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DESCRIPCION
Composiciones relacionadas con SAH y métodos de uso
1 Antecedentes de la invencion

El receptor Fc neonatal (FcRn) prolonga la vida tanto de IgG como de seroalbumina humana SAH), por un
mecanismo dependiente del pH, uniéndose especificamente a ambas moléculas al pH acido del endosoma y
reciclandolas de nuevo a la superficie celular, desviando de este modo ambas moléculas de la ruta de degradacion
lisosdmica por defecto. Se ha demostrado que la capacidad de unién a FcRn es intrinseca al dominio Il de
albdimina.

2 Sumario de la invencién

En este documento se divulgan composiciones relacionadas con SAH y métodos de uso. La presente invencion
proporciona polipéptidos quiméricos que comprenden una parte de seroalbumina bovina (SAH) que comprende un
fragmento de unién de FcRn neonatal y un polipéptido heterélogo o un fragmento bioactivo del mismo como se
define en las reivindicaciones, asi como composiciones que comprenden los polipéptidos quiméricos en combinacion
con un vehiculo farmacéutico como se define en las reivindicaciones. También se proporcionan en este documento
construcciones para producir dichos polipéptidos quiméricos como se define en las reivindicaciones. La invencién
proporciona ademas polipéptidos que comprenden una parte de seroalbumina humana (SAH), que es una parte de
SAH que comprende el dominio 1l de SAH, o un fragmento de unién al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo, en el
que el dominio Ill de SAH es como se define en las reivindicaciones. La invencién también proporciona polipéptidos
quiméricos que comprenden una parte de seroalbdmina humana (SAH), que es una parte de SAH que comprende el
dominio Ill de SAH. o un fragmento de unién al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo, y una proteina heteréloga,
en la que el polipéptido quimérico retiene una actividad funcional de la proteina heterdloga y puede unirse a un
FcRn, y el dominio Il de SAH comprende al menos una sustitucion de aminoacido para aumentar una o ambas de la
afinidad por FcRn y semivida en suero del polipéptido quimérico respecto a un polipéptido quimérico de control en
que la parte de SAH no incluye dichas sustituciones de aminoacido como se define en las reivindicaciones.
Adicionalmente, en este documento se proporcionan métodos de aumento de la semivida en suero de una proteina
como se define en las reivindicaciones.

El polipéptido quimérico de la presente invencion tiene una o ambas de afinidad aumentada por FcRn y semivida en
suero aumentada respecto a un polipéptido de control como se define en las reivindicaciones. En determinadas
realizaciones, el polipéptido quimérico tiene una semivida en suero aumentada. En determinadas realizaciones, el
polipéptido quimérico tiene tanto afinidad aumentada por FcRn como semivida en suero aumentada. En
determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico tiene afinidad aumentada por FcRn a pH acido (por ejemplo, pH
de aprox. 5,5). En otras realizaciones, el polipéptido quimérico tiene afinidad aumentada por FcRn a pH acido (por
ejemplo, pH de aprox. 5,5), la afinidad del polipéptido quimérico por FcRn a pH neutro (por ejemplo, pH de aprox.
7.,4) no se altera sustancialmente.

La divulgacion contempla todas las combinaciones de cualquiera de los aspectos y realizaciones anteriores, asi
como combinaciones con cualquiera de las realizaciones expuestas en la descripcion detallada y los ejemplos.

La invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas.
3 Breve descripcién de los dibujos

Con el fin de ilustrar la invencion, se representan en los dibujos determinadas realizaciones de la invencién. Sin
embargo, la invencién no esta limitada a las disposiciones precisas e instrumentos de las realizaciones
representadas en los dibujos.

La figura 1 proporciona el analisis cinético y de equilibrio de la unién de FcRn humano al dominio Il de seroalbumina
humana (SAH). En esta ocasidn se presentan la cinética de asociacion, disociacion derivada de SPR y la constante
de unién en equilibrio para la union de FcRn humano al dominio Ill inmovilizado a pH 5,5. La figura 1A representa un
gel de PAGE tefiido con Coomassie que documenta la expresion satisfactoria y purificacion del dominio Il de SAH a
partir de Pichia Pastoris (indicada por flecha). La figura 1B representa un sensograma de unién generado por la
inyeccion de una gama de concentraciones de FcRn sobre el dominio Il inmovilizado en un chip CM5. La figura 1C
representa un diagrama de la respuesta de union en equilibrio frente a la concentracién de FcRn ajustado al modelo
de afinidad en equilibrio.

La figura 2 proporciona una representacion esquematica de diversos disefios de construccion, asi como informacion
respecto a la purificacion y caracterizacion de IgG fusionada a SAH e IgG fisionada el dominio Ill. La figura 2A
representa la construccion de ADN de la cadena pesada de la proteina de fusion recombinante de I9gG-SAH o IgG-
dominio Ill, asi como la variante YTE. La figura 2B representa el analisis de SDS PAGE de proteinas de fusién
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purificadas (5 pg/carril) en condiciones reductoras y no reductoras. La figura 2C representa la cromatografia por
exclusion de tamario analitica de proteinas de fusion de IgG purificadas.

La figura 3 proporciona las constantes en equilibrio derivadas de SPR para la uniéon de FcRn humano a IgG
fusionada con SAH e IgG fusionada con el dominio Ill. Se representaron las UR en equilibrio (Req) para cada
inyeccion de FcRn frente a la concentracién de FcRn humano, y los datos se ajustaron a un modelo de afinidad en
equilibrio para calcular la Kp para IgG inmovilizada (panel A), IgG fusionada a SAH (panel B) e IgG fusionada al
dominio Il (panel C). Los sensogramas en los recuadros muestran la masa (unidades de resonancia) de FcRn unido
a ligando inmovilizado en el eje de ordenadas después de la sustraccion del blanco frente al tiempo en el eje de
abscisas.

La figura 4 proporciona evidencias que indican que el epitopo en SAH para FcRn es un epitopo conformacional. Se
incubé Sepharose (S)-SAH, S-IgG o S-Tris tratados de tres maneras diferentes con FcRn a pH 5,5. Se eluyé el FcRn
unido y se cuantificé por inmunotransferencia con anticuerpo anti-B2 microglobulina. Se muestran las posiciones de
los marcadores de peso molecular (M, in kD). El carril 1 contiene 20 pg de FcRn humano, la cantidad afiadida a cada
muestra adsorbente.

La figura 5 muestra que SAH y el dominio Il presentados en la superficie de células de levadura (S. cerevisiae)
retienen la capacidad de unién a FcRn. La figura 5A representa la deteccién por citometria de flujo de SAH o el
dominio Il en células de S. cerevisiae transformadas con un plasmido de presentacion en superficie celular pYD1
inducible por galactosa usando anticuerpo anti-SAH conjugado con FITC. Las células se indujeron con galactosa
durante los tiempos indicados. El panel B representa la unién de FcRn humano biotinilado a SAH o el dominio Il
presentado en células de S. cerevisiae inducidas durante 48 h y visualizadas por ficoeritrina antiestreptavidina
usando citometria de flujo. Se usaron células de levadura transformadas con un scfv como control para la
fluorescencia de fondo para FITC, asi como ficoeritrina. Los experimentos se expresan como histogramas de
intensidad de fluorescencia (escala logaritmica) frente a la cantidad de células.

La figura 6 proporciona una alineacién de secuencias de aminoacidos del dominio Il de diferentes especies (ser
humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo). La alineacion
en los paneles A-D incluye pollo mientras que los paneles EH- excluyen pollo. Los restos de aminoacido
conservados entre la diferentes especies estan marcados con una linea continua y los restos de cisteina
conservados estan marcados con una linea discontinua. Los restos de aminoacido sombreados no estan
conservados entre las especies. Obsérvese que la numeracion de aminoacidos en la figura 6 es Unicamente con
respecto a un dominio lll humano, en lugar de la mostrada con respecto a la numeracion del dominio Il respecto a la
SAH madura de longitud completa.

La figura 7 muestra que la fusién de SAH a una IgG que es de tipo silvestre aumenta la persistencia en suero hasta
un nivel similar al observado para la variante IgG-YTE. El % de la muestra inyectada que permanece en el suero se
representa a lo largo del tiempo (de 1 a 240 horas).

La figura 8 representa los mapas plasmidicos de los vectores con entrada en la coleccion de presentaciéon en
superficie celular de scFv-Fc. El panel A representa el mapa plasmidico del vector pENDisplay que contiene un
casete scFv Fc-GPl-anclaje unido de forma funcional a un promotor (en esta ocasién un promotor de CMV) y que
termina con la secuencia poliA (en esta ocasion la secuencia poliA de BGH). La parte scFv esta flanqueada por los
sitios de las enzimas de restriccion Sfi | y Not | para facilitar la clonacién de diversas secuencias scFv. Los sitios
attL1 y attL2 flanquean el casete de expresion scFv-GPl-anclaje. El panel B representa el mapa plasmidico del
vector pENDisplay-OriP que se basa en el vector mostrado en el panel A, pero que incorpora la secuencia OriP
(véase la figura 9C) después de la cola poliA del casete scFv-Fc-GPl-anclaje.

La figura 9 proporciona una representacion de EBNA-1 y OriP. Las secuencias de aminoacidos y nucledtidos para un
EBNA-1 se proporcionan en los paneles A y B, respectivamente. La secuencia de un OriP se proporciona en el panel
C.

La figura 10 proporciona un esquema de un vector de expresion adenovirico genérico representativo para la
expresion de una o mas proteinas de interés. El vector representado incluye: una secuencia de ADN de interés que
codifica una o mas proteinas de interés; una secuencia OriP y opcionalmente una region codificante EBNA-1. Estos
componentes estan opcionalmente flanqueados por los sitios de recombinacion att que también pueden usarse para
la construccion del vector. Estos componentes estan flanqueados en una lado por un genoma adenovirico, en este
caso que tiene una eliminaciéon del gen E1 y/o E3 o por una secuencia ITR. Las secuencias ITR 3' y 5' estan
indicadas. El vector también proporciona secuencias para la replicacion (por ejemplo, origen de E. coli y seleccion
por antibidtico (por ejemplo, resistencia a ampicilina) en una célula bacteriana para facilitar la construccion, la
propagacion y la seleccion, estos componentes estédn ubicados de manera que no se incorporaran en el adenovirus
rescatado.

