
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT). La Figura 20 muestra las UFR de actividad enzimatica DNasa a lo largo del
tiempo para RSLV-133, RSLV-123 o DNasa de tipo silvestre. Los resultados del experimento demuestran que RSLV-
133 tiene actividad DNasa aumentada en relacion con DNasa de tipo silvestre y RSLV-123, la molécula de nucleasa
biespecifica anterior, produciendo mas de 3 veces mas actividad DNasa en el intervalo lineal del experimento. La
Figura 21 demuestra la capacidad de la molécula RSLV-133 para digerir ADN en un experimento de digestion en gel.
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Los resultados muestran que RSLV-133 es capaz de digerir ADN en este ensayo tan eficazmente como DNasa de
tipo silvestre (comparense carriles 5 y 7). Dados los pesos moleculares relativos de RSLV-133 y DNasa de tipo
silvestre parece que RSLV-133 es mas eficaz en la digestion de ADN en este ensayo también.

Ejemplo 18: RSLV-132 demuestra union al receptor de Fc reducida.

Para examinar la capacidad de la proteinas de fusion de RNasa Fc para unirse con receptores de Fc in vitro,
RSLV124 (dominio Fc de tipo silvestre) y RSLV-132 (dominio Fc mutante; P238S/P331S) se incubaron con una linea
celular mieloide humana que portaba Fc, THP1 y la unidn especifica con las células se cuantific6 mediante analisis
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). RLSV-124 y RSLV-132 se marcaron con
fluorescencia usando colorante alexa fluor AF-647 de Invitrogen (Cat n.° A20006). Después de dializar las proteinas
de fusién de RNasa Fc para retirar el colorante no unido, se incubaron diversas cantidades de las proteinas
marcadas con células THP1 durante una hora, las células se lavaron rigurosamente para retirar proteina de fusion
de RNasa Fc no unida y la proteina unida especificamente se cuantific6 por FACS que media la intensidad de
fluorescencia media. Los resultados en la Figura 22 demuestran que la proteina RSLV-132 que tiene un dominio Fc
mutante tiene significativamente menos unién a receptor Fc que RSLV-124 que tiene un dominio Fc de tipo silvestre,
que muestra una reduccion mayor de 4 veces en la union con el receptor de Fc. Este hallazgo es coherente con los
hallazgos previos de los inventores de que las proteinas de fusion de RNasa Fc con un dominio Fc mutante
(P238S/P331S) tienen citotoxicidad significativamente reducida.

Ejemplo 19: Evaluacién in vitro de actividad bioldgica de moléculas de nucleasa hibridas.

Se purifican una o mas moléculas de nucleasa hibridas, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad o de
intercambio iénico como se ha descrito previamente en los ejemplos anteriores. En algunos casos la molécula de
nucleasa hibrida es un polipéptido. En algunos casos, la molécula de nucleasa hibrida incluye una o mas secuencias
de la Tabla 1. En algunos casos, la molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio de nucleasa unido con un
dominio Fc mutante. En algunos casos, la molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio Fc mutante. En algunos
casos, el dominio Fc mutante comprende mutaciones en los dominios bisagra, CH2 y/o CH3. En algunos casos, el
dominio Fc mutante comprende P238S y/o P331S, y puede incluir mutaciones en una o mas de las tres cisteinas de
bisagra. En algunos casos, el dominio Fc mutante comprende P238S y/o P331S y/o mutaciones en las tres cisteinas
de bisagra. En algunos casos, el dominio Fc mutante comprende P238S y/o P331S y/o mutaciones en las tres
cisteinas de bisagra para SSS. En algunos casos, el dominio Fc mutante comprende P238S y P331S y mutaciones
en las tres cisteinas de bisagra. En algunos casos, el dominio Fc mutante comprende P238S y P331S y SSS. En
algunos casos el dominio Fc mutante se muestra en las SEQ ID NO 59, 60, 61. En algunos casos, la molécula de
nucleasa hibrida se muestra en las SEQ ID NO. Pueden usarse diversos dominios enlazadores (por ejemplo, los
descritos en el presente documento) para unir los dominios Fc con dominios de nucleasa. Por ejemplo, pueden
usarse dominios enlazadores de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 o mas aminoacidos de longitud. Se ensayan moléculas con
respecto a la actividad nucleasa especifica in vitro usando ensayos cualitativos para verificar que poseen la funcion
de nucleasa deseada. Después se determinan las actividades especificas en general por ensayos cinéticos basados
en fluorescencia utilizando sustratos tales como los reactivos del kit RNase o DNase Alert, y un lector de placas de
fluorescencia ajustado para tomar lecturas en funcion del tiempo. Ademas, las soluciones proteicas se comprueban
en general con respecto a contaminacion de endotoxinas usando kits disponibles en el mercado, tales como el kit de
lisado de amebocitos de Limulus (LAL) de Pyrotell, limite de deteccion de 0,06 UE/ml de Cape Cod, Inc. (E.
Palmouth, MA). Después se ensayan moléculas usando una diversidad de ensayos in vitro para actividad bioldgica.

Una serie de ensayos in vitro mediran el efecto de las moléculas en la produccion de citocinas por PBMC humanas
en respuesta a diversos estimulos, en presencia o ausencia de las moléculas en los cultivos. Se cultivan PBMC
humanas normales o de enfermos (aproximadamente 1x10e6 células) durante 24, 48 o 96 horas dependiendo del
ensayo. Las PBMC se cultivan en presencia de estimulos tales como ligandos de TLR, anticuerpos coestimulantes,
complejos inmunitarios y sueros normales o autoinmunitarios. Los efectos de las moléculas en la produccion de
citocinas se mide usando reactivos disponibles en el mercado, tales como los kit de pares de anticuerpos de
Biolegend (San Diego, CA) para IL-6, IL-8, IL-10, IL-4, IFN-gamma, TNF-alfa. Se recogen sobrenadantes de cultivo
de cultivos in vitro en puntos temporales de 24, 48 horas o posteriores para determinar los efectos de las moléculas
en la produccion de citocinas. La produccion de IFN-alfa se mide usando, por ejemplo, anticuerpos anti IFN-alfa
humano y reactivos de curva patron disponibles de la fuente de interferon PBL (Piscataway, NJ). Se realiza un
conjunto similar de ensayos usando subpoblaciones de linfocitos humanos (monocitos aislados, linfocitos B, pDC,
linfocitos T, etc.); purificados usando, por ejemplo, kits de aislamiento basados en perlas magnéticas disponibles en
el mercado de Miltenyi Biotech (Auburn, CA).

Ademas, el efecto de las moléculas en la expresion de receptores de activacion de linfocitos tales como CD5, CD23,
CD69, CD80, CD86 y CD25 se evalua en diversos puntos temporales después de la estimulacién. Se someten
subpoblaciones de PBMC o células aisladas a citometria de flujo multicolor para determinar cémo estas moléculas
afectan a la expresion de diferentes receptores asociados con la activacion de células inmunitarias.
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Otro conjunto de ensayos mediran los efectos de estas moléculas en la proliferacion de diferentes subpoblaciones
de linfocitos in vitro. Estos ensayos utilizaran, por ejemplo, tincién de CFDA-SE (Invitrogen, Carlsbad, CA) de PBMC
humanos antes de la estimulacién. CFSE a 5 mM se diluye 1:3000 en PBS/BSA 0,5 % con 10e7-10e8 PBMC o
subconjuntos de células purificadas y reacciones de marcaje incubadas durante 3-4 minutos a 37 C antes de lavar
varias veces en RPMI/FBS 10 % para retirar el CFSE restante. Las células marcadas con CFSE se incuban después
en reacciones de cocultivo con diversos estimulos (ligandos de TLR, anticuerpos coestimulantes, etc.) y las
moléculas durante 4 dias antes del analisis de proliferacion celular por citometria de flujo usando anticuerpos
especificos de subpoblacion celular conjugados con colorante.

Otro ensayo medira la citotoxicidad de una o mas moléculas. Este ensayo medira la toxicidad usando tincién de
anexina 5 (por ejemplo, anexina 5-FITC). Las células de interés (por ejemplo, monocitos o una linea celular de
monocitos) se ponen en contacto con una molécula de nucleasa hibrida de interés (por ejemplo, una molécula de
nucleasa hibrida que tiene un dominio Fc mutante) o uno o mas controles. En diversos puntos temporales después
del contacto, las células se separan de cultivo y se tifien con anexina 5. El numero de células apoptéticas o muertas
se cuentan después, por ejemplo, usando citometria de flujo o un microscopio de fluorescencia. Las células puestas
en contacto con una molécula de nucleasa hibrida de interés muestran nimeros menores de células que se tifien
positivas para anexina 5 en comparacion con controles positivos.

El efecto de estas moléculas en la maduracién in vitro de monocitos en CD y macréfagos también se evalua usando
muestras de PBMC tanto normales como de enfermos.

La eficacia de una molécula de nucleasa hibrida se demuestra comparando los resultados de un ensayo de células
tratadas con una molécula de nucleasa hibrida desvelada en el presente documento con los resultados del ensayo
de células tratadas con formulaciones de control. Tras el tratamiento, los niveles de los diversos marcadores (por
ejemplo, citocinas, receptores de superficie celular, proliferacion) descritos anteriormente se mejoran en general en
un grupo tratado con molécula eficaz en relaciéon con los niveles marcadores existentes antes del tratamiento o en
relacion con los niveles medidos en un grupo de control.

Ejemplo 20: Administracion de una molécula de nucleasa hibrida a un mamifero que lo necesite.