La figura 11 muestra que la SAH presentada en la superficie de células de mamifero (células 293F) retiene la
capacidad de unién a FcRn. El panel A representa la construccion de expresion de mamifero denominada pEN-SAH-
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GPI que comprende un promotor de CMV (linea gruesa), una secuencia sefal (linea discontinua borrosa), una
marca Flag N-terminal (linea discontinua delgada), conectores (G4S); (linea continua delgada) que flanquean la
parte de SAH (recuadro sombreado) y la secuencia DAF-GPI. El panel B representa la deteccion por citometria de
flujo de SAH sobre la superficie de células 293-F infectadas con adenovirus generado a partir de pEN-SAH-GPI
después de 16 y 24 horas, o un plasmido de control que codifica una proteina de fusion scFv-Fc de control usando
anticuerpo anti-SAH conjugado con FITC (panel A). Los paneles C y D representan la union de FcRn humano
biotinilado (25 pg/ml y 5 pg/ml, respectivamente) a SAH presentada en las células 293F visualizadas por ficoeritrina
antiestreptavidina usando citometria de flujo. Los experimentos se expresan como histogramas de intensidad de
fluorescencia (escala logaritmica) frente a la cantidad de células.

La figura 12 muestra cambios en los perfiles de uniéon de FcRn humano biotinilado con SAH de tipo silvestre (SAH-
wt) y las dos colecciones de mutantes de SAH (SAH-DIII-lib1 y SAH-DIII-lib2) presentadas en células 293F. El panel
A representa la deteccion por citometria de flujo de SAH sobre la superficie de células 293-F infectadas con
colecciones de SAH-DIII de tipo silvestre y mutantes. El panel B representa la deteccion por citometria de flujo de
FcRn humano biotinilado unido a SAH sobre la superficie celular visualizado por ficoeritrina antiestreptavidina. Los
experimentos se expresan como histogramas de intensidad de fluorescencia (escala logaritmica) frente a la cantidad
de células.

La figura 13 muestra los perfiles de clasificacion por FACS de células que expresan SAH de tipo silvestre (SAH-wt,
panel A) y las dos colecciones de mutantes de SAH (SAH-DIII-lib1 y SAH-DIII-lib2, paneles B y C, respectivamente)
tefiidas con FcRn humano biotinilado (10 pyg/ml) detectado con ficoeritrina antiestreptavidina.

La figura 14 muestra los cambios en los perfiles de unién de FcRn humano biotinilado a células 293F que expresan
en su superficie celular SAH de tipo silvestre (SAH-wt), la coleccion de mutantes SAH-DIlI-lib1 antes de la
clasificacion y después de una primera y segunda rondas de clasificacion. El panel A representa la detecciéon por
citometria de flujo de SAH sobre la superficie de células 293F que expresan el tipo silvestre, la SAH-DIII-lib1 antes
de la clasificacién y después de una primera y segunda rondas de clasificacién. Los paneles B y C representan la
union de FcRn humano biotinilado (1 pg/ml y 0,1 ug/ml, respectivamente) al mismo conjunto de células visualizado
por ficoeritrina antiestreptavidina usando citometria de flujo. Los experimentos se expresan como histogramas de
intensidad de fluorescencia (escala logaritmica) frente a la cantidad de células.

La figura 15 muestra que la unién de FcRn a SAH mutante presentada sobre la superficie celular es de dependiente
del pH. Los paneles A y B muestran la deteccion por citometria de flujo de FcRn humano biotinilado detectado con
ficoeritrina antiestreptavidina en la superficie de células 293F que expresan una proteina de fusion scFv-Fc de
control, SAH de tipo silvestre y tres mutaciones representativas (véase la tabla 5) a pH 5,5 (0,1 ug/ml de FcRn, panel
A)y pH 7,2 (10 ug/ml, panel B). El panel C muestra la deteccion de citometria de flujo de SAH sobre la superficie de
estas células usando anticuerpo anti-SAH conjugado con FITC.

La figura 16 muestra que las mutaciones de SAH mas aisladas tienen mayor afinidad por FcRn medida por
citometria de flujo. Se analizé la SAH de tipo silvestre y un panel de mutantes seleccionados para la uniéon a FcRn
humano biotinilado a diferentes concentraciones por citometria de flujo. Los datos se representan como IFM sobre la
concentracion de FcRn.

La figura 17 representa la ubicacién de varias variantes sobre la estructura resuelta de SAH (n.° de acceso a PDB
1BMO). El grueso de la estructura se representa como un diagrama de cintas con los restos L463, E495, T508, 1523
y K534 representados por varillas e indicados con flechas. Los bucles 6 y 7 y las hélices 7 y 8 que abarcan los restos
492-536 estan rodeados con un circulo. La mayoria de los puntos calientes y los puntos preferidos se encuentran en
esta region.

4. Descripcion detallada de la invencion
4.1 Introduccion

El receptor Fc neonatal (FcRn) prolonga la vida tanto de IgG como de seroalbumina humana (SAH), por un
mecanismo dependiente del pH, uniéndose especificamente a ambas moléculas al pH acido del endosoma y
reciclandolas de nuevo a la superficie celular, desviando de este modo ambas moléculas de la ruta de degradacion
lisosomica por defecto. Se ha demostrado que la capacidad de unién a FcRn es intrinseca al dominio Il de
albumina. Como se demuestra en este documento, la adicién del fragmento de unién a FcRn de SAH puede usarse
para aumentar la semivida en suero de una proteina y/o la afinidad de unién a FcRn de agentes terapéuticos tales
como anticuerpos, alternativas de anticuerpo, proteinas, esqueletos proteinicos y péptidos. En particular, como se
demuestra en este documento, la afinidad de unién a FcRn a pH acido (por ejemplo, pH de aprox. 5,5) se aumenta
mientras que la afinidad a pH neutro (por ejemplo a pH de aprox. 7,4) no se altera sustancialmente. Los polipéptidos
quiméricos que comprenden las variantes del dominio de unién a FcRn de la divulgacién pueden aumentar la
semivida en suero o la afinidad de unién a FcRn de la proteina incluso mas que el dominio de unién a FcRn de tipo
silvestre. Los polipéptidos variantes de SAH de la invencién pueden servir como esqueletos para la unién a una
diana terapéutica o pueden acoplarse a gentes terapéuticos.
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La divulgacion proporciona variantes del dominio Ill. Dichas variantes del dominio Ill pueden usarse en solitario o
pueden usarse en el contexto de una secuencia de SAH adicional para aumentar la semivida en suero y/o la afinidad
de unién a FcRn de una proteina heterélogo y/o un agente no proteinico.

Los polipéptidos quiméricos y variantes de SAH divulgados en este documento tienen numerosos usos. Se aprecia
que las proteinas y otras moléculas a veces se eliminan del organismo humano o el organismo de un animal de
forma relativamente rapida. La rapida eliminacion puede socavar la capacidad de estudiar las proteinas y otras
moléculas en modelos animales y pueden socavar la capacidad de usarlas de forma eficaz con fines terapéuticos.
En algunos casos, una proteina se elimina tan rapidamente que no tiene efecto terapéutico. En otros casos, una
proteina se elimina a una tasa que necesita una frecuente dosificacion. La frecuente dosificacion aumenta los costes
asociados con los tratamientos, y también aumenta el riesgo de incumplimiento con un régimen terapéutico. En
algunos casos, una proteina se elimina a una tasa que necesita administrar una dosis mayor. Las dosis mayores de
un agente activo pueden aumentar el riesgo de efectos secundarios, incluyendo reacciones inmunitarias.

Los polipéptidos quiméricos y polipéptidos de SAH variantes de la presente divulgacion ayudan a abordar los
problemas asociados con la eliminacién rapida o relativamente rapida de proteinas aumentando la semivida en
suero y/o la afinidad con FcRn. Asimismo, puede conjugarse un agente no proteinico a polipéptidos de SAH
variantes de la presente divulgacion para aumentar la semivida en suero y/o la afinidad por FcRn.

4.2 Terminologia

Antes de continuar describiendo la presente invencién en mayor detalle, debe entenderse que esta invencién no esta
limitada a las composiciones o etapas del proceso especificas, ya que estas pueden variar. Debe apreciarse que,
como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, la forma singular "uno", "una" y "el" o
"la" incluyen referente plurales salvo que el contexto indique claramente lo contrario.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia a la que se refiere esta invencion.
Por ejemplo, el Concise Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Juo, Pei-Show, 2.2 ed., 2002, CRC Press;
The Dictionary of Cell and Molecular Biology, 3.2 ed., 1999, Academic Press; y el Oxford Dictionary Of Biochemistry
And Molecular Biology, revisado, 2000, Oxford University Press, proporcionan al experto un diccionario general de
muchos de los términos usados en esta invencion.

Los aminoacidos pueden mencionarse en este documento por sus simbolos de tres letras habitualmente conocidos o
por los simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB. Los
nucleostidos, asimismo, se pueden mencionar por sus cédigos de una letra habitualmente aceptados. Como se usa
en este documento "sustitucién de aminoacido" significa el remplazo de un aminoacido en un posicién particular en
una secuencia polipeptidica precursora con otro aminoacido. Por ejemplo, la sustitucion L463N se refiere a un
polipéptido variante en que la leucina en la posicién 463 esta remplazada con asparagina.

La numeracion de los aminoacidos en el dominio variable, la regién determinante de complementariedad (CDR) y las
regiones flanqueantes (FR), de un anticuerpo sigue, salvo que se indique lo contrario, la definicion de Kabat
expuesta en Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991). Usando este sistema de numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal
real puede contener menos aminoacidos o aminoacidos adicionales correspondientes a un acortamiento o insercion
en, una FR o CDR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir una unica
insercion de aminoacido (resto 52a de acuerdo con Kabat) después del resto 52 de H2 y restos insertados (por
ejemplo, los restos 82a, 82b y 82c, etc. de acuerdo con Kabat) después del resto 82 de FR de la cadena pesada. La
numeracion de Kabat de los restos puede determinarse para un anticuerpo dado por alineacion en las regiones de
homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada de Kabat "convencional". La alineacion
maxima de los restos flanqueantes frecuentemente requiere la insercion de restos "espaciadores" en el sistema de
numeracion, a usar para la regiéon Fv. Ademas, la identidad de determinados restos individuales en cualquier nimero
de sitio Kabat dado puede variar de una cadena de anticuerpo a otra debido a divergencia entre especies o alélica.