Se usan mamiferos (por ejemplo, ratones, ratas, roedores, seres humanos, cobayas) en el estudio. Se administran a
mamiferos (por ejemplo, por via intravenosa) una o mas moléculas de nucleasa hibridas que comprenden una o mas
secuencias de la Tabla 1 o un control. En algunos casos la molécula de nucleasa hibrida es un polipéptido. En
algunos casos, la molécula de nucleasa hibrida incluye una o mas secuencias de la Tabla 1. En algunos casos, la
molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio de nucleasa unido con un dominio Fc mutante. En algunos casos,
la molécula de nucleasa hibrida incluye un dominio Fc mutante. En algunos casos, el dominio Fc mutante
comprende mutaciones en los dominios bisagra, CH2 y/o CH3. En algunos casos, el dominio Fc mutante comprende
P238S y/o P331S, y puede incluir mutaciones en una o mas de las tres cisteinas de bisagra. En algunos casos, el
dominio Fc mutante comprende P238S y/o P331S y/o mutaciones en las tres cisteinas de bisagra. En algunos
casos, el dominio Fc mutante comprende P238S y/o P331S y/o mutaciones en las tres cisteinas de bisagra para
SSS. En algunos casos, el dominio Fc mutante comprende P238S y P331S y mutaciones en las tres cisteinas de
bisagra. En algunos casos, el dominio Fc mutante comprende P238S y P331S y SSS. En algunos casos el dominio
Fc mutante se muestra en las SEQ ID NO 59, 60, 61. En algunos casos, la molécula de nucleasa hibrida se muestra
en las SEQ ID NO. Pueden usarse diversos dominios enlazadores (por ejemplo, los descritos en el presente
documento) para unir los dominios Fc con dominios de nucleasa. Por ejemplo, pueden usarse dominios enlazadores
de1,2,3,45,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 o mas aminoacidos de longitud. En algunos casos la molécula de nucleasa hibrida se
formula con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunos casos la molécula se formula como se describe
en la seccion de composiciones farmacéuticas anteriores. La molécula de nucleasa hibrida se dirige a RNasa y/o
DNasa.

Se usan multiples ciclos de dosis cuando se considere Util. Los efectos en los niveles de IFN-alfa, los niveles de
genes de respuesta a IFN-alfa, los titulos de autoanticuerpos, la funcién y patologia renal y/o niveles de complejos
inmunitarios en circulacién se supervisan en los mamiferos. Se realizan estudios similares con diferentes protocolos
de tratamiento y vias de administracion (por ejemplo, administracién intramuscular, etc.). La eficacia de una molécula
de nucleasa hibrida se demuestra comparando los niveles de IFN-alfa, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa,
los titulos de autoanticuerpos, la funcion y patologia renal y/o los niveles de complejos inmunitarios en circulacién en
mamiferos tratados con una molécula de nucleasa hibrida desvelada en el presente documento a mamiferos tratado
con formulaciones de control.

En un ejemplo, se selecciona o se identifica un sujeto humano que necesite tratamiento. El sujeto puede necesitar,
por ejemplo, reducir una causa o un sintoma de LES. La identificacion del sujeto puede realizarse en una situacion
clinica o en otra parte, por ejemplo, en la casa del sujeto mediante el propio uso por parte del sujeto de un kit de
autoensayo.
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En el tiempo cero, se administra al sujeto una primera dosis adecuada de una molécula de nucleasa hibrida. La
molécula de nucleasa hibrida se formula como se describe en el presente documento. Después de un periodo de
tiempo después de la primera dosis, por ejemplo, 7 dias, 14 dias y 21 dias, la condicién del sujeto se evalua, por
ejemplo, midiendo los niveles de IFN-alfa, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los titulos de
autoanticuerpos, la funcién y patologia renal y/o niveles de complejos inmunitarios en circulacién. También pueden
medirse otros criterios relevantes. El nUmero y la concentracion de dosis se ajustan de acuerdo con las necesidades
del sujeto.

Tras el tratamiento, los niveles de IFN-alfa del sujeto, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los titulos de
autoanticuerpos, la funcién y patologia renal y/o niveles de complejos inmunitarios en circulaciéon se reducen y/o
mejoran en relacion con los niveles existentes antes del tratamiento o en relaciéon con los niveles medidos en un
sujeto similarmente aquejado pero descontrolado/de control.

En otro ejemplo, se selecciona o se identifica un sujeto roedor que necesite tratamiento. La identificacion del sujeto
puede realizarse en una situacion de laboratorio o en otra parte.

En el tiempo cero, se administra al sujeto una primera dosis adecuada de una molécula de nucleasa hibrida. La
molécula de nucleasa hibrida se formula como se describe en el presente documento. Después de un periodo de
tiempo después de la primera dosis, por ejemplo, 7 dias, 14 dias y 21 dias, la condicién del sujeto se evalua, por
ejemplo, midiendo los niveles de IFN-alfa, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los titulos de
autoanticuerpos, la funcién y patologia renal y/o niveles de complejos inmunitarios en circulacién. También pueden
medirse otros criterios relevantes. El nUmero y la concentracion de dosis se ajustan de acuerdo con las necesidades
del sujeto.

Tras el tratamiento, los niveles de IFN-alfa del sujeto, los niveles de genes de respuesta a IFN-alfa, los titulos de
autoanticuerpos, la funcion y patologia renal y/o niveles de complejos inmunitarios en circulacion se reducen y/o
mejoran en relacion con los niveles existentes antes del tratamiento o en relaciéon con los niveles medidos en un
sujeto similarmente aquejado pero descontrolado/de control.

Aunque la invencion se ha mostrado y se ha descrito en referencia a una realizacién preferida y diversas
realizaciones alternas, los expertos en la materia relevante entenderan que pueden realizarse diversos cambios en
la forma y los detalles de la misma sin alejarse del espiritu y alcance de la invencién.

TABLAS
TABLA 1
Si%_'D DESCRIPCION | SECUENCIA (LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS SON 5'-3')
30 gdsdink agatctctccggaggaggtggctcaggtggtggaggatctggaggaggtgggag
tggtggaggtggttctaccggtctcgag
31 G4S5-1 agatctctccggaggaggtggctcaggtggtggaggatctggaggaggtggcectce
aggtggtggaggatctggaggaggtgggagtaccggtctcgag
32 G4S5-2 agatctctccggaggaggtggctcaggtggtggaggatctggaggaggtggectce

aggtggtggaggatctggaggaggtgggagtctcgag
gtcgacggagctagcagccccecgtgaacgtgagcagceccccagegtgcaggatatce
ccttccecctgggcaaggaatcccgggccaagaaattccageggcagecatatggac
tcagacagttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgce
cggaatatgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagecc
33 3’hRNasaG88 D ctggtagatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacggg
cagggcaactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgecctg
acaaacgactccaggtaccccaactgtgcataccggaccagcccgaaggagaga
cacatcattgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgcet
tctgtggaggactctacctaataatctaga
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TABLA 1

SEQID
NO:

DESCRIPCION

SECUENCIA (LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS SON 5'-3)

34

hDNasa1-3’-
G105R;A114F

gatatcctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatg
tccaatgccaccctecgtcagctacattgtgcagatcctgagecgectatgacate
gccectggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgeccgtggggaagetgetyg
gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagcca
ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttecgtgtacaggcecctgaccag
gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccecctgcaggaac
gacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcttctecececggttcacagag
gtcagggagtttgccattgttcccecctgecatgeggecccgggggacgcagtagece
gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggettyg
gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgagaccce
tcccagtggtcatccatcececgectgtggacaageccccacctteccagtggectgate
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatce
gtggttgcagggatgctgctccgaggcgceccgttgttecececgacteggetettece
tttaacttccaggctgecctatggecctgagtgaccaactggecccaageccatcagt
gaccactatccagtggaggtgatgctgaagtgataatctaga

35

hDNasa1-3-WT

gatatcctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatyg
tccaatgccaccctegtcagectacattgtgcagatcctgagecgectatgacatce
gccctggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgeccgtggggaagetgetyg
gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagcca
ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttcgtgtacaggecctgaccag
gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgagececctgecgggaac
gacaccttcaaccgagagccagccattgtcaggttcecttctececcggttcacagag
gtcagggagtttgccattgttccecctgcatgecggececcecgggggacgcagtagece
gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggecttyg
gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgagaccce
tcccagtggtcatceccatceccgectgtggacaageccccacctteccagtggectgate
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatc
gtggttgcagggatgctgctccgaggcgeccgttgttececcgacteggetecttecee
tttaacttccaggctgcecctatggcctgagtgaccaactggecccaageccatcagt
gaccactatccagtggaggtgatgctgaaatgataatctaga

36

hDNasa1-3'A114F

gatatcctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatg
tccaatgccaccctecgtcagctacattgtgcagatcctgagecgectatgacate
gccectggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgeccgtggggaagetgetyg
gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagcca
ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttecgtgtacaggcecctgaccag
gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccctgecgggaac
gacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcttctecececggttcacagag
gtcagggagtttgccattgttcccctgcatgecggececcecgggggacgcagtagece
gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggectta
gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgagaccc

tcccagtggtcatccatcececgectgtggacaageccccacctteccagtggectgate
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatce
gtggttgcagggatgctgctccgaggcgecgttgttcececgactecggetettece
tttaacttccaggctgecctatggecctgagtgaccaactggecccaageccatcagt
gaccactatccagtggaggtgatgctgaagtgataatctaga
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TABLA 1

SEQID
NO:

DESCRIPCION

SECUENCIA (LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS SON 5'-3)

37

hDNasa1-5-
G105R;A114F

accggtctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatg
tccaatgccaccctegtcagectacattgtgcagatecctgagecgectatgacate
gcectggteccaggaggtcagagacagccacctgactgeccgtggggaagetgetyg
gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagcca
ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttecgtgtacaggecctgaccag
gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccctgcaggaac
gacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcttctecececggttcacagag
gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggcttyg
gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgagaccce
tcccagtggtcatccatcececgectgtggacaageccccacctteccagtggectgate
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatce
gtggttgcagggatgctgctccgaggcgeccgttgttceccgactcecggetettecce
tttaacttccaggctgcecctatggcecctgagtgaccaactggecccaageccatcagt
gaccactatccagtggaggtgatgctgaaagatctcgag

38

hDNasa1-5-WT

accggtctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatg
tccaatgccaccctecgtcagctacattgtgcagatcctgagecgectatgacate
gccectggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgeccgtggggaagetgetyg
gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagcca
ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttecgtgtacaggcecctgaccag
gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccctgecgggaac
gacaccttcaaccgagagccagccattgtcaggttcecttectecececggttcacagag
gtcagggagtttgccattgttccecctgcatgeggecccgggggacgcagtagec
gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggettyg
gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgagaccce
tcccagtggtcatccatcececgectgtggacaageccccacctteccagtggectgate
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatce
gtggttgcagggatgctgctccgaggcgceccgttgttecececgacteggetettece
tttaacttccaggctgecctatggecctgagtgaccaactggecccaageccatcagt
gaccactatccagtggaggtgatgctgaaagatctcgag

39

hDNasa1-5-
A114F

accggtctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatg
tccaatgccaccctecgtcagctacattgtgcagatcctgagecgectatgacate
gccectggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgeccgtggggaagetgetyg
gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagcca
ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttecgtgtacaggcecctgaccag
gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccctgecgggaac
gacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcttctecececggttcacagag
gtcagggagtttgccattgttcccctgcatgecggececcecgggggacgcagtagece
gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggectta
gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgagaccce
tcccagtggtcatccatcececgectgtggacaageccccacctteccagtggectgate
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatce
gtggttgcagggatgctgctccgaggcgceccgttgttecececgacteggetettece
tttaacttccaggctgecctatggecctgagtgaccaactggecccaageccatcagt
gaccactatccagtggaggtgatgctgaaagatctcgag

40

higG1WT

agatctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgcccage
acctgaactcctggggggaccgtcagtcttectectteccececccaaaacccaagga
caccctcatgatctcccggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgag
ccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgca
taatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtg
caaggtctccaacaaagccctcccageccccatcgagaaaaccatctccaaagce
caaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgecccceccatecececgggatga
gctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgecctggtcaaaggcttctatcecccag
cgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagac
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TABLA 1

SEQID
NO:

DESCRIPCION

SECUENCIA (LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS SON 5'-3)

cacgcctcccecgtgctggactccgacggctecttecttectectacagcaagetcac
cgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgcteccgtgatgceca
tgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctctctgtcteccgggtaa
atgataatctaga

41

hDNasa1+VK3 LP

gttaagcttgccaccatggaaaccccagcgcagcttctcecttectectgetacte
tggctcccagataccaccggtctgaagatcgcagecttcaacatccagacattt
ggggagaccaagatgtccaatgccaccctcgtcagctacattgtgcagatcectg
agccgctatgacatcgceccecctggtccaggaggtcagagacagccacctgactgcece
gtggggaagctgctggacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactac
gtggtcagtgagccactgggacggaacagctataaggagcgctacctgttegtyg
tacaggcctgaccaggtgtctgecggtggacagctactactacgatgatggctge
gagccctgcgggaacgacaccttcaaccgagagccagccattgtcaggttette
tcececggttcacagaggtcagggagtttgeccattgtteccectgecatgeggecececg
ggggacgcagtagccgagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaa
gagaaatggggcttggaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggectge
agctatgtgagaccctcccagtggtcatccatccgectgtggacaageccccacce
ttccagtggctgatcceccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgt
gcctatgacaggatcecgtggttgcagggatgctgecteccgaggegecgttgttecee
gactcggctcttccecctttaacttccaggctgectatggectgagtgaccaactyg
gcccaagccatcagtgaccactatccagtggaggtgatgctgaagtga

42

hDNasa1lL3

atgtcacgggagctggccccactgcectgcttctectectcectecatccacagecgee
ctggccatgaggatctgctccttcaacgtcaggtecctttggggaaagcaagcag
gaagacaagaatgccatggatgtcattgtgaaggtcatcaaacgctgtgacatc
atactcgtgatggaaatcaaggacagcaacaacaggatctgccccatactgatg
gagaagctgaacagaaattcaaggagaggcataacatacaactatgtgattagce
tctcggcttggaagaaacacatataaagaacaatatgcctttctctacaaggaa
aagctggtgtctgtgaagaggagttatcactaccatgactatcaggatggagac
gcagatgtgttttccagggagcecctttgtggtctggttccaatctceccccacact
gctgtcaaagacttcgtgattatcccecctgcacaccaccccagagacatcecegtt
aaggagatcgatgagttggttgaggtctacacggacgtgaaacaccgctggaag
gcggagaatttcattttcatgggtgacttcaatgeccggectgcagectacgtecccece
aagaaggcctggaagaacatccgcttgaggactgaccccaggtttgtttggetg
atcggggaccaagaggacaccacggtgaagaagagcaccaactgtgcatatgac
aggattgtgcttagaggacaagaaatcgtcagttctgttgttcccaagtcaaac
agtgtttttgacttccagaaagcttacaagctgactgaagaggaggccctggat
gtcagcgaccactttccagttgaatttaaactacagtcttcaagggecttcacce
aacagcaaaaaatctgtcactctaaggaagaaaacaaagagcaaacgctcctag

43

ribonucleasa
pancreatica
humana

atgggtctggagaagtctcttgtccggctecttcectgecttgtecctgatactgetg
gtgctgggctgggtccagccttcecctgggcaaggaatccecgggeccaagaaatte
cagcggcagcatatggactcagacagttcccccagcagcagectccacctactgt
aaccaaatgatgaggcgccggaatatgacacaggggcggtgcaaaccagtgaac
acctttgtgcacgagcccctggtagatgtccagaatgtctgtttccaggaaaag
gtcacctgcaagaacgggcagggcaactgctacaagagcaactccagcatgcac
atcacagactgccgcctgacaaacggctccaggtaccccaactgtgcataccgg
accagcccgaaggagagacacatcattgtggcecctgtgaagggagecccatatgtg
ccagtccactttgatgctactgtgtag

44

enlazador NLG

gtcgacggcgcggccgceccagceccccgtgaacgtgagcagecccagegtgecaggat
atc

45

g4s4ink

dlsggggsggggsggggsggggstgle

46

G4S5-1

disggggsg999sggggsggggsggggstgle

47

G485-2

disggggsggggsggggsggggsggggsle

48

hDNasa1-3’-
G105R;A114F

dilkiaatnigtigetkmsnatlvsyivgilsrydialvdgevrdshltavgkll
dnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcrn
dtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgl
edvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydri

vvagmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlk*
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SEQ

NO:

ID

DESCRIPCION

SECUENCIA (LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS SON 5'-3)

49

hDNasa1-3-WT

dilkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgkll
dnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcgn
dtfnrepaivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgl
edvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydri
vvagmnllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlk*

50

hDNasa1-3'A114F

dilkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgkll
dnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcgn
dtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgl
edvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydri
vvagmnllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlk*

51

hDNasa1-5-
G105R;A114F

tglkiaafniqgtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgkll
dnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcrn
dtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgl
edvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydri
vvagmnllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlkdle

52

hDNasa1-5-WT

tglkiaafniqgtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgkll
dnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcgn
dtfnrepaivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgl
edvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydri
vvagmnllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlkdle

53

hDNasa1-5'-
A114F

tglkiaafniqgtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgkll
dnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcgn
dtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgl
edvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydri
vvagmnllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlkdle

54

higG1WT

dlepkssdkthtcppcpapellggpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvs
hedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykc
kvsnkalpapiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfyps
diavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmh
ealhnhytgkslslspgk

55

hRNasaG88D-3'

vdgasspvnvsspsvagdipslgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrr
ronmtggrckpvntfvheplvdvagnvefgekvtckngggnecyksnssmhitderl
tndsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedst*

56

DNasa1
humana+VK3L P

metpagllfllllwlpdttglkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsrydi
alvgevrdshltavgklldnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdg
vsavdsyyyddgcepcgndtfnrepaivrffsrftevrefaivplhaapgdava
eidalydvyldvgekwgledvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwli
pdsadttatpthcaydrivvagmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagais
dhypvevmlk*

57

DNasa1lL3

msrelapllllllsihsalamricsfnvrsfgeskgedknamdvivkvikrcdi
ilvmeikdsnnricpilmeklnrnsrrgitynyvissrlgrntykeqyaflyke
klvsvkrsyhyhdygdgdadvfsrepfvvwfgsphtavkdfviiplhttpetsv
keidelvevytdvkhrwkaenfifmgdfnagcsyvpkkawknirlrtdprfvwl
igdgedttvkkstncaydrivlrggeivssvvpksnsvidfgkayklteeeald
vsdhfpvefklgssraftnskksvtlrkktkskrs*

58

ribonucleasa
pancreatica
humana (Uniprot
P07998)

Malekslvrllllvlillvlgwvgpslgkesrakkfgrghmdsdsspsssstyc
ngmmrrromtggrckpvnt fvheplvdvgnvcfgekvtckngggnecyksnssmh
itdcrltngsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedst

59

dominio Fc con
SSS

cccaaatcttctgacaaaactcacacatctccaccgtctccagcacctgaactc
ctggggggaccgtcagtcttcctcttceccececccaaaacccaaggacaccctcatg
atctcccggacccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagccacgaagac
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cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggecgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtecte
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcec
aacaaagccctcccagcecccccatcgagaaaaccatctccaaageccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecccccatecccgggatgagetgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgcece
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctceccecce
gtgctggactccgacggctccttcttcectctacagcaagctcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgcteccgtgatgcatgaggectctg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctgtctccgggtaaa

60

dominio Fc con
SSS

pkssdkthtsppspapellggpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshed
pevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvs
nkalpapiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdia
vewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmheal
hnhytgkslslspgk

61

RSLV125:
huVK3LP-
wthRNasa-SSS-
mthilgG1  P238S
P331S

atggaaacccctgcccagcectgctgttectgetgectgectgtggectgeccgacacc
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagecggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgeccggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggc
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgcctgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagecccgaaggagagacacatce
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgettectgtg
gaggactctaccctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatctccaccg
agcccagcacctgaactcecctgggaggatcgtcagtcttectecttececcccaaaa
cccaaggacaccctcatgatctcccggaccecctgaggtcacatgegtggtggtg
gacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtyg
gaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtac
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaaggag
tacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcectceccatcgagaaaaccatce
tccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccceccatcee
cgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgecctggtcaaaggcttce
tatcccagcgacatcgececgtggagtgggagagcaatgggcageccggagaacaac
tacaagaccacgcctcccecgtgctggactccgacggectecttecttectectacage
aagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcce
gtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctctcectectcet
ccgggaaaatga