Como se usa en este documento, los términos "anticuerpo" y "anticuerpos", también conocidos como
inmunoglobulinas, abarca anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa),
anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos formados a partir de al menos dos fragmentos de unién a
epitopos diferentes (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos camelizados, anticuerpos quiméricos, Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de cadena sencilla,
anticuerpos de un dominio, anticuerpos de dominio, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2, fragmentos de anticuerpo
que muestran la actividad biolégica deseada (por ejemplo, la parte de unién a antigeno), Fv unidos por disulfuro
(dsFv) y anticuerpos antiidiotipo (anti-Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-ld contra anticuerpos de la
invencion), intracuerpos y fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de los anteriores. En particular, los
anticuerpos incluyen moléculas de inmunoglobulina y fragmentos inmunolégicamente activos de moléculas de
inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen al menos un sitio de unién a antigeno. Las moléculas de
inmunoglobulina pueden ser de cualquier isotipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), subisotipo (por
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ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) o alotipo (por ejemplo, Gm, por ejemplo, G1m(f, z, a o x), G2m(n),
G3m(g, b, o c), Am, Em, y Km(1, 2 o 3)). Los anticuerpos pueden obtenerse de cualquier mamifero, incluyendo,
aunque sin limitacion, seres humanos, monos, cerdos, caballos, conejos, perros, gatos, ratones, etc., u otros
animales tales como aves (por ejemplo, pollos).

Como se usa en este documento, la expresion "SAH de longitud completa" se refiere a la proteina seroalbumina
humana de longitud completa madura o a una secuencia de nucleétidos que codifica dicha proteina. La proteina
SAH de longitud completa es de aproximadamente 585 aminoacidos (después de la eliminacién de la pro- y
preprosecuencia del extremo N). La proteina SAH de longitud completa madura (también mencionada como SAH
madura de longitud completa) se expone en la SEQ ID NO: 2. En determinadas realizaciones, la SAH de longitud
completa se refiere a la forma de longitud completa madura de SAH sin prosecuencias. La secuencia de prepro-SAH
(antes de la eliminacién de las pro y preprosecuencias del extremo N) es de 609 aminoacidos y se expone en el
numero de acceso de GenBank NP_000468. Ademas, la identidad de determinados restos individuales puede variar
de los presentados en la SEQ ID NO: 2 debido a divergencia alélica. Las variaciones alélicas que se producen en el
dominio Ill de SAH incluyen: R — C en el resto 410; K — E en el resto 466; E — K en el resto 479; D — N en el resto
494; E — K en el resto 501; E — K en el resto 505; V — M en el resto 533; K — E en el resto 536; K — E en el resto
541; D - Ao D — G en el resto 550; K — E en el resto 560; D — N en el resto 563; E — K en el resto 565; E — K
en el resto 570; K — E en el resto 573; K — E en el resto 574; GKKLVAASQAALGL — PTMRIRERK en los restos
572-585; y LVAASQAALGL — TCCCKSSCLRLITSHLKASQ PTMRIRERK 575-585, numerados respecto a la
posicion en la SAH madura de longitud completa.

Como se usa en este documento, la expresion "dominio Ill de SAH" se refiere al dominio Il convencional de SAH
que abarca los aminoacidos 381-585 de la SAH madura de longitud completa, de aproximadamente 205
aminoacidos, o una secuencia de nucleétidos que codifica dicha proteina. El dominio Il de SAH también se abrevia
en este documento domo dominio Ill o simplemente DIll. La secuencia de aminoacidos para el polipéptido del
dominio Il se expone en la SEQ ID NO: 1. Como se indica anteriormente, la identidad de determinados restos
individuales puede variar de los presentados en la SEQ ID NO: 1 debido a divergencia alélica.

Como se usa en este documento, la expresion "polipéptido quimérico" se refiere a un polipéptido que comprende al
menos dos partes que no son heterdlogas una con respecto a la otra. Por ejemplo, Un polipéptido quimérico,
también mencionado como polipéptido de fusion o proteina de fusion, comprende al menos una parte de SAH unida
a una parte de proteina heterdloga. La parte de SAH y la parte de proteina heteréloga pueden ser en si mismas
fusiones a, por ejemplo, Fc u otros restos. La parte de SAH y la parte de proteina heter6loga pueden unirse
mediante interacciones covalentes o no covalentes. A modo de ejemplo, la parte de SAH y la parte de proteina
heteréloga pueden conjugarse quimicamente entre si o pueden fusionarse de forma recombinante (por ejemplo,
fusion traduccional en fase).

Como se usa en este documento, la expresion "proteina heterdloga" se refiere a la totalidad o una parte de una
proteina que no es SAH. Aunque la expresion genérica "proteina heterdloga" se usa en este documento, la
expresion pretende abarcar péptidos bioactivos de longitudes variables, asi como proteinas de longitud completa o
sustancialmente completa, incluyendo anticuerpos y fragmentos de anticuerpo. Las proteinas heterélogas preferidas
pueden usarse y estudiarse con fines terapéuticos. Las clases ejemplares de proteinas heterélogas incluyen, aunque
sin limitacién, enzimas, citocinas y factores de crecimiento.

Como se usa en este documento, los polipéptidos SAH incluyen diversos fragmentos bioactivos y variantes,
proteinas de fusién y formas modificadas del polipéptido SAH de tipo silvestre. Dichos fragmentos bioactivos o
variantes, proteinas de fusiéon y formas modificas de los polipéptidos SAH tienen al menos una parte de la secuencia
de aminoacidos de identidad de secuencia sustancial con la proteina SAH natural, y retienen al menos la actividad
de unién a FcRn de la proteina SAH natural. En determinadas realizaciones, un fragmento bioactivo, variante o
proteina de fusiéon de un polipéptido SAH comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a un polipéptido SAH. Como se usa en este documento, se
entiendo que "fragmentos" incluyen fragmentos bioactivos o variantes bioactivas que muestran actividad de unién a
FcRn. Los fragmentos bioactivos adecuados pueden usarse para generar polipéptidos quiméricos, y dichos
polipéptidos quiméricos pueden usarse en cualquiera de los métodos descritos en este documento.

Como se usa en este documento, los términos "mutado”, "mutante" y similares se refieren a una molécula, en
particular una polipéptido SAH, que ha experimentado eliminacion, adicion o sustitucion de uno o mas aminoacidos
usando técnicas bien conocidas para mutagénesis dirigida al sitio o cualquier otro método convencional.

4.3 Dominio Ill de SAH

En este documento se divulga un polipéptido variante de seroalbumina humana (SAH), que comprende el dominio I
de SAH o un fragmento de unién al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo, en el que dicho polipéptido variante
puede unirse a un FcRn y en el que dicho dominio Il de SAH comprende de una a dieciocho sustituciones de
aminoacido para aumentar la semivida en suero o para aumentar la afinidad de dicho polipéptido variante por FcRn
respecto a un polipéptido de SAH de control que carece de dichas sustituciones de aminoacido.
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Las una a dieciocho sustituciones de aminoacido pueden aumentar la afinidad del polipéptido variante de SAH por
FcRn. Las una a dieciocho sustituciones de aminoacido pueden aumentar la semivida en suero del polipéptido
variante de SAH. Las una a dieciocho sustituciones de aminoacido pueden aumentar tanto la afinidad del polipéptido
variante de SAH por FcRn como la semivida en suero del polipéptido variante de SAH. Las una a dieciocho
sustituciones de aminoacido pueden aumentar la afinidad del polipéptido variante de SAH por FcRn a pH acido (por
ejemplo, pH de aprox. 5,5). Las una a dieciocho sustituciones de aminoacido pueden aumentar la afinidad del
polipéptido variante de SAH por FcRn a pH acido (por ejemplo, pH de aprox. 5,5), pero no alteran sustancialmente la
afinidad del polipéptido variante de SAH por FcRn a pH neutro (por ejemplo, pH de aprox. 7,4.

En determinadas realizaciones, la variante de SAH como se define anteriormente se une a FcRn y tiene una tasa de
inactivacion o una tasa de activacion que difiere de las de dicho polipéptido SAH de control. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, la variante de SAH como se define anteriormente se une a FcRn y tiene una tasa de
activacion mas rapida y/o una tasa de inactivacion mas lenta. En otras realizaciones, la tasa de activacion es mas
lenta y/o la tasa de inactivacion es mas rapida.

En determinadas realizaciones, la divulgacion proporciona polipéptidos quiméricos como se define anteriormente
que incluyen una parte de SAH, que es una parte de SAH que comprende el dominio Ill o una parte de unién a FcRn
del mismo, y una proteina heterdloga, en los que el polipéptido quimérico retiene una actividad funcional de la
proteina heteréloga. En determinadas realizaciones, la parte de SAH comprende el polipéptido SAH completo o un
fragmento bioactivo que comprende el dominio Ill de SAH, o un fragmento de unién al receptor Fc neonatal (FcRn)
del mismo. En determinadas realizaciones, la parte de SAH comprende el dominio Ill de SAH o un fragmento de
unién al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo y al menos una parte de otro dominio de SAH, por ejemplo, al
menos una parte del dominio | de SAH o al menos una parte del dominio Il de SAH, o al menos una parte de los
dominios | y Il de SAH. Como se usa en este documento, el dominio | de SAH comprende los restos 1-197; el
dominio Il de SAH comprende los restos 189-385; el dominio Ill de SAH comprende los restos 381-585 numerados
respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa.