62

RSLV125:
huVK3LP-
wthRNasa-SSS-
mthigG1  P238S
P331S

metpagllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvntfvheplvdvgnvcigekvtckngggneyksnssmhitderltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtspp
spapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgv
evhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiekti
skakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenn
vkttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslsls

pak
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63

RSLV126:
huVK3LP-
WThRNasa-
(g4s)4-SSS-
mthlgG1-P238S-
P331S

atggaaaccccagcgcagcttctcttectecctgctactctggctecccagatacce
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgeccggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggce
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgectgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagecccgaaggagagacacatce
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgettetgtg
gaggactctacagatctctccggaggaggtggctcaggtggtggaggatctgga
ggaggtgggagtggtggaggtggttctaccggtctcgagcccaaatcttctgac
aaaactcacacatctccaccgagcccagcacctgaactcctgggaggatcgtca
gtcttcctcttcecececccaaaacccaaggacaccctcatgatctcececcggaccect
gaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttc
aactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggag
gagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtectgcaccag

gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctceccca
gcctceccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacag
gtgtacaccctgcccccatcccgggatgagectgaccaagaaccaggtcagectyg
acctgcctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgeccgtggagtgggagagce
aatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctccecgtgectggactceccgac
ggctccttcttectctacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcag
gggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacg
cagaagagcctctctctctctceccgggaaaatga

64

RSLV126:
huVK3LP-
WThRNasa-
(g4s)4-SSS-
mthlgG1-P238S-
P331S

metpagllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvntfvheplvdvagnvcfgekvtckngggnecyksnssmhitdcrltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstdlsggggsggggsg
gggsggggstglepkssdkthtsppspapellggssvilfppkpkdtlmisrtp
evtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhg
dwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsl
tclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgqg
gnviscsvmhealhnhytgkslslspgk
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65

RSLV127:
huVK3LP-
hDNasa1
105/114-(g4s)4-
SSS-mthlgG1-
P238S-P331S-
NLG-RNasa

atggaaaccccagcgcagcttctcttectectgectactctggctecccagatacce
accggtctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatg
tccaatgccaccctecgtcagctacattgtgcagatcctgagecgectatgacate
gcectggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgececgtggggaagetgetyg
gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagcca
ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttcgtgtacaggecctgaccag
gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccctgcaggaac
gacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcttectecececggttcacagag
gtcagggagtttgccattgttcccctgcatgecggececececgggggacgcagtagece
gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggettyg
gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgagaccce
tcccagtggtcatccatcececgectgtggacaageccccacctteccagtggectgate
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatce
gtggttgcagggatgctgctccgaggcgceccgttgttecececgacteggetettece
tttaacttccaggctgcectatggecctgagtgaccaactggcccaageccatcagt
gaccactatccagtggaggtgatgctgaaagatctctccggaggaggtggectca
ggtggtggaggatctggaggaggtgggagtggtggaggttctaccggtctcegag
cccaaatcttctgacaaaactcacacatctccaccgagcccagcacctgaacte
ctgggaggatcgtcagtcttcecctctteccecececccaaaacccaaggacaccctecatg
atctcccggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagccacgaagac
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtecte
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcce
aacaaagccctcccagcecctccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecccccatecccgggatgagetgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgcece
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctceccecce
gtgctggactccgacggctceccttcttectctacagcaagctcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgcteccgtgatgcatgaggectctg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctctcteccgggaaaagtcgacgga
gctagcagccceccgtgaacgtgagcagceccccagaatgcaggatatececctteectg
ggcaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagacagt
tcceccagcagcagctceccacctactgtaaccaaatgatgaggecgeccggaatatg
acacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagccecctggtagat
gtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggcaag
tggtacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgecctgacaaacggc
tccaggtaccccaactgtgcataccgaaccagcecccgaaggagagacacatcatt
gtggcctgtgaaggagcccatatgtgccagtccactttgatgettgetgtggag
gactctacctaa

66

RSLV127:
huVK3LP-
hDNasa1
105/114-

metpagllfllllwlpdttglkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsrydi
alvgevrdshltavgklldnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdg
vsavdsyyyddgcepcrndtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdava
eidalydvyldvgekwgledvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwli
pdsadttatpthcaydrivvagmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagais

(g4s)4-SSS-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
RNasa

dhypvevmlkdlsggggsggggsggggsgggstglepkssdkthtsppspapel
lggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcecvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnak
tkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiektiskakgg
prepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttpp
vldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgkvdg
asspvnvssprmgdipslgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrnm
tggrckpvntfvheplvdvgnvcfgekvtckngggkwyksnssmhitdcrltng
srypncayrtspkerhiivacegahmcgstlmlavedst
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67

RSLV128:
huVK3LP-hRNasa
WT-(g4s)4-SSS-
mthigG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNasa 105/114

atggaaaccccagcgcagcttctcttectectgectactctggctecccagatacce
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgecggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagccecctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggce
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgcctgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagcccgaaggagagacacatc
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgecttetgtg
gaggactctacagatctctccggaggaggtggctcaggtggtggaggatctgga
ggaggtgggagtggtggaggtggttctaccggtctcgagcccaaatcttctgac
aaaactcacacatctccaccgagcccagcacctgaactcctgggaggatcgtca
gtcttcctcecttececcecccaaaacccaaggacaccctcatgatctecececggaccect
gaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttce
aactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggag
gagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcecctcaccgtectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctceccceca
gcctceccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcageccccgagaaccacag
gtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccaggtcagectyg
acctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgeccgtggagtgggagagce
aatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctccecgtgectggacteccgac
ggctccttcecttectcectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcag
gggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacg
cagaagagcctctctctctctececgggaaaagtcgacggagctagcagecececgtg
aacgtgagcagccccagaatgcaggatatcctgaagatcgcagecttcaacatce
cagacatttggggagaccaagatgtccaatgccaccctcgtcagctacattgtg
cagatcctgagccgctatgacatcgccctggtccaggaggtcagagacagccac
ctgactgccgtggggaagctgctggacaacctcaatcaggatgcaccagacacc
tatcactacgtggtcagtgagccactgggacggaacagctataaggagcgctac
ctgttcgtgtacaggcctgaccaggtgtctgcggtggacagctactactacgat
gatggctgcgagccctgcaggaacgacaccttcaaccgagageccattcattgte
aggttcttctccecggttcacagaggtcagggagtttgeccattgttecececctgeat
gcggceccceccgggggacgcagtageccgagatcgacgetcectectatgacgtcectacctyg
gatgtccaagagaaatggggcttggaggacgtcatgttgatgggcgacttcaat
gcgggctgcagctatgtgagaccctcecccagtggtcatceccatececgectgtggaca
agccccaccttceccagtggectgatcceccgacagecgectgacaccacagctacacce
acgcactgtgcctatgacaggatcgtggttgcagggatgctgctccgaggecgcece
gttgttcccgactcggctcecttcecectttaacttceccaggctgectatggectgagt
gaccaactggcccaagccatcagtgaccactatccagtggaggtgatgctgaaa
tga

68

RSLV128:
huVK3LP-hRNasa
WT-(g4s)4-SSS-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNasa 105/114

metpagllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvntfvheplvdvgnvcfgekvtckngggneyksnssmhitdcecrltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstdlsggggsggggsg
gggsggggstglepkssdkthtsppspapellggssvilfppkpkdtlmisrtp
evtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhg
dwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsl
tclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgg
gnvfscsvmhealhnhytgkslslspgkvdgasspvnvssprmgdilkiaafni
gtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgklldnlngdapdt
vhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcrndtfnrepfiv
rffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgledvmlmgdfn
agcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydrivvagmllrga
vvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlk
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69

RSLV129:
huVK3LP-
hRNAsaWT-SSS-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNAsa 105/114

atggaaacccctgcccagctgctgttectgectgectgetgtggectgeccecgacacc
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgeccggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggc
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgcctgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagcecccgaaggagagacacatce
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgcttctgtyg
gaggactctaccctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatctceccaccg
agcccagcacctgaactcctgggaggatcgtcagtcttecctcecttcececcecccaaaa
cccaaggacaccctcatgatctccecggaccecctgaggtcacatgecgtggtggtyg
gacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtg
gaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtac
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaaggag
tacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagectccatcgagaaaaccatc
tccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgecccecccatece
cgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttc
tatcccagcgacatcgceccgtggagtgggagagcaatgggcageccggagaacaac
tacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcecttcecttectctacage
aagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcc
gtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctctectectet
ccgggaaaagtcgacggagctagcagccccgtgaacgtgagcagccccagaatg
caggatatcctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaag
atgtccaatgccaccctcgtcagctacattgtgcagatcctgagcecgectatgac
atcgcecctggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgecgtggggaagcetyg
ctggacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgag
ccactgggacggaacagctataaggagcgctacctgttcgtgtacaggcctgac
caggtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccctgcagg
aacgacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcttctccecggttcaca
gaggtcagggagtttgccattgttccectgcatgecggeccecgggggacgcagta
gccgagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggce
ttggaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgaga
ccctecccagtggtcatccatceccgectgtggacaageccccaccttceccagtggetg
atccccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacagg
atcgtggttgcagggatgctgctccgaggecgeccgttgttecccgactecggectett
ccctttaacttccaggctgectatggecctgagtgaccaactggecccaageccatc
agtgaccactatccagtggaggtgatgctgaaatga

70

RSLV129:
huVK3LP-
hRNAsaWT-SSS-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNAsa 105/114

metpagllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvntfvheplvdvgnvcfgekvtckngggneyksnssmhitdcecrltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtspp
spapellggssviflfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgv
evhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiekti
skakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenn
vkttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslsls
pgkvdgasspvnvssprmgdilkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsryd
ialvgevrdshltavgklldnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpd
gvsavdsyyyddgcepcrndtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdav
aeidalydvyldvgekwgledvmlmgdfnagcsyvrpsqwssirlwtsptfqgwl
ipdsadttatpthcaydrivvagmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagai
sdhypvevmlk
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71

dominio Fc con
P238S-2 (bisagra
SCC)

cccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgcccagcacctgaactc
ctgggaggatcgtcagtcttcctcttcecececccaaaacccaaggacaccctcatg
atctcccggacccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagac
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagecgtcctc
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcc
aacaaagccctcccagcccecctatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccceccatecccgggatgagectgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgec
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcecce

gtgctggactccgacggctceccttcecttectctacagcaagectcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggectcectg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctctctcecgggaaaa

72

dominio Fc con
P238S-2 (bisagra
SCC)

pkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshed
pevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvs
nkalpapiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdia
vewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmheal
hnhytgkslslspgk

73

dominio Fc con
P331S-2

cccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgcccagcacctgaactc
ctgggaggaccgtcagtcttcctcttceccecccaaaacccaaggacaccctcatg
atctcccggaccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagac
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagecgtcctc
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtcectcce
aacaaagccctcccagcectccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecccccatcecececgggatgagectgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgec
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcecce
gtgctggactccgacggctecttcecttectectacagcaagectcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggectcectg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctctcecteccgggaaaa

74

dominio Fc con
P331S-2

pkssdkthtcppcpapellggpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshed
pevkinwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvs
nkalpasiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdia
vewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmheal
hnhytgkslslspgk

75

dominio Fc con
SSS, P238S vy
P331S-2

cccaaatcttctgacaaaactcacacatctccaccgagcccagcacctgaactc
ctgggaggatcgtcagtcttcctcttcecececccaaaacccaaggacaccctcatg
atctcccggaccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagac
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagecgtcctc
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtcectcce
aacaaagccctcccagcectccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecccccatcecececgggatgagectgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgec
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcecce
gtgctggactccgacggctecttcecttectectacagcaagectcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggectcectg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctctcecteccgggaaaa

76

dominio Fc con
SSS, P238S vy
P331S-2

pkssdkthtsppspapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshed
pevkinwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvs
nkalpasiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdia
vewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmheal
hnhytgkslslspgk
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77

RSLV125-2:
huVK3LP-
wthRNasa-SCC-
mthigG1  P238S
P331S

atggaaacccctgcccagctgctgttectgectgectgetgtggectgeccecgacacc
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgeccggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggc
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgcctgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagcecccgaaggagagacacatce
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgcttctgtyg
gaggactctaccctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccg
tgcccagcacctgaactcctgggaggatcgtcagtcttecctcecttcececcecceccaaaa
cccaaggacaccctcatgatctccecggaccecctgaggtcacatgecgtggtggtyg
gacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtg
gaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtac
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaaggag
tacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagectccatcgagaaaaccatc
tccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccccatecce

cgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttc
tatcccagcgacatcgceccgtggagtgggagagcaatgggcageccggagaacaac
tacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcecttcecttectctacage
aagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcc
gtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctctectectet
ccgggaaaatga

78

RSLV125-2:
huVK3LP-
wthRNasa-SCC-
mthilgG1  P238S
P331S

metpagllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvntfvheplvdvgnvcfgekvtckngggneyksnssmhitdcecrltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtcpp
cpapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgv
evhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiekti
skakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenn
vkttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslsls

pgk

79

RSLV126-2:
huVK3LP-
WThRNasa-
(g4s)4-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S

atggaaaccccagcgcagcttctcttcecctectgctactcectggcectcecccagatacce
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagcteccacctactgtaaccaaatgatgaggcgecggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggc
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgcctgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagcecccgaaggagagacacatce
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgcttctgtyg
gaggactctacagatctctccggaggaggtggctcaggtggtggaggatctgga
ggaggtgggagtggtggaggtggttctaccggtctcgagecccaaatcttectgac
aaaactcacacatgtccaccgtgcccagcacctgaactcctgggaggatcgtca
gtcttcctcecttecececcaaaacccaaggacaccecctcatgatcteccggacecect
gaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagtte
aactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaqg
gagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtecctgecaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctceccca
gcctceccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcageccccgagaaccacag
gtgtacaccctgccecccatceccgggatgagectgaccaagaaccaggtcagectg
acctgcctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgeccgtggagtgggagagc
aatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctccecgtgcectggactceccgac
ggctccttcttectcectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagecag
gggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacg
cagaagagcctctctctctcteccgggaaaatga
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metpagllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
RSLV126-2: mtggrckpvntfvheplvdvgnvcfgekvtckngggneyksnssmhitdcecrltn
huVK3LP- gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstdlsggggsggggsg
80 WThRNasa- gggsggggstglepkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtlmisrtp
(g4s)4-SCC- evtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhg
mthlgG1-P238S- | dwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsl
P331S tclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwaqg

gnviscsvmhealhnhytgkslslspgk
atggaaaccccagcgcagcttctcttcecctectgctactcectggcectcecccagatacce
accggtctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaagatg
tccaatgccaccctcecgtcagctacattgtgcagatcctgageccgctatgacatc
gccctggtceccaggaggtcagagacagccacctgactgececgtggggaagectgetg
RSLV127-2: gacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgagecca
huVK3LP- ctgggacggaacagctataaggagcgctacctgttcgtgtacaggecctgaccag
hDNasa1 gtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgagccctgcaggaac
81 105/114-(g4s)4- |gacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcecttecteceggttcacagag
SCC-mthigG1- gtcagggagtttgccattgttcccctgecatgeggeccegggggacgcagtagec
Zigfgﬁe31s' gagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggettyg

-RNasa

gaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagectatgtgagaccce
tcccagtggtcatccatccgectgtggacaagccccaccttceccagtggectgatce
cccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacaggatc
gtggttgcagggatgctgctccgaggecgeccgttgtteccecgacteggctettece
tttaacttccaggctgcctatggecctgagtgaccaactggcccaagccatcagt

gaccactatccagtggaggtgatgctgaaagatctctccggaggaggtggctca
ggtggtggaggatctggaggaggtgggagtggtggaggttctaccggtctcgag
cccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgcccagcacctgaacte
ctgggaggatcgtcagtcttcctcttcecececccaaaacccaaggacaccctcatg
atctcccggaccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagac
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagecgtcctc
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcc
aacaaagccctcccagcectccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecccccatcecececgggatgagectgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgec
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcecce
gtgctggactccgacggctcecttecttectctacagcaagectcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggectcectg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctctcteccgggaaaagtcgacgga
gctagcagccceccecgtgaacgtgagcagecccagaatgcaggatatcecectteectg
ggcaaggaatcccgggccaagaaattccagecggcagcatatggactcagacagt
tccececcagcagcagctceccacctactgtaaccaaatgatgaggcgeccggaatatg
acacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggtagat
gtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggcaag
tggtacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgecctgacaaacggc
tccaggtaccccaactgtgcataccgaaccagcccgaaggagagacacatcatt
gtggcctgtgaaggagcccatatgtgccagtccactttgatgecttgectgtggag
gactctacctaa
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82

RSLV127-2:
huVK3LP-
hDNasa1
105/114-(g4s)4-
SCC-mthlgG1-
P238S-P331S-
NLG-RNasa

metpagllfllllwlpdttglkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsrydi
alvgevrdshltavgklldnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdg
vsavdsyyyddgcepcrndtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdava
eidalydvyldvgekwgledvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwli
pdsadttatpthcaydrivvagmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagais
dhypvevmlkdlsggggsggggsggggsgggstglepkssdkthtcecppcpapel
lggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnak
tkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiektiskakgg
prepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttpp
vldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgkvdg
asspvnvssprmgdipslgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrnm
tggrckpvntfvheplvdvgnvcfgekvtckngggkwyksnssmhitdcrltng
srypncayrtspkerhiivacegahmcgstlmlavedst

83

RSLV128-2:
huVK3LP-hRNasa
WT-(g4s)4-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNasa 105/114

atggaaaccccagcgcagcttctcttcecctectgctactcectggcectcecccagatacce
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgeccggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggc
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgcctgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagcecccgaaggagagacacatce
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtccactttgatgcttctgtyg
gaggactctacagatctctccggaggaggtggctcaggtggtggaggatctgga
ggaggtgggagtggtggaggtggttctaccggtctcgagecccaaatcttectgac
aaaactcacacatgtccaccgtgcccagcacctgaactcctgggaggatcgtca
gtcttcctcecttecececcaaaacccaaggacaccecctcatgatcteccggacecect
gaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagtte
aactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaqg
gagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtectgcaccag
gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctceccca
gcctceccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcageccccgagaaccacag
gtgtacaccctgccecccatceccgggatgagectgaccaagaaccaggtcagectg
acctgcctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgeccgtggagtgggagagc
aatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctccecgtgcectggactceccgac
ggctccttcttectcectacagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagecag
gggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacg
cagaagagcctctctctctctceccgggaaaagtcgacggagctagcageccececgtyg

aacgtgagcagccccagaatgcaggatatcctgaagatcgcageccttcaacatc
cagacatttggggagaccaagatgtccaatgccaccctcgtcagctacattgtg
cagatcctgagccgctatgacatcgccecctggtccaggaggtcagagacagccac
ctgactgccgtggggaagctgctggacaacctcaatcaggatgcaccagacacc
tatcactacgtggtcagtgagccactgggacggaacagctataaggagcgctac
ctgttcgtgtacaggcctgaccaggtgtctgcggtggacagctactactacgat
gatggctgcgagccctgcaggaacgacaccttcaaccgagagccattcattgte
aggttcttctccecggttcacagaggtcagggagtttgeccattgttceccecctgeat
gcggceccceccgggggacgcagtageccgagatcgacgctcectcectatgacgtcectacctg
gatgtccaagagaaatggggcttggaggacgtcatgttgatgggcgacttcaat
gcgggctgcagctatgtgagaccctcecccagtggtcatccatececgectgtggaca
agccccaccttccagtggctgatcceccgacagcgctgacaccacagctacaccce
acgcactgtgcctatgacaggatcgtggttgcagggatgctgctccgaggcgec
gttgttcccgactcggctcecttecectttaactteccaggetgectatggectgagt
gaccaactggcccaagccatcagtgaccactatccagtggaggtgatgctgaaa
tga
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RSLV128-2:
huVK3LP-hRNasa
WT-(g4s)4-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNasa 105/114

metpaqgllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvnt fvheplvdvgnvcfgekvtckngggneyksnssmhitdecrltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstdlsggggsggggsg
gggsggggstglepkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtlmisrtp
evtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhg
dwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsl
tclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwag
gnvfscsvmhealhnhytgkslslspgkvdgasspvnvssprmgdilkiaafni
gtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgklldnlngdapdt
vhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcrndtfnrepfiv
rffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgledvmlmgdfn
agcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydrivvagmllrga
vvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlk

85

RSLV129-2:
huVK3LP-
hRNAsaWT-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNAsa 105/114

atggaaacccctgcccagctgctgttectgectgectgetgtggectgeccecgacacc
accggtaaggaatcccgggccaagaaattccagcggcagcatatggactcagac
agttcccccagcagcagctccacctactgtaaccaaatgatgaggcgeccggaat
atgacacaggggcggtgcaaaccagtgaacacctttgtgcacgagcccctggta
gatgtccagaatgtctgtttccaggaaaaggtcacctgcaagaacgggcagggc
aactgctacaagagcaactccagcatgcacatcacagactgccgcctgacaaac
ggctccaggtaccccaactgtgcataccggaccagcecccgaaggagagacacatce
attgtggcctgtgaagggagcccatatgtgccagtceccactttgatgettectgtyg
gaggactctaccctcgagcccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccg
tgcccagcacctgaactcctgggaggatcgtcagtcttecctcecttcececcecceccaaaa
cccaaggacaccctcatgatctccecggaccecctgaggtcacatgecgtggtggtyg
gacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtg
gaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtac
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcecctgcaccaggactggctgaatggcaaggag
tacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagectccatcgagaaaaccatc
tccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgecccecccatece
cgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttc
tatcccagcgacatcgceccgtggagtgggagagcaatgggcageccggagaacaac
tacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcecttcecttectctacage
aagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcc
gtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctctectectet
ccgggaaaagtcgacggagctagcagccccgtgaacgtgagcagccccagaatg
caggatatcctgaagatcgcagccttcaacatccagacatttggggagaccaag
atgtccaatgccaccctcgtcagctacattgtgcagatcctgagcecgectatgac
atcgccctggtccaggaggtcagagacagccacctgactgccgtggggaagetyg
ctggacaacctcaatcaggatgcaccagacacctatcactacgtggtcagtgag
ccactgggacggaacagctataaggagcgctacctgttcgtgtacaggcctgac
caggtgtctgcggtggacagctactactacgatgatggctgcgageccctgcagg
aacgacaccttcaaccgagagccattcattgtcaggttcttctccecggttcaca
gaggtcagggagtttgccattgttccectgcatgecggeccecgggggacgcagta
gccgagatcgacgctctctatgacgtctacctggatgtccaagagaaatggggce

ttggaggacgtcatgttgatgggcgacttcaatgcgggctgcagctatgtgaga
ccctecccagtggtcatccatceccgectgtggacaageccccaccttceccagtggetg
atccccgacagcgctgacaccacagctacacccacgcactgtgectatgacagg
atcgtggttgcagggatgctgctccgaggecgeccgttgttecccgactecggectett
ccctttaacttccaggctgectatggecctgagtgaccaactggecccaageccatc
agtgaccactatccagtggaggtgatgctgaaatga
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86

RSLV129-2:
huVK3LP-
hRNAsaWT-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNAsa 105/114

metpaqgllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvntfvheplvdvanvcfgekvtckngggneyksnssmhitderltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtcpp
cpapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgy
evhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiekti
skakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenn
vkttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslsls
pgkvdgasspvnvssprmgdilkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsryd
ialvgevrdshltavgklldnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpd
gvsavdsyyyddgcepcrndtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdav
aeidalydvyldvgekwgledvmlmgdfnagcsyvrpsqwssirlwtsptfqgwl
ipdsadttatpthcaydrivvagmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagai
sdhypvevmlk

87

dominio Fc con
SCC

cccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgtccagcacctgaactc
ctggggggaccgtcagtcttcctcttceccecccaaaacccaaggacaccctcatg
atctcccggaccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagac
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagecgtcctc
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcc
aacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgcecccccatcecececgggatgagectgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggcttctatcccagecgacatcgece
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcecce
gtgctggactccgacggctcecttecttectctacagcaagectcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggectcectg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctgtctceccgggtaaa

88

dominio Fc con
SCC

pkssdkthtcppcpapellggpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshed
pevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvs
nkalpapiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdia
vewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmheal
hnhytgkslslspgk

89

dominio Fc con
SCC, P238S vy
P331S-2

cccaaatcttctgacaaaactcacacatgtccaccgtgcccagcacctgaactc
ctgggaggatcgtcagtcttcctcttcecececccaaaacccaaggacaccctcatg
atctcccggaccectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagac
cctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaag
acaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagecgtcctc
accgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcc
aacaaagccctcccagcectccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcag
ccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccccatecccgggatgagectgaccaag
aaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgec
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcecce
gtgctggactccgacggctceccttcecttectctacagcaagectcaccgtggacaag
agcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctcecgtgatgcatgaggectcectg
cacaaccactacacgcagaagagcctctctctctcecteccgggaaaa

90

dominio Fc con
SCC, P238S vy
P331S-2

pkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshed
pevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvs
nkalpasiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdia
vewesnggpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmheal
hnhytgkslslspgk

91

RSLV132:
huVK3LP-
wthRNasa-SCC-
mthigG1

atggaaacccctgcccagctgctgttectgectgectgetgtggcectgectgacacc
accggcaaagagtcccgggccaagaagttccagecggcagcacatggactccgac
tccagcccttceccagcectcectceccacctactgcaaccagatgatgcggecggagaaac
atgacccagggccggtgcaagcccgtgaacacctttgtgcacgageccecctggtyg
gacatgcagaacatatattttcaagagaaagtagacctacaagaacagccagadc
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P238S P331S

aactgctacaagtccaactcctccatgcacatcaccgactgceccggectgaccaac
ggctccagataccccaactgcgcecctaccggacctceccececccaaagaacggcacatce
atcgtggcctgcgagggctctcecttacgtgceccecgtgcacttecgacgecctececgtyg
gaagattccaccctggaacccaagtccteccgacaagacccacacctgtececect
tgtcctgcccecctgaactgcectgggecggctectececgtgttectgttececcecccaaag
cccaaggacaccctgatgatctcccggaccceccgaagtgacatgecgtggtggtyg
gatgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggggtyg
gaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctac
cgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggaaaagag
tacaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgcccgectccatcgaaaagaccatc
tccaaggccaagggccagccccgggaaccccaggtgtacacactgecccecctage
agggacgagctgaccaagaaccaggtgtccctgacctgcecctcgtgaagggcttc
tacccctceccecgatatcecgecgtggaatgggagtccaacggccagecctgagaacaac
tacaagaccaccccceccectgtgectggacagecgacggctcattecttectgtactece
aagctgacagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttctcecctgcectecce
gtgatgcacgaggctctgcacaaccactacacccagaagtccctgtcecectgage
cccggcaaatga

92

RSLV132:
huVK3LP-
wthRNasa-SCC-
mthigG1  P238S
P331S

metpaqgllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvnt fvheplvdvgnvcfgekvtckngggneyksnssmhitdecrltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtcpp
cpapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgy
evhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiekti
skakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenn
vkttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslsls

pgk
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93

RSLV133:
huVK3LP-
hRNAsaWT-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNAsa 105/114

atggaaacccctgcccagctgctgttectgectgectgetgtggectgeccecgacacc
accggcaaagagagccgggccaagaagttccagecggcagcacatggacagcgac
agcagccccagcagctccagcacctactgcaaccagatgatgcggcggagaaac
atgacccagggccggtgcaagcccgtgaacaccttcecgtgcacgageccecctggtyg
gacgtgcagaacgtgtgttttcaagaaaaagtgacctgcaagaacggccagggc
aactgctacaagagcaacagcagcatgcacatcaccgactgccggctgaccaac
ggcagcagataccccaactgcgcecctaccggaccagceccccaaagaacggcacate
atcgtggcctgcgagggcagcccttacgtgcecececgtgcactttgacgccagegtyg
gaagatagcaccctggaacccaagagcagcgacaagacccacacctgtecccececcece
tgccctgcecccecctgagectgcectgggecggaagcagegtgttectgttceccecccaaag
cccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgaagtgacctgegtggtggtyg
gatgtgtcccacgaggaccccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggegtyg
gaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctac
cgggtggtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagag
tacaagtgcaaggtctccaacaaggccctgcccgceccagcatcgagaaaaccatc
agcaaggccaagggccagcctcgcgageccccaggtgtacacactgeccccecccagce
cgggacgagctgaccaagaaccaggtgtccctgacctgcecctggtgaaaggcttc
taccccagcgatatcgeccgtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaac
tacaagaccaccccccecctgtgectggactccgacggctcattecttectgtacage
aagctgaccgtggacaagagccggtggcagcagggcaacgtgttcagectgcagce
gtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtccctgagectgage
cccggcaaggtggacggcgccagctccececctgtgaacgtgtccagececccagegtyg
caggacatcctgaagatcgccgccttcaacatccagaccttcecggcgagacaaag
atgagcaacgccaccctggtgtcecctacatcgtgcagatcctgagcagatacgat
atcgccctggtgcaagaagtgcgggacagccacctgaccgeccgtgggcaagetyg
ctggacaacctgaaccaggacgcccccgacacctaccactacgtggtgteccgag
cctctgggccggaacagctacaaagaaagatacctgttcgtgtaccggecccgat
caggtgtccgccgtggacagctactactacgacgacggctgcgageccctgeccgg
aacgacaccttcaaccgcgagcccttcatcgtgecggttcecttcageccggttcacce
gaagtgcgcgagttcgccatcgtgceccectgcatgctgececctggecgacgeecgtyg
gccgagatcgatgcectgtacgacgtgtacctggatgtgcaagaaaagtggggce
ctggaagatgtgatgctgatgggcgacttcaacgccggctgcagctacgtgecgg
cccagccagtggtccagcatcagactgtggacctcccecccaccttceccagtggetyg
atccccgacagcgccgataccaccgccacccccacccactgtgectacgacaga
atcgtggtggccggcatgctgctgagaggcgeccgtggtgectgacagecgecctg

ccattcaattttcaagccgcecctacggcecctgagecgatcagctggeccaggecatce
agcgaccactaccccgtggaagtgatgctgaagtga