En este documento se divulga un polipéptido quimérico que tiene una o ambas de afinidad aumentada por FcRn y
semivida en suero aumentada respecto a un polipéptido de control que no comprende la parte de SAH. El
polipéptido quimérico puede tener afinidad aumentada por FcRn. El polipéptido quimérico puede tener una semivida
en suero aumentada. El polipéptido quimérico puede tener tanto afinidad aumentada por FcRn como semivida en
suero aumentada. El polipéptido quimérico puede tener afinidad aumentada por FcRn a pH &cido (por ejemplo, pH
de aprox. 5,5). El polipéptido quimérico puede tener afinidad aumentada por FcRn a pH acido (por ejemplo, pH de
aprox. 5,5), la afinidad del polipéptido quimérico por FcRn a pH neutro (por ejemplo, pH de aprox. 7,4) no se altera
sustancialmente.

Ademas, en este documento se describe el dominio Il de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye de una a dieciocho sustituciones de aminoacido para aumentar una o
ambas de la afinidad por FcRn y semivida en suero del polipéptido quimérico respecto a un polipéptido quimérico de
control en que la parte de SAH no incluye dichas sustituciones de aminoacido. Las una a dieciocho sustituciones de
aminoacido divulgadas en este documento pueden aumentar la afinidad del polipéptido quimérico por FcRn. Las una
a dieciocho sustituciones de aminoacido divulgadas en este documento pueden aumentar la semivida en suero del
polipéptido quimérico. Las una a dieciocho sustituciones de aminoacido divulgadas en este documento pueden
aumentar tanto la afinidad del polipéptido quimérico por FcRn como la semivida en suero del polipéptido quimérico.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 sustituciones
de aminoacido. Asimismo, en el contexto de polipéptidos variantes de SAH que comprenden el dominio Il o una
parte de union a FcRn del mismo, el dominio Il incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 0 18
sustituciones de aminoacido. En este documento se divulga una sustitucion de aminoacido que no es Unicamente la
sustitucion de un unico aminoacido por otro resto presente en una variante alélica.

En este documento se divulga el dominio Il de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye al menos una sustitucion de aminoacido en cualquiera de las siguientes
posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 381, resto 383, resto
391, resto 401, resto 402, resto 407, resto 411, resto 413, resto 414, resto 415, resto 416, resto 424, resto 426, resto
434, resto 442, resto 445, resto 447, resto 450, resto 454, resto 455, resto 456, resto 457, resto 459, resto 463, resto
495, resto 506, resto 508, resto 509, resto 511, resto 512, resto 515, resto 516, resto 517, resto 519, resto 521, resto
523, resto 524, resto 525, resto 526, resto 527, resto 531, resto 535, resto 538, resto 539, resto 541, resto 557, resto
561, resto 566, resto 569.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que comprende sustituciones de aminoacido en cualquiera de las siguientes
posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura de longitud completa: (a) restos 383 y 413; (b)
restos 401 y 523; (c) restos 407 y 447; (d) restos 407 y 447 y 539; (e) restos 407 y 509; (f) restos 407 y 526; (9)
restos 411 y 535; (h) restos 414 y 456; (i) restos 415 y 569; (j) restos 426 y 526; (k) restos 442 y 450 y 459; (1) restos

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678 144 T3

463 y 508; (m) restos 508 y 519 y 525; (n) restos 509 y 527; (o) restos 523 y 538; (p) restos 526 y 557; y (q) restos
541y 561.

En este documento se divulga que la afinidad por FcRn y/o la semivida en suero aumentadas pueden evaluarse
frente a un control diferente. Por ejemplo, las propiedades del polipéptido quimérico pueden evaluarse frente a las de
la proteina heterdloga en ausencia de una parte de SAH o pueden evaluarse frente a las de la misma parte de SAH
0 una similar, en ausencia de las sustituciones de aminoacido y/o en ausencia de la proteina heteréloga. Asimismo,
un polipéptido variante de SAH puede evaluarse frente al de una molécula de SAH que no tiene las sustituciones de
aminoacido.

En este documento se divulga que el polipéptido quimérico/polipéptido variante de SAH se une a FcRn con una
afinidad mayor que dicho polipéptido de control. En este documento se divulgan las una a dieciocho sustituciones de
aminoacido que aumentan la afinidad del polipéptido quimérico/polipéptido variante de SAH por FcRn a pH acido
(por ejemplo, pH de aprox. 5,5). En este documento se divulgan las una a dieciocho sustituciones de aminoacido que
aumentan la afinidad del polipéptido quimérico/polipéptido variante de SAH por FcRn a pH acido (por ejemplo, pH de
aprox. 5,5), pero no alteran sustancialmente la afinidad del polipéptido quimérico por FcRn a pH neutro (por ejemplo,
pH de aprox, 7,4). En este documento se divulga un polipéptido quimérico que se une a FcRn con una afinidad
mayor a pH acido y tiene una semivida en suero aumentada.

El polipéptido quimérico/polipéptido variante de SAH de la invencién puede unirse a FcRn y tiene una tasa de
inactivacion o una tasa de activacion que difiere de la de dicho polipéptido de control. Por ejemplo, el polipéptido
quimérico/polipéptido variante de SAH de la invenciéon puede unirse a FcRn y tiene una tasa de activacion mas
rapida y/o una tasa de inactivacion mas lenta. En otras realizaciones, la tasa de activacion es mas lenta y/o la tasa
de inactivacion es mas rapida.

El dominio Il de SAH de un polipéptido (por ejemplo, variante de SAH o polipéptido quimérico con una parte de
SAH) puede comprender de una a diez sustituciones de aminoacido para aumentar la afinidad del polipéptido por
FcRn y/o aumentar la semivida en suero del polipéptido respecto a un polipéptido de control en que la parte de SAH
no incluye dichas sustituciones de aminoacido. El dominio Il de SAH puede comprender una sustitucion de
aminoacido. El dominio Ill de SAH puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o0 10 sustituciones de aminoacido. También
se divulga en este documento un dominio Il de SAH que comprende 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 sustituciones de
aminoacido. El dominio Il de SAH puede comprender al menos una sustitucion de aminoacido. El dominio Il de SAH
puede comprender al menos diez sustituciones de aminoacido.

Las sustituciones de aminoacido ejemplares incluyen: (i) remplazo con alanina; (ii) sustitucion conservativa de
aminoacido; (iii) sustitucién no conservativa de aminoacido. La divulgacién contempla que todas la sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de un polipéptido dado (puede ser un miembro de una de estas categorias de
sustitucion), y también contempla que cada sustitucion de aminoacido en el dominio Il de un polipéptido dado (por
ejemplo, variante de SAH y polipéptido quimérico con una parte de SAH) puede seleccionarse de forma individual e
independiente de estas categorias.

Una sustitucion (al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio Il de SAH) puede ser de un resto en SAH a
alanina. Una sustitucion (al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del domino Ill de SAH) puede remplazar un resto
de aminoacido neutro dado en SAH con otro resto de aminoacido neutro. Una sustitucién (al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
etc. sustituciones del dominio Ill de SAH) puede remplazar un resto de aminoacido acido dado en SAH con otro resto
de aminoacido acido. Una sustitucion (al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio Ill de SAH) puede
remplazar un resto de aminoacido basico dado en SAH con otro resto de aminoacido basico. La divulgacion
contempla realizaciones en las que cada sustitucion se elige independientemente entre las clases anteriores de
sustituciones. Los polipéptido (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos con una parte de SAH) que
comprenden cualquier combinacion de las categorias anteriores de sustituciones se contemplan especificamente.

Una sustitucién (al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio 11l de SAH) puede remplazar un aminoacido
con otro dentro del siguiente grupo: lisina (K; Lys), arginina (R; Arg); histidina (H; His). Una sustitucién (al menos 1,
2, 3,4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio 1ll de SAH) puede remplazar un aminoacido con otro dentro del siguiente
grupo: aspartato (D; Asp; acido aspartico) y glutamato (E; Glu; acido glutamico). Una sustitucion (al menos 1, 2, 3, 4,
5, 6, etc. sustituciones del dominio Ill de SAH) puede remplazar un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
asparagina (N; Asn), glutamina (Q; GIn), serina (S; Ser), treonina (T; Thr) y tirosina (Y; Tyr). Una sustitucién (al
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio Ill de SAH) puede remplazar un aminoacido con otro dentro del
siguiente grupo: alanina (A; Ala), valina (V; Val), isoleucina (l; lle), leucina (L; Leu), prolina (P; Pro), fenilalanina (F;
Phe), triptéfano (W; Trp), metionina (M; Met), cisteina (C; Cys) y glicina (G; Gly). Una sustitucién (al menos 1, 2, 3, 4,
5, 6, etc. sustituciones del dominio Ill de SAH) puede remplazar un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
fenilalanina, triptéfano y tirosina. Una sustitucion (al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio Il de SAH)
puede remplazar un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: cisteina, serina y treonina. Una sustitucion (al
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio Il de SAH) puede remplazar un aminoacido con otro dentro del
siguiente grupo: asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato. Una
sustitucion (al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, etc. sustituciones del dominio Ill de SAH) puede remplazar un aminoacido con
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otro dentro del siguiente grupo: glicina, serina, treonina, alanina, valina, leucina e isoleucina. La divulgacion
contempla realizaciones en las que dicha sustitucion se elige independientemente entre la categorias anteriores de
sustituciones. Los polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos con una parte de SAH) que
comprenden cualquier combinacién de las clases anteriores de sustituciones se contemplan especificamente.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que tiene afinidad aumentada por FcRn y/o semivida en suero aumentada y que
incluye al menos una sustitucion de aminoacido seleccionada del grupo que consiste en: V381N, V381Q, E383A,
E383G, E383I, E383L, E383V, N391A, N391G, N391l, N391L, N391V, Y401D, Y401E, K402A, K402G, K402I,
K402L, K402V, L407F, L407N, L407Q, L407W, L407Y, Y411Q, Y411N, K413C, K413S, K413T, K414S, K414T,
V415C, V4158, V415T, Q416H, Q416P, V424A, V424G, V4241, V4241, V424N, V424Q, V426D, V426E, V426H,
V426P, G434C, G434S, G434T, E442K, E442R, R445F, R445W, R445Y, P447S, P447T, E450D, E450E, S454C,
S454M, S454T, V455N, V455Q, V456N, V456Q, L457F, L457W, L457Y, Q459K, Q459R, L463N, L463Q, E495D,
T506F, T506W, T506Y, T508K, T508R, T508S, F509C, F509I, F509L, F509M, F509V, F509W, F509Y, A511F,
A511W, A511Y, D512F, D512W, D512Y, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q, T515S, L516F, L516S, L516T,
L516W, L516Y, S517C, S517F, S517M, S517T, S517W, S517Y, K519A, K519G, K519I, K519L, K519V, R521F,
R521W, R521Y, 1523A, 1523D, 1523E, 1523F, 1523G, 1523I, 1523K, 1523L, 1523N, 1523Q, 1523R, 1523V, 1523W, 1523Y,
K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G, K5251, K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S, Q526T,
Q526Y, T527F, T527W, T527Y, E531A, E531G, E5311, E531L, E531V, H535D, H535E, H535P, K538F, K538W,
K538Y, A539l, A539L, A539V, K541F, K541W, K541Y, K557A, K557G, K5571, K557L, K557V, A561F, A561W,
A561Y, T566F, T566W, T566Y, A569H y A569P. Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o
incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Il pueden seleccionarse de las sustituciones anteriores.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye al menos una sustitucion de aminoacido seleccionada del grupo que
consiste en: V381N, E383G, N391V, Y401E, K402A, L407N, L407Y, Y411Q, K414S, K413S, V415T, V415C, Q416P,
V4241, V424Q, V426E, V426H, G434C, E442K, R445W, P447S, E450D, S454C, V455N, V456N, L457F, Q459R,
L463N, E495D, T506Y, T508R, T508S, F509I, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515P, T515Q, T515S, L516T,
L516W, S517C, S517W, K519I, R521W, 1523D, 1523E, 1523Q, 1523K, 1523G, 1523R, 1523Y, K524L, K524V, K525V,
Q526T, Q526M, Q526Y, T527Y, E531l, H535N, H535P, K538Y, A539I, K541F, K557G, A561F, T566W y A569P.
Mas de una sustitucién de aminoé&cido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o incluso todas las sustituciones de aminoacido en
el dominio Il pueden seleccionarse de las sustituciones anteriores.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye al menos una sustitucion de aminoacido seleccionada del grupo que
consiste en: L407N, L407Y, V415T, V4241, V424Q, VA26E, VA26H, P447S, V455N, V456N, L463N, E495D, T506Y,
T508R, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515Q, L516T, L516W, S517W, R521W, 1523D, I523E, 1523G, 1523K,
I1523R, K524L, Q526M, T527Y, H535P y K557G. Mas de una sustitucién de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o
incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Il pueden seleccionarse de las sustituciones anteriores.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye al menos una sustitucion de aminoacido seleccionada del grupo que
consiste en: L407Y, V415T, V4241, V424Q, P447S, V455N, V456N, L463N, E495D, T506Y, T508R, S517W, 1523D,
I1523E, 1523G, 1523K, 1523R, K524L, Q526M, T527Y, H535P y K557G. Mas de una sustitucién de aminoacido (por
ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Ill pueden seleccionarse de las
sustituciones anteriores.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionadas del
grupo que consiste en: (a) E383G/K413S; (b) Y401E/I523G; (c) L407N/P447S; (d) L407N/P447S/A539I; (e)
L407N/F509M; (f) L407Y/Q526T; (g) Y411Q/H535N; (h) K414S/V456N; (i) V415T/A569P; (j) V426H/Q526Y; (k)
E442K/E450D/Q459R; (1) L463N/T508R; (m) T508R/K5191/K525V; (n) F5091/T527Y; (o) 1523Q/K538Y; (p)
Q526M/K557G; y (q) K541F/A561F. Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o incluso todas
las sustituciones de aminoacido en el dominio Ill divulgadas en este documento pueden seleccionarse de las
sustituciones anteriores.

En este documento se divulga el dominio Ill de la parte de SAH de un polipéptido (por ejemplo, polipéptido variante
de SAH o polipéptido quimérico) que incluye sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionadas del
grupo que consiste en: (a) L407N/P447S; (b) L407N/P447S/A539I; (c) L407N/F509M; (d) Y411Q/H535N; (e)
K414S/V456N; (f) V426H/Q526Y; (g) L463N/T508R; (h) F5091/T527Y; (i) 1523Q/K538Y; (j) Q526M/K557G; y (k)
K541F/A561F.

Ademas, los fragmentos o variantes pueden sintetizarse quimicamente usando técnicas conocidas en la técnica
tales como quimica de f-Moc o t-Boc en fase sélida de Merrifield convencional. Los fragmentos o variantes pueden
producirse (de forma recombinante por sintesis quimica) y ensayarse para identificar aquellos fragmentos o
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variantes que pueden funcionar tan bien como o de forma sustancialmente similar a una proteina SAH natural, por
ejemplo.

En determinadas realizaciones, la presente invencion contempla modificar la estructura de un polipéptido SAH para
fines tales como potenciar a eficacia terapéutica o profilactica, o la estabilidad (por ejemplo, semivida en suero, vida
util ex vivo y resistencia a degradacion proteolitica in vivo). Dichos polipéptidos SAH modificados tienen la misma o
sustancialmente la misma bioactividad que el polipéptido SAH de origen natural (es decir, natural o de tipo silvestre).
Los polipéptidos SAH modificados pueden conjugarse con otros restos terapéuticos (por ejemplo, proteinas y
agentes no proteinicos) como se describe en este documento. Los polipéptidos modificados pueden producirse, por
ejemplo, por sustitucién, eliminacién o adicién de aminoacidos. Por ejemplo, es razonables esperar, por ejemplo, que
un remplazo aislado de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con
una serina o un remplazo similar de un aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado (por ejemplo,
sustituciones conservativas de aminoacido) no tengan un efecto principal sobre la actividad biolégica de la molécula
resultante. Los remplazos conservativos son aquellos que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que
estan relacionados en sus cadena laterales.

En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de
un resto que esta conservado entre multiples especies. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH son de restos que estan conservados entre multiple especies. En determinadas
realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH es de un resto que esta
conservado entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo
de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH son de restos que estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata,
ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, al
menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill se SAH es de un resto que esta conservado
entre proteinas seroalbumina de especies altamente conservadas respecto a seres humanos, tales como simios y
monos. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de
SAH es de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de animales que no son mamiferos. En
determinadas realizaciones, toda estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill se SAH son de un resto que
esta conservado entre proteinas seroalbumina de especies altamente conservadas respecto a seres humanos, tales
como simios y monos. En determinadas realizaciones, toda estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de
SAH son de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de animales que no son mamiferos. En
determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un
resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de una mayoria de ser humano, cerdo, rata, ratén, perro,
conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre proteinas
seroalbumina de al menos dos especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano, cerdo, rata, ratén,
perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, al menos
una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre
proteinas seroalbumina de al menos tres especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano, cerdo, rata,
ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, al
menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado
entre proteinas seroalbumina de al menos cuatro especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano,
cerdo, rata, raton, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas
realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta
conservado entre proteinas seroalbumina de al menos cinco especies seleccionadas del grupo que consiste en ser
humano, cerdo, rata, ratdén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En
determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un
resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de entre dos y cinco especies seleccionadas del grupo que
consiste en ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH son de un resto
que esta conservado entre proteinas seroalbimina de una mayoria de ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo,
vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH son de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbimina de al
menos dos especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano, cerdo, rata, raton, perro, conejo, vaca,
pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH son de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de al menos
tres especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo,
burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH son de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de al menos
cuatro especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano, cerdo, rata, ratdn, perro, conejo, vaca, pollo,
burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH son de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de al menos
cinco especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo,
burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de
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aminoacido en el dominio lll de SAH son de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de entre
dos y cinco especies seleccionadas del grupo que consiste en ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca,
pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. Los polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos
quiméricos) que comprenden cualquier combinacién de las categorias anteriores de sustituciones de aminoacido
también estan contemplados.

En este documento se divulga al menos una sustitucién de aminoacido en el dominio Il de SAH en cualquiera de las
siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 383, resto
389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425, resto 442, resto 465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto
502, resto 520, resto 532, resto 536, resto 543 y resto 571. En este documento se divulga al menos una sustitucion
de aminoacido en el dominio Ill de SAH en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la
posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 417, resto 442, resto 499 y resto 502. En este documento se
divulga al menos una sustitucién de aminoacido en el dominio 11l de SAH en cualquiera de las siguientes posiciones,
numeradas respecto a la posicidon en la SAH madura de longitud completa: resto 392, resto 399, resto 403, resto
411, resto 412, resto 414, resto 416, resto 418, resto 420, resto 423, resto 434, resto 437, resto 438, resto 445, resto
448, resto 450, resto 453, resto 461, resto 476, resto 477, resto 484, resto 485, resto 487, resto 488, resto 494, resto
497, resto 507, resto 509, resto 514, resto 529, resto 534, resto 537, resto 540, resto 551, resto 558, resto 559, resto
567, resto 568, resto 572. Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18) o incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Il divulgadas en este documento
pueden estar en los restos anteriores. Se divulgan polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos
quiméricos) que comprenden todas las combinaciones de sustituciones de aminoacido en uno cualquiera o mas de
los restos anteriores.

En este documento se divulga al menos una de las sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH en
cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en el dominio Ill de SAH madura de
longitud completa: resto 383, resto 391, resto 411, resto 414, resto 416, resto 434, resto 442, resto 445, resto 450 y
resto 509.

En este documento se divulga al menos una de las sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH
seleccionadas del grupo que consiste en: E383A, E383G, E383l, E383L, E383V, N391A, N391G, N391I, N391L,
N391V, Y411Q, Y411N, K414S, K414T, Q416H, Q416P, G434C, G434S, G434T, E442K, E442R, R445F, R445W,
R445Y, E450D, E450E, F509C, F509I, F509L, F509M, F509V, F509W y F509Y. Mas de una sustitucion de
aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Il divulgadas en
este documento pueden seleccionarse de las sustituciones anteriores.