94

RSLV133:
huVK3LP-
hRNAsaWT-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNAsa 105/114

metpaqgllfllllwlpdttgkesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrn
mtggrckpvnt fvheplvdvgnvcfgekvtckngggneyksnssmhitdecrltn
gsrypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtcpp
cpapellggssvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkinwyvdgy
evhnaktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiekti
skakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenn
vkttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslsls
pgkvdgasspvnvsspsvgdilkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsryd
ialvgevrdshltavgklldnlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpd
gvsavdsyyyddgcepcrndtfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdav
aeidalydvyldvgekwgledvmlmgdfnagcsyvrpsqwssirlwtsptfqgwl
ipdsadttatpthcaydrivvagmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagai
sdhypvevmlk
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95

aaagagtcccgggccaagaagttccagcggcagcacatggactccgactccagce
ccttccagctcectceccacctactgcaaccagatgatgcggecggagaaacatgacc
cagggccggtgcaagcccgtgaacacctttgtgcacgageccecctggtggacgtyg
cagaacgtgtgttttcaagagaaagtgacctgcaagaacggccagggcaactgc
tacaagtccaactcctccatgcacatcaccgactgceccggectgaccaacggctcecc
agataccccaactgcgcctaccggacctcccecccaaagaacggcacatcategtyg
gcectgecgagggcectcectecttacgtgecegtgcacttecgacgecteccgtggaagat
tccaccctggaacccaagtcctceccgacaagacccacacctgteccececttgtect
gcccecctgaactgctgggecggctectececgtgttectgtteccecceccaaageccaag
gacaccctgatgatctceccecggaccecccgaagtgacatgegtggtggtggatgtg
tcccacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggggtggaagtyg
cacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtyg
gtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggattggctgaacggaaaagagtacaag
tgcaaggtgtccaacaaggccctgcecccgectccatcgaaaagaccatctccaag
gccaagggccagccceccgggaaccccaggtgtacacactgeccectagcagggac
gagctgaccaagaaccaggtgtccctgacctgectegtgaagggcttctacccece
tccgatatcgeccgtggaatgggagtccaacggccagecctgagaacaactacaag
accaccccccecctgtgectggacagcgacggctcattcecttectgtactccaagetg
acagtggacaagtcccggtggcagcagggcaacgtgttctcecctgectececgtgatyg
cacgaggctctgcacaaccactacacccagaagtccctgtcecctgageccececggce
aaatga

96

kesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrnmtggrckpvntfvheplvdy
anvcfgekvtckngggneyksnssmhitdecrltngsrypncayrtspkerhiiv
acegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpk
dtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreegynstyrv
vsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepgvytlppsrd
eltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskl
tvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

97

DESCRIPCION
RSLV132:
wthRNasa-SCC-
mthigG1  P238S
P331S

RSLV132:
wthRNasa-SCC-
mthigG1  P238S
P331S

RSLV133:

hRNAsaWT-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-

hDNAsa 105/114

aaagagagccgggccaagaagttccagecggcagcacatggacagcgacagcagce
cccagcagctccagcacctactgcaaccagatgatgcggcggagaaacatgacc
cagggccggtgcaagcccgtgaacaccttcgtgcacgagecccecctggtggacgtg
cagaacgtgtgttttcaagaaaaagtgacctgcaagaacggccagggcaactgc
tacaagagcaacagcagcatgcacatcaccgactgccggctgaccaacggcagc
agataccccaactgcgcctaccggaccagccccaaagaacggcacatcategtyg
gccectgcgagggcagceccttacgtgececgtgcactttgacgeccagegtggaagat
agcaccctggaacccaagagcagcgacaagacccacacctgtccceccecectgecect
gcccecctgagetgcectgggecggaagcagegtgttectgtteccecceccaaageccaag
gacaccctgatgatcagccggacccecccgaagtgacctgegtggtggtggatgtg
tcccacgaggaccccgaagtgaagttcaattggtacgtggacggecgtggaagtyg
cacaacgccaagaccaagcccagagaggaacagtacaacagcacctaccgggtyg
gtgtccgtgctgaccgtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaag
tgcaaggtctccaacaaggccctgcecccgceccagcatcgagaaaaccatcagcaag
gccaagggccagcctcecgcecgagecccaggtgtacacactgecccecceccagecgggac
gagctgaccaagaaccaggtgtccctgacctgectggtgaaaggcttctacccece
agcgatatcgccagtggaatgggagagcaacggccagcccgagaacaactacaag
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accaccccccecctgtgectggactceccgacggctcattcecttectgtacagcaagetg
accgtggacaagagccggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcagecgtgatyg
cacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtccctgagecctgageccececggce
aaggtggacggcgccagctcccctgtgaacgtgtccageccccagecgtgcaggac
atcctgaagatcgccgcecttcaacatccagaccttecggcgagacaaagatgagc
aacgccaccctggtgtcctacatcgtgcagatcctgagcagatacgatatcgecc
ctggtgcaagaagtgcgggacagccacctgaccgccgtgggcaagctgctggac
aacctgaaccaggacgcccccgacacctaccactacgtggtgtceccgagectcectg
ggccggaacagctacaaagaaagatacctgttcgtgtaccggecccgatcaggtg
tccgececgtggacagctactactacgacgacggctgcgageccctgeccggaacgac
accttcaaccgcgagcccttcatcgtgecggttcttcageccggttcaccgaagtyg
cgcgagttcgccatcgtgeccecctgecatgcectgececctggecgacgecgtggecgag
atcgatgccctgtacgacgtgtacctggatgtgcaagaaaagtggggcecctggaa
gatgtgatgctgatgggcgacttcaacgccggctgcagctacgtgecggeccage
cagtggtccagcatcagactgtggacctcccccaccttccagtggectgatcceccce
gacagcgccgataccaccgccacccecccacccecactgtgectacgacagaatecgtg
gtggccggcatgctgctgagaggcgececgtggtgectgacagegecctgecatte
aattttcaagccgcctacggcecctgagcgatcagctggecccaggeccatcagcgac
cactaccccgtggaagtgatgctgaagtga

98

RSLV133:
hRNAsaWT-SCC-
mthlgG1-P238S-
P331S-NLG-
hDNAsa 105/114

kesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrnmtggrckpvntfvheplvdy
anvcfgekvtckngggncyksnssmhitdcrltngsrypncayrtspkerhiiv
acegspyvpvhfdasvedstlepkssdkthtcppcpapellggssvilfppkpk
dtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpreeqgynstyrv
vsvltvlhgdwlngkeykckvsnkalpasiektiskakggprepgvytlppsrd
eltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfflyskl
tvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgkvdgasspvnvsspsvgd
ilkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgklld
nlngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcrnd
tfnrepfivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgle
dvmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydriv
vagmllrgavvpdsalpfnfqaayglsdglagaisdhypvevmlk

99

NLGInk2

vdgasspvnvsspsvadi

100

lider VK3LP

metpaqlifilliwipdtt

101

hRNasaWT
(madura) UniProt
P07998)

kesrakkfgrghmdsdsspsssstycngmmrrrnmtggrckpvnt fvheplvdv
anvcfgekvtckngggncyksnssmhitdcrltngsrypncayrtspkerhiiv
acegspyvpvhfdasvedst

102

hDNasa 1
(madura) UniProt
P24855

lkiaafnigtfgetkmsnatlvsyivgilsrydialvgevrdshltavgklldn
lngdapdtyhyvvseplgrnsykerylfvyrpdgvsavdsyyyddgcepcgndt
fnrepaivrffsrftevrefaivplhaapgdavaeidalydvyldvgekwgled
vmmlmgdfnagcsyvrpsgwssirlwtsptfgwlipdsadttatpthcaydrivy
agmllrgavvpdsalpfnfgaayglsdglagaisdhypvevmlk

103

hDNasa
(madura)
Q13609

1L3
UniProt

mricsfnvrsfgeskgedknamdvivkvikrcdiilvmeikdsnnricpilmek
Inrnsrrgitynyvissrlgrntykegyaflykeklvsvkrsyhyhdygdgdad
visrepfvvwfgsphtavkdfviiplhttpetsvkeidelvevytdvkhrwkae
nfifmgdfnagcsyvpkkawknirlrtdprfvwligdgedttvkkstncaydri
virggeivssvvpksnsvidfgkayklteeealdvsdhfpvefklgssraftns
kksvtlrkktkskrs

104

hTREX1

mgpgarrggrivaggrpemcfcppptplpplriltlgthtptpcsspgsaagtyp
tmgsgalppgpmgtliffdmeatglpfsgpkvtelcllavhrcalespptsagp
petveppprvvdklslcvapgkacspaaseitglstavlaahgrgcfddnlanl
llaflrrgpgpwclvahngdrydfpllgaelamlgltsaldgafcvdsitalka
lerasspsehgprksyslgsiytrlyggsppdshtaegdvlallsicgwrpgal
lrwvdaharpfgtirpmygvtasartkprpsavtttahlattrntspslgesrg
tkdlppvkdpgalsregllaplgllailtlavatlyglslatpge
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TABLA 1

SEQID

NO DESCRIPCION | SECUENCIA (LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS SON 5-3')

mgpgarrggrivaggrpemcfcppptplpplriltlgthtptpcsspgsaagtyp
tmgsgalppgpmgtliffdmeatglpfsgpkvtelcllavhrcalespptsagp
pptvpppprvvdklslcvapgkacspaaseitglstavliaahgrgecfddnlanl
llaflrrgpgpwclvahngdrydfpllgaelamlgltsaldgafcvdsitalka
lerasspsehgprksyslgsiytrlyggsppdshtaegdvlallsicgwrpgal
lrwvdaharpfgtirpmygvtasartk

hTREX1 (72 aa C
105 |terminales
truncados)

metpagllfllllwlpdttgkesrakkigrghmdsdsspsssstycngmmrrrnm
tggrckpvntfvheplvdvgnvcfgekvtckngggnecyksnssmhitdcrltngs
RSLV-124 rypncayrtspkerhiivacegspyvpvhfdasvedstdlepkssdkthtcppcp
106 |hVK3LP-hRNasa | apellggpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevkfnwyvdgvevh
(WT )-hlgG1 WT | naktkpreegynstyrvvsvltvlhgdwlngkeyvkckvsnkalpapiektiskak
gaprepqgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttp
pvldsdgsfflyskltvdksrwgggnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk

107 |[NLGInk vdgaaaspvnvsspsvadi
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de nucleasa hibrida que comprende una RNasa humana y un dominio Fc de IgG1 humano mutante,
en la que la RNasa humana esta acoplada operativamente al dominio Fc y en la que el dominio Fc incluye una
mutacion P238S y una mutacién P331S y tiene citotoxicidad reducida en relacion con una molécula de nucleasa
hibrida que tiene un dominio Fc no modificado y en la que la molécula de nucleasa hibrida comprende:

una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 96, 92, 62 0 78; o
una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 98 o0 94.