En este documento se divulga al menos una de las sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH en
cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posiciéon en el dominio Il de SAH madura de
longitud completa: resto 380, resto 381, resto 384, resto 387, resto 396, resto 401, resto 404, resto 405, resto 406,
resto 409, resto 419, resto 421, resto 422, resto 424, resto 428, resto 430, resto 431, resto 433, resto 441, resto 457,
resto 458, resto 463, resto 464, resto 466, resto 469, resto 470, resto 474, resto 475, resto 480, resto 481, resto 489,
resto 491, resto 495, resto 500, resto 508, resto 510, resto 515, resto 516, resto 524, resto 525, resto 526, resto 528,
resto 531, resto 535, resto 539, resto 544, resto 547, resto 576. Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo,
2,3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18) o incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio
Il divulgadas en este documento pueden estar en los restos anteriores. Se divulgan polipéptidos (por ejemplo,
variantes de SAH y polipéptidos quiméricos) que comprenden todas las combinaciones de sustituciones de
aminoacido en uno cualquiera o mas de los restos anteriores.

En este documento se divulga al menos una de las sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH en
cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en el dominio Ill de SAH madura de
longitud completa: resto 381, resto 401, resto 424, resto 457, resto 463, resto 495, resto 508, resto 515, resto 516,
resto 524, resto 525, resto 526, resto 531, resto 535 y resto 539.

En este documento se divulga al menos una de las sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH
seleccionadas del grupo que consiste en: V381N, V381Q, Y401D, Y401E, V242A, V242G, V424l, V4241, V424N,
V424Q, V424V, L45TF, L457TW, L457Y, L463N, L463Q, E495D, T508K, T508R, T508S, T515C, T515H, T515N,
T515P, T515Q, T515S, L516F, L516S, L516T, L516W, L516Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A,
K525G, K525I, K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S, Q526T, Q526Y, E531A, E531G, E531l, E531L, E531V,
H535D, H535E, H535P, A539I1, A539L y A539V. Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o
incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Il divulgadas en este documento pueden seleccionarse
de las sustituciones anteriores.

En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de
un resto que no esta conservado entre multiples especies. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones
de aminoécido en el dominio Ill de SAH son de restos que no estan conservados entre multiple especies. En
determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un
resto que no estad conservado entre proteinas seroalbumina de ser humano, rata, perro, conejo y vaca. En

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678 144 T3

determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio lll de SAH son de restos que no
estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, rata, perro, conejo y vaca. En determinadas
realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que no
esta conservado entre proteinas seroalbumina de ser humano, rata, perro, conejo y vaca. En determinadas
realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH son de restos que no estan
conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, rata, perro, conejo y vaca. También se contemplan
polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos con una parte de SAH) que comprenden
cualquier combinacion de la categoria anterior de sustituciones de aminoacidos.

En este documento se divulga al menos una sustitucién de aminoacido en el dominio Il de SAH en cualquiera de las
siguientes posiciones, numeradas respecto a la posiciéon en la SAH madura de longitud completa: resto 382, resto
385, resto 390, resto 397, resto 400, resto 402, resto 415, resto 429, resto 432, resto 435, resto 439, resto 440, resto
443, resto 444, resto 446, resto 447, resto 459, resto 471, resto 472, resto 478, resto 479, resto 483, resto 490, resto
492, resto 493, resto 503, resto 511, resto 517, resto 518, resto 519, resto 521, resto 538, resto 541, resto 542, resto
546, resto 549, resto 550, resto 552, resto 554, resto 556, , resto 560, resto 562, resto 563, resto 565 y resto 566.
Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18) o incluso
todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Ill divulgadas en este documento pueden estar en los restos
anteriores. Se divulgan polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos con una parte de SAH)
que comprenden cualquier combinacion de sustituciones de aminoacido en uno cualquiera o0 mas de los restos
anteriores.

En este documento se divulga al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio Ill de SAH que esta en
cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa:
resto 402, resto 415, resto 447, resto 459, resto 511, resto 517, resto 519, resto 521, resto 538, resto 541 y resto
566.

En este documento se divulga al menos una de las sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH
seleccionadas del grupo que consiste en: K402A, K402G, K402l, K402L, K402V, V415C, V415S, V415T, P447S,
P447T, Q459K, Q459R, L463N, L463Q, A511F, A511W, A511Y, S517C, S517F, S517M, S517T, S517W, S517Y,
K519A, K519G, K519I, K519L, K519V, R521F, R521W, R521Y, K538F, K538W, K538Y, K541F, K541W, K541Y,
T566F, T566W y T566Y. Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o incluso todas las
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill divulgadas en este documento pueden seleccionarse de las
sustituciones anteriores.

En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de
un resto accesible en la superficie. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH son de restos accesibles en la superficie. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta tanto accesible en la superficie como
conservado entre multiples especies. En determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de aminoéacido en el
dominio Ill de SAH son de restos que estan tanto accesibles en la superficie como conservados entre multiple
especies. En este documento se divulga al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio Ill de SAH en
cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa:
resto 383, resto 389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425, resto 442, resto 465, resto 467, resto 468, resto 486,
resto 499, resto 502, resto 520, resto 532, resto 536, resto 543 y resto 571. En este documento se divulga al menos
una sustituciéon de aminoacido en el dominio Ill de SAH en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas
respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 417, resto 442, resto 499 y resto 502. En este
documento se divulga al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio Ill de SAH en cualquiera de las
siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 383, resto
391 y resto 442. Mas de una sustitucién de aminoacidos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18) o incluso todas las sustituciones de aminoacido en el dominio Il divulgadas en este documento pueden estar
en los restos anteriores. Se divulgan en este documento polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos
quiméricos) que comprenden cualquier combinacion de las categorias anteriores de sustituciones de aminoacido. En
este documento se divulga al menos una de las sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH seleccionadas
del grupo que consiste en: E383A, E383G, E383I, E383L, E383V, N391A, N391G, N391I, N391L, N391V, E442K,
E442R. Mas de una sustitucion de aminoacido (por ejemplo, 2, 3, 4, 5...) o incluso todas las sustituciones de
aminoacido en el dominio Il divulgadas en este documento pueden seleccionarse de las sustituciones anteriores.

La al menos una sustitucion de aminoacidos en el dominio Ill de SAH divulgada en este documento puede no ser
Unicamente una sustitucion de R410C; K466E; E479K; D494N; E501K; E505K; V533M; K536E536; K541E; D550A o
D550G; K560E; D563N; E565K; E570K; K573E; o K574E.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos con una
parte de SAH) de la presente invencion comprenden un dominio Ill de SAH que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos un 80 %, 85 % o al menos un 90 % idéntico a la SEQ ID NO: 1. El dominio Ill de SAH puede
comprender una secuencia de aminoacidos al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1; o al menos un 98 %
idéntica a la SEQ ID NO: 1. La parte de SAH puede comprender una secuencia de aminoacidos al menos un 80 %,
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85 % o al menos un 90 % idéntica a la parte correspondiente de la SEQ ID NO: 2; o al menos un 95 % idéntica a la
parte correspondiente de la SEQ ID NO: 2; o al menos un 98 % idéntica a la parte correspondiente de la SEQ ID
NO: 2.

La divulgacién contempla que, ademas de una o mas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH, un
polipéptido (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos con una parte de SAH) puede incluir una o0 mas
sustituciones de aminoacido en la parte de SAH fuera del dominio IlI.

La divulgacion contempla que los polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos con una
parte de SAH), ademas de una o mas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH, también pueden incluir
una o mas eliminaciones y/o inserciones de aminoacido (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) en el dominio Ill.
Obsérvese que cuando una parte de SAH contiene una o mas eliminaciones y/o inserciones de aminoacido, dichos
restos insertados o eliminados pueden indicarse usando letras para no alterar la numeracion del resto, respecto a la
de la SAH natural. Por ejemplo, si un resto de aminoacido se insert6 entre los restos 414 y 415, dicho resto podria
indicarse como 414a. Los restos de aminoacido insertados pueden insertarse en un bucle accesible en la superficie
para aumentar el tamafio de dicho bucle. Los restos de aminoacido insertados pueden insertarse en una hélice para
aumentar el tamafio y/o alterar la estructura de dicha hélice.

Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en el bucle 2 del dominio
Il de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden estar en el bucle 2 del dominio
IIl de SAH. El dominio Il de SAH puede comprender de una a cinco (1, 2, 3, 4, 5) sustituciones de aminoacido, en el
que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 2 del dominio Ill de SAH. El dominio Ill de
SAH puede comprender de una a cinco (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones de aminoacido en el bucle 2 del dominio Ill de
SAH, e incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio lll de SAH que no estan en
el bucle 2. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH puede estar en el bucle 3
del dominio Ill de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden estar en el bucle 3
del dominio Il de SAH. El dominio Ill de SAH puede comprender de una a cinco (1, 2, 3, 4, 5) sustituciones de
aminoacido, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 3 del dominio Il de SAH.

El dominio Il de SAH puede comprender de una a cinco (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones de aminoacido en el bucle 3 del
dominio Il de SAH, e incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio Il de SAH
que no estan en el bucle 3. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede
estar en el bucle 6 del dominio Il de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden
estar en el bucle 6 del dominio Il de SAH. El dominio Il de SAH puede comprender de una a dieciocho (1, 2, 3, 4, 5,
6, etc.) sustituciones de aminoacido, en el que dichas de una a dieciocho sustituciones de aminoacido estan en el
bucle 6 del dominio Ill de SAH. EI dominio Ill de SAH puede comprender de una a dieciocho (1, 2, 3, 4, 5, 6, etc.)
sustituciones de aminoacido en el bucle 6 del dominio Ill de SAH, e incluir ademas una o mas sustituciones de
aminoacido adicionales en el dominio Ill de SAH que no estan en el bucle 6. Al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en la hélice 7 del dominio Il de SAH. Todas estas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden estar en la hélice 7 del dominio Ill de SAH. El dominio Ill de SAH
puede comprender de una a seis (1, 2, 3, 4, 5 o 6) sustituciones de aminoacido, en el que dichas de una a seis
sustituciones de aminoacido estan en la hélice 7 del dominio Ill de SAH. El dominio Il de SAH puede comprender de
una a seis (1, 2, 3, 4, 5 o 6) sustituciones de aminoacido en la hélice 7 del dominio Ill de SAH, e incluir ademas una
0 mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio Ill de SAH que no estan en la hélice 7. Al menos una
de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH puede estar en el bucle 7 del dominio Ill de SAH.
Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio lll de SAH pueden estar en el bucle 7 del dominio 11l de SAH.

El dominio Il de SAH puede comprender de una a tres(1, 2, o 3) sustituciones de aminoacido, en el que dichas de
una a tres sustituciones de aminoacido estan en el bucle 7 del dominio Ill de SAH. EI dominio Ill de SAH puede
comprender de una a tres (1, 2, o 3) sustituciones de aminoacido en el bucle 7 del dominio Ill de SAH, e incluir
ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio Ill de SAH que no estan en el bucle 7. Al
menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en la hélice 8 del dominio IlI
de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden estar en la hélice 8 del dominio
Il de SAH. El dominio lll de SAH puede comprender de una a dieciocho (1, 2, 3, 4, 5, 6, etc.) sustituciones de
aminoacido, en el que dichas de una a dieciocho sustituciones de aminoacido estan en la hélice 8 del dominio Ill de
SAH. El dominio Il de SAH puede comprender de una a seis (1, 2, 3, 4, 5 0 6) sustituciones de aminoacido en la
hélice 8 del dominio Ill de SAH, e incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio Ill
de SAH que no estan en la hélice 8. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH
puede estar en el bucle 8 del dominio Ill de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH
pueden estar en el bucle 8 del dominio Il de SAH. EI dominio Il de SAH puede comprender de una a cinco (1, 2, 3,
4, 5) sustituciones de aminoacido, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 8
del dominio Ill de SAH. El dominio Il de SAH puede comprender de una a cinco (1, 2, 3, 4 o 5) sustituciones de
aminoacido en el bucle 8 del dominio Ill de SAH, e incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido
adicionales en el dominio Ill de SAH que no estan en el bucle 8. Al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH puede estar en el bucle 9 del dominio Il de SAH. Todas estas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH pueden estar en el bucle 9 del dominio Ill de SAH. El dominio Ill de SAH puede
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comprender de una a cuatro sustitucion de aminoacido, en el que dichas de una a cuatro (1, 2, 3, 4) sustituciones de
aminoacido estan en el bucle 9 del dominio Ill de SAH. EI dominio Ill de SAH puede comprender de una a cinco (1,
2, 3, 4) sustituciones de aminoacido en el bucle 9 del dominio Ill de SAH, e incluir ademas una o mas sustituciones
de aminoacido adicionales en el dominio lll de SAH que no estan en el bucle 9. Como se detalla anteriormente, las
potenciales sustituciones de aminoacido, independientemente en cada posicion, se seleccionan de cualquiera de las
clases de sustitucion detalladas anteriormente (por ejemplo, alanina, sustitucion conservativa, etc.). Los polipéptidos
(por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos quiméricos) que comprenden cualquier combinacion de las categorias
anteriores de sustituciones de aminoacido también estan contemplados.

En determinadas realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH no estan en el bucle 2
del dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH
no estan en el bucle 3 del dominio Il de SAH. En determinadas realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en
el dominio Il de SAH no estan en el bucle 6 del dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, dichas
sustituciones de aminoacido no estan en la hélice 7 del dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, dichas
sustituciones de aminoacido no estan en el bucle 7 del dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, dichas
sustituciones de aminoacido no estan en la hélice 8 del dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH no estan en el bucle 8 del dominio Ill de SAH. En
determinadas realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH no estan en el bucle 9 del
dominio Il de SAH.

En determinadas realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH no estan en al menos
dos bucles del dominio Ill de SAH seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9. En
determinadas realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH no estan en al menos tres
bucles del dominio Ill de SAH seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9. En determinadas
realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH no estan en al menos cuatro bucles del
dominio Ill de SAH seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9. En determinadas
realizaciones, dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH no estan en las hélices 7 u 8.

En determinadas realizaciones, el dominio Ill comprende al menos dos sustituciones de aminoacido y dichas
sustituciones de aminoacidos estan en al menos dos de los bucles y/o hélices del dominio Ill de SAH seleccionados
del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6,7, 8 y 9 y las hélices 7 y 8. En determinadas realizaciones, el dominio lll
comprende al menos tres sustituciones de aminoacido y dichas sustituciones de aminoacidos estan en al menos tres
de los bucles y/o hélices del dominio Il de SAH seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3,6,7,8y 9y
las hélices 7 y 8. En determinadas realizaciones, el dominio Ill comprende al menos cuatro sustituciones de
aminoacido y dichas sustituciones de aminoacidos estan en al menos cuatro de los bucles y/o hélices del dominio llI
de SAH seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 y las hélices 7 y 8. En determinadas
realizaciones, el dominio lll comprende al menos cinco sustituciones de aminoacido y dichas sustituciones de
aminoacidos estan en al menos cinco de los bucles y/o hélices del dominio 11l de SAH seleccionados del grupo que
consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9y las hélices 7 y 8. En determinadas realizaciones, el dominio Ill comprende al
menos seis sustituciones de aminoacido y dichas sustituciones de aminoacidos estan en al menos seis de los bucles
y/o hélices del dominio Il de SAH seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 y las hélices 7
y 8. En determinadas realizaciones, el dominio Ill comprende al menos cinco sustituciones de aminoacido y dichas
sustituciones de aminoacidos estan en cada uno de los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 del dominio Ill de SAH. En
determinadas realizaciones, el dominio Ill comprende al menos seis sustituciones de aminoacido y dichas
sustituciones de aminoacidos estan en cada uno de los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 del dominio Ill de SAH. En
determinadas realizaciones, el dominio Il comprende al menos dos sustituciones de aminoacido y dichas
sustituciones de aminoacidos estan en cada una de las hélices 7 y 8 del dominio Il de SAH.

Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en el bucle 2 y puede
seleccionarse de: resto 415, resto 416, resto 417, resto 418 y resto 419. Mas de una (2, 3, 4, 5) sustitucion de
aminoacido puede estar en el bucle 2 y puede seleccionarse de: resto 415, resto 416, resto 417, resto 418 y resto
419. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH del bucle 2 puede seleccionarse
de: V415C, V415S, V415T, Q416H y Q416P. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill
de SAH puede estar en el bucle 3 y puede seleccionarse de: resto 439, resto 440, resto 441, resto 442 y resto 443.
Mas de una (2, 3, 4, 5) sustitucion de aminoacido puede estar en el bucle 3 y puede seleccionarse de: resto 439,
resto 440, resto 441, resto 442 y resto 443. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH del bucle 3 puede seleccionarse de: E442K y E442R. Al menos una de dichas sustituciones de amino&cido en
el dominio 1ll de SAH puede estar en el bucle 6 y puede seleccionarse de: resto 492, resto 493, resto 494, resto 495,
resto 496, resto 497, resto 498, resto 499, resto 500, resto 501, resto 502, resto 503, resto 504, resto 505, resto 506,
resto 507, resto 508 y resto 509. Mas de una (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) sustitucion de aminoacido puede estar en
el bucle 6 y puede seleccionarse de: resto 492, resto 493, resto 494, resto 495, resto 496, resto 497, resto 498, resto
499, resto 500, resto 501, resto 502, resto 503, resto 504, resto 505, resto 506, resto 507, resto 508 y resto 509. Al
menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH del bucle 6 puede seleccionarse de:
T506F, T506W, T506Y, T508K, T508R, T508S, F509C, F509I, F509L, F509M, F509V, F509W y F509Y. Al menos
una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en la hélice 7 y puede
seleccionarse de: resto 510, resto 511, resto 512, resto 513, resto 514 y resto 515. Mas de una (2, 3, 4, 5, 6)
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sustitucion de aminoacido puede estar en la hélice 7 y puede seleccionarse de: resto 510, resto 511, resto 512, resto
513, resto 514 y resto 515. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH del bucle 7
puede seleccionarse de: A511F, A511W, A511Y, D512F, D512W, D512Y, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q y
T515S. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en el bucle 7 y
puede seleccionarse de: resto 516, resto 517 y resto 518. Mas de una (2, 3) sustituciéon de aminoacido puede estar
en el bucle 7 y puede seleccionarse de: resto 516, resto 517 y resto 518. Al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH del bucle 7 puede seleccionarse de: L516F, L516S, L516T, L516W, L516Y,
S517C, S517F, S517M, S517T, S517W y S517Y. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio
Il de SAH puede estar en la hélice 8 y puede seleccionarse de: resto 519, resto 518, resto 519, resto 520, resto 521,
resto 522, resto 523, resto 524, resto 525, resto 526, resto 527, resto 528, resto 529, resto 530, resto 531, resto 532,
resto 533, resto 534, resto 535 y resto 536. Mas de una (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) sustitucion de aminoacido
puede estar en la hélice 8 y puede seleccionarse de: resto 519, resto 518, resto 519, resto 520, resto 521, resto 522,
resto 523, resto 524, resto 525, resto 526, resto 527, resto 528, resto 529, resto 530, resto 531, resto 532, resto 533,
resto 534, resto 535 y resto 536. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH de la
hélice 8 y puede seleccionarse de: K519A, K519G, K519I, K519L, K519V, R521F, R521W, R521Y, 1523A, 1523D,
I1523E, 1523F, 1523G, 15231, 1523K, 1523L, 1523N, 1523Q, 1523R, 1523V, 1523W, 1523Y, K524A, K524G, K5241, K524L,
K524V, K525A, K525G, K5251, K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S, Q526T, Q526Y, T527F, T527W, T527Y,
E531A, E531G, E531l, E531L, E531V, H535D, H535E y H535P. Al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH puede estar en el bucle 8 y puede seleccionarse de: resto 537, resto 538, resto
539, resto 540 y resto 541. Mas de una (2, 3, 4, 5) sustitucion de aminoacido puede estar en el bucle 8 y puede
seleccionarse de: resto 537, resto 538, resto 539, resto 540, resto 541. Al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH puede estar en el bucle 9 y puede seleccionarse de: resto 561, resto 562, resto
563, resto 564. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH del bucle 8 puede
seleccionarse de: K538F, K538W, K538Y, A539I1, A539L, A539V, K541F, K541W, K541Y. Mas de una (2, 3, 4)
sustitucion de aminoacido puede estar en el bucle 9 y puede seleccionarse de: resto 561, resto 562, resto 563, resto
564. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH del bucle 9 puede seleccionarse
de: A561F, A561W y A561Y.