2. La molécula de nucleasa hibrida de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 96.

3. La molécula de nucleasa hibrida de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 98.

4. Un dimero que comprende una molécula de nucleasa hibrida de cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
opcionalmente un homodimero.

5. Una composiciéon que comprende la molécula de nucleasa hibrida de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o
el dimero de la reivindicacion 4 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Una molécula de acido nucleico que codifica la molécula de nucleasa hibrida de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1-3.

7. Un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 6.

8. Una célula hospedadora transformada con el vector de expresién recombinante de acuerdo con la reivindicacién
7.

9. Un método para preparar la molécula de nucleasa hibrida de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que
comprende:

proporcionar una célula hospedadora que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la molécula
de nucleasa hibrida; y
mantener la célula hospedadora en condiciones en las que se expresa la molécula de nucleasa hibrida.

10. La molécula de nucleasa hibrida de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, el dimero de la reivindicacion 4 o
la composicion de la reivindicacion 5 para su uso en un método para tratar o prevenir una afeccion asociada con una
respuesta inmunitaria anémala, opcionalmente en la que la afeccion es una enfermedad autoinmunitaria,
preferentemente en la que la enfermedad autoinmunitaria se selecciona entre el grupo que consiste en diabetes
mellitus insulinodependiente, esclerosis multiple, encefalomielitis autoinmunitaria experimental, artritis reumatoide,
artritis autoinmunitaria experimental, miastenia grave, tiroiditis, una forma experimental de uveorretinitis, tiroiditis de
Hashimoto, mixoedema primario, tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis atrofica autoinmunitaria, enfermedad de
Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, diabetes juvenil, sindrome de Goodpasture, pénfigo vulgar,
penfigoide, oftalmia del simpatico, uveitis facogénica, anemia hemolitica autoinmunitaria, leucopenia idiopatica,
cirrosis biliar primaria, hepatitis crénica activa Hbs negativa, cirrosis criptogénica, colitis ulcerosa, sindrome de
Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis, dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso
sistémico (LES) y enfermedad del tejido conectivo.

11. La molécula de nucleasa hibrida, el dimero o la composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en
la que la enfermedad autoinmunitaria es LES.

12. Una composiciéon que contiene nucleasa eficaz para degradar complejos inmunitarios que contienen ARN, ADN o
tanto ARN como ADN, en la que la composicién comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una
molécula de nucleasa hibrida que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO: 96, 98,
92, 94, 62 o 78, para su uso en un método para tratar el LES.
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Esquema que muestra el enfoque general para modificar
técnicamente proteinas de fusion de FC y nucleasa hibrida

huVK3LP
Nucleasa 1

H-CH2-CH3

Ink1
~dominio Fc IG

Ink2

Nucleasa 2

65

dominio 1 . 3 4 5
Nucleasa 10 2 inkio 2 g GFe
hRNasa-WT {giydseri3 SCCH-higG1IWT
hRNasa-G28D {glydserid SCCH-hlpGIWT
hDNasal WT {glydser)s higG1-P2385
hDNasa 1-A114F NLG higG1-N297S
hDNasa 1-G105R;A114F ninguno higG1-P331S
hDNasa1-G105R {givdser)n migG2a-WT
hTREX1-72AA migQ2c-WT
hDNasa 1L3 migG2A-CWTo MT
hTREX1-Ink-hTREX1

Figura 1
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RSLV-124 muestra respuesta PK bifasica en ratones

Semivida in vivo de RSLV-124 en ratones (una Unica inyeccion de 150 ugi.v.)

G
waitien 572
B0~ e (3727
76 s G223
— E =  Proteina RSLV-124 cuantitativa usando ELISA
E
o0 % i nE
2 Al X » Limites de deteccion de ELISA 2 ng/ml
3 \
3 40 AR iz ;
> 3 « Concentracion en suero de fase terminal de
& 304 aproximadamente 5 ug/mi
26
40+
) 5 min 1 dia 3 dia 5 dia 7 dia
Tiempo
Figura 2
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Actividad enzimatica (UFR/minuto)
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RSLV-124 conserva actividad enzimatica completa in vivo
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Figura 3
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Analisis por DERI de actividad enzimatica de RNasa en los
ratones Tg para RNasa

PBS RNasaTg1 RNasa Tg2 B6

Figura 5
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Cuantificacién por ELISA de los niveles de RNasa en suero
en los ratones Tg para RNasa
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Figura 6
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La expresion de RNasa reduce la mortalidad de los ratones TLR7

== TLR7.1
itioch DEQ

Porcentaje de supervivencia
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Figura 7
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Reduccién en los genes estimulados por interferdn
(ISG) en los ratones transgénicos dobles

IRG de TLR7.1 y TLR7.1 x RNasa en bazo.

35 ,
I TLRY .1
3 TLR7.1 X RNasa
o 25=
E 20
§ 5 0w
% 0,03*
w254 0.5
T
ﬁ , Gaﬂ :i:l sl
A B, *
& 4 <®

Gen de referencia 18s. Todos en relacion con ratones B6 de la misma edad.
N= 5 ratones/grupo. *p<0,05

Figura 8
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Expresion transitoria de proteinas de fusion de Fc y Nucleasa
en células COS

REDUCIDO NO REDUCIDO

9 X s B = X 3
B3 & 2 e g 2 2 2 gg
Pl e = = o= gl o o= =
<<; b A e e
B fa2 e B ﬁﬁ ﬁg{g
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Figura 9
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Actividad enzimatica RNasa de proteinas de fusion de Fc y Nucleasa
purificadas por proteina A usando ensayo de DERI

2ug lug  O5ug ©25ug

A

patron

Figura 10
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Ensayo de actividad enzimatica DNasa en gel
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16 ng
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i

Figura 11a
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DNasa en gel
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Ensayo de actividad enzimatica DNasa en gel

faly]

-

L]
Yooz
£ 2
2 o
[ o7 SN + Vo SRR =13 NN = 13 B = 3} g O
- O N A
A R o~ WO oM o oo w2 3
N e r

DNasa comercial 1
(Biolabs, Inc)

Figura 11c
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Ensayo de actividad enzimatica RNasa fluorescente
cuantitativa (sistema RNaseAlert QC)

1,80E+06 :
wiw-rRNasaA
1,80E+06
1,40E+06
1.20E+06 & ~~ hRNasaWT-SCCH-
: ; WThigG
1O0E+06  hfd
8,00E+05 i3 e RELV 125
G,00E+05 ¢
4,00E+05
- -~ RELV128
2,00E+05 -
(,00E+00 ’ v :
00:00,0 14:24,0 28480 43:120 hRNasaG88D-SCCH-
Tiempo (mm:ss) (P2385/K322S/P3318)
ngG

Figura 12
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Resultados de ajuste L-B
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Analisis cinético enzimatico de actividad RNasa de
proteinas de fusion de RNasa y Fc

L-B_SPL1 | IRNasaA | v=A'X+B |1,17E-08 3 /% |0 088
¢ 12E+08 123912
hRNasaWT- | ., ;. el 1.34E-
LB sPL2 RS L YeA+B |1.26E:08) (130" | 0,960
14E+08] 171662
L-B SPL3 | RSLVI25 | Y=A"X+B |3226-08] 2%°E 15004
0% 4,1E+08 13,1429
N 5 08E-
LB SPL4 | RSLVIZE | Y=AX+B [231E-08 *00F 10,996
U 2E+08] 454724
hRNasaGas0 7 BBE
LB SPL5 | -SCCH- | Y=A"X+B |166E-08 "% 10,975
TMigG 136408 21671

Figura 13
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Analisis de citotoxicidad en células THP1 tratadas con proteinas de fusion
de RNasa y Fc con dominios Fc de tipo silvestre y mutantes
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Perfil de FACS de células tratadas con proteinas de fusion de RNasa
y Fc con dominios Fc Wt y mutantes
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Figura 15
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RSLV-132 inhibe potentemente la produccion de IFN
inducida por IC del enfermo de LES

Inhibiciéon por RSLV de IC IFN-a

s L RELV-128 10
s MG EELVWERE 8
wepers RNasa A T

u

Figura 16

83



ES 2 666 303 T3

Fol BeL
B B R YT BTV R T T
@ﬁ. &
ik .00
1000
WA
% @@
Yoo o
“% Looc
& Looy

Ll

BAlle|aJ ugisaldxg

einbi4

EEL AYEY oBeN "ipp cooueld Pad Bg

OAIA Ul NYV Jod eplonpul Nd| 3p UQidonpoud e| sjuawizedya aqiyul Zei-ATSy

ST T
- o5
YR =t ‘

LT - b
st

o

~E T

e, OB

POT  Lggp

BAlje[al ugisaidx3

84



ES 2 666 303 T3

RSLV-132 es una RNasa altamente activa
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RSLV-133 demuestra un resto de RNasa altamente activo
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Figura 19
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RSLV-133 demuestra un resto de DNasa altamente activo

Comparacion de enzimas equimolares
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Figura 20
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RSLV-133 contiene gran cantidad de un resto de DNasa altamente activo
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Figura 21
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RSLV-132 demuestra union a receptor de
Fc reducida

Intensidad de fluorescencia media

Unidn de proteina de fusion de RNasa y Fc con células THP1
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Figura 22
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