Se contemplan adicionalmente inserciones o eliminaciones en el dominio Ill que, por ejemplo, aumentan o
disminuyen la longitud de un bucle del dominio Ill de SAH. Dicha insercion o eliminacién en el dominio Ill de SAH
puede alterar la longitud del bucle 2. Dicha insercion o eliminacién en el dominio Ill de SAH puede alterar la longitud
del bucle 3. Dicha insercién o eliminacién en el dominio Ill de SAH puede alterar la longitud del bucle 6. Dicha
insercion o eliminacion en el dominio Ill se SAH puede alterar la longitud de la hélice 7. Dicha insercién o eliminacion
en el dominio Ill de SAH puede alterar la longitud del bucle 7. Dicha insercién o eliminacion en el dominio Ill se SAH
puede alterar la longitud de la hélice 8. Dicha insercion o eliminaciéon en el dominio Ill de SAH puede alterar la
longitud del bucle 8. Dicha inserciéon o eliminacién en el dominio Ill de SAH puede alterar la longitud del bucle 9.
Dicha insercion o eliminacion en el dominio Ill puede alterar la longitud de al menos dos bucles y/o hélices
seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 y las hélices 7 y 8. Dicha insercién o eliminacién
en el dominio lll puede alterar la longitud de al menos tres bucles y/o hélices seleccionados del grupo que consiste
en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 y las hélices 7 y 8. Dicha insercidon o eliminacién en el dominio Ill puede alterar la
longitud de al menos cuatro bucles y/o hélices seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3,6,7,8y 9y
las hélices 7 y 8. Dicha insercion o eliminacion en el dominio Il puede alterar la longitud de al menos cinco bucles
y/o hélices seleccionados del grupo que consiste en los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 y las hélices 7 y 8. Dicha insercién o
eliminacion en el dominio 11l de SAH puede alterar la longitud de cada uno de los bucles 2, 3, 6, 7, 8 y 9 del dominio
Il de SAH. Obsérvese que cuando se alteran multiples bucles y/o hélices, la divulgacion contempla que los bucles
y/o hélices se alteren independientemente, de modo que uno o mas bucles/hélices pueden aumentarse por inserciéon
y uno o mas bucles/hélices pueden disminuirse por eliminacion.

Para las realizaciones en que el dominio Il incluye una inserciéon o eliminacién de aminoacidos, la divulgaciéon
contempla inserciones o eliminaciones de un aminoacidos. También se contemplan, inserciones o eliminaciones de
mas de un aminodcidos, tal como, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 aminoacidos. En determinadas realizaciones, la
divulgacion contempla inserciones de mas de 10 restos de aminoacido, tal como 10-20, 20-40, 40-50, 50-100
aminoacidos. Coherente con los polipéptidos quiméricos y los polipéptidos variantes de SAH de la divulgacion, las
composiciones que incluyen inserciones o eliminaciones se ensayan para confirmar que retienen la actividad de
unién a FcRn. Las composiciones pueden proporcionar una mejorada de la unién a FcRn y/o semivida en suero
respecto a los controles.

Con fines de claridad, la divulgacion contempla especificamente combinaciones de cualquiera de los aspectos y
realizaciones anteriores o siguientes. En el contexto de un polipéptido quimérico que comprende una parte de SAH,
asi como en el contexto de un polipéptido SAH variante que comprende una parte de SAH, dicha parte de SAH
comprende el dominio Il 0 una parte de unién a FcRn del mismo. Ademas, como se describe en este documento, el
dominio Il de la parte de SAH incluye de una o dieciocho sustituciones de aminoacido. El dominio 1l de la parte de
SAH puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 sustituciones de aminoacido. Las
sustituciones de aminoacido ejemplares incluyen: (i) remplazo con alanina; (ii) sustitucién conservativa de
aminoacido; (iii) sustitucion no conservativa de aminoacido. La divulgacién contempla que todas las sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de un polipéptido dado pueden ser un miembro de una de estas categorias de
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sustitucion de aminoacidos, y también contempla que cada sustitucién de aminoacido en el dominio Ill de un
polipéptido dado puede seleccionarse individual e independientemente de estas categorias. En determinadas
realizaciones, los restos de cisteina naturales del domino Il se mantienen y no se sustituyen. En determinadas
realizaciones, los restos de prolina naturales del dominio Ill se mantienen y no se sustituyen. En determinadas
realizaciones, los restos de cisteina naturales y los restos de prolina naturales del dominio Ill se mantienen y no se
sustituyen. En determinadas realizaciones, un resto de cisteina no se sustituye (por ejemplo, una cistina no se usa
para remplazar un resto natural). En determinadas realizaciones, un resto de prolina no se sustituye (por ejemplo,
una prolina no se usa para remplazar un resto natural). En otras realizaciones, uno cualquiera de los veinte
aminoacidos se usa para sustituir un resto natural dado.

Las variantes de SAH y polipéptidos quiméricos que comprenden cualquier combinacion de las clases anteriores de
sustituciones de aminoacido también se contemplan.

La presente invencién proporciona variantes y polipéptidos quiméricos con una parte de SAH como se define en las
reivindicaciones. Las secuencias de aminoacidos que son sustancialmente iguales que las secuencias descritas en
este documento incluyen secuencias que comprenden sustituciones conservativas de aminoacido, asi como
eliminaciones y/o inserciones de aminoacidos. Una sustitucion conservativa de aminoacidos se refiere al remplazo
de un primer aminoacidos por un segundo aminoacido que tiene propiedades quimicas y/o fisicas (por ejemplo,
carga, estructura, la polaridad, hidrofobicidad/hidrofilicidad) que son similares a las del primer aminoacidos. Las
sustituciones conservativas de aminoacido incluyen el remplazo de un aminoacido por otro dentro de los siguientes
grupos: lisina (K), arginina (R) e histidina (H); aspartato (D) y glutamato (E); asparagina (N), glutamina (Q), serina
(S), treonina (T), tirosina (Y), K, R, H, D y E; alanina (A), valina (V), leucina (L), isoleucina (I), prolina (P), fenilalanina
(F), triptéfano (W), metionina (M), cisteina (C) y glicina (G); F, We Y;C,SyT.

Dicho polipéptido variante de SAH puede estar sustancialmente purificado. Dicho polipéptido quimérico puede estar
sustancialmente purificado. La invencién proporciona una composicion que comprende la variante de SAH o el
polipéptido quimérico de la divulgacion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable como se define en las
reivindicaciones. La composicion puede ser una composicion estéril. La composicidon puede ser apirdgena.

4.4 Mutantes de combinacion del dominio Il

Esta invencion contempla ademas la generacion de conjuntos de mutantes de combinacion de una parte de SAH
que comprende el dominio Ill, asi como mutantes de truncamiento, y es especialmente Util para identificar
secuencias variantes bioactivas. Pueden generarse variantes derivadas de forma combinatoria que tienen una
potencia selectiva respecto a un polipéptido SAH de origen natural. Asimismo, la mutagénesis puede dar lugar a
variantes que tienen semividas intracelulares drasticamente diferentes a las del polipéptido SAH de tipo silvestre
correspondiente. Por ejemplo, la proteina alterada puede volverse mas estable o menos estable a degradacién
proteolitica u otro proceso celular que provocara destrucciéon de, o la inactivacién de otro modo de la proteina de
interés. Dichas variantes pueden utilizarse para alterar el nivel de polipéptido SAH modulando su semivida. Hay
muchas maneras por las que puede generarse la coleccion de variantes de SAH potenciales, por ejemplo, a partir de
una secuencia oligonucleotidica degenerada. La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada puede
realizarse en un sintetizador automatizado de ADN, y los genes sintéticos entonces se ligan en un gen apropiado
para su expresion. El propdsito de un conjunto degenerado de genes es proporcionar, en una mezcla, todas las
secuencias que codifican el conjunto deseado de secuencias polipeptidicas potenciales. La sintesis de los
oligonucledtidos degenerados es bien conocida en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, SA (1983) Tetrahedron
39:3; ltakura et al., (1981) Recombinant DNA, Proc. 3.*" Cleveland Sympos. Macromolecules, ed. AG Walton,
Amsterdam: Elsevier pag. 273-289; Itakura et al., (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science
198:1056; lke et al., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Dichas técnicas se han empleado en la evolucién dirigida de
otras proteinas (véase, por ejemplo, Scott et al., (1990) Science 249:386-390; Roberts et al., (1992) PNAS USA
89:2429-2433; Devlin et al., (1990) Science 249: 404-406; Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi como
las patentes de Estados Unidos n.°: 5223409, 5198346 y 5096815).

Como alternativa, pueden utilizarse otras formas de mutagénesis para generar una coleccién combinatoria. Por
ejemplo, las variantes del polipéptido SAH pueden generarse y aislarse de una coleccion por cribado usando, por
ejemplo, mutagénesis por barrido de alanina y similares (Ruf et al., (1994) Biochemistry 33:1565-1572; Wang et al.,
(1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137:109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J.
Biochem. 218:597-601; Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman et al., (1991) Biochemistry
30:10832-10838; y Cunningham et al., (1989) Science 244:1081-1085), por mutagénesis de barrido con conector
(Gustin et al., (1993) Virology 193:653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnight et al., (1982)
Science 232:316); por mutagénesis por saturacion (Meyers et al., (1986) Science 232:613); por mutagénesis por
PCR (Leung et al., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19); o por mutagénesis aleatoria, incluyendo mutagénesis
quimica, etc. (Miller et al., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY; y
Greener et al., (1994) Strategies in Mol Biol 7:32-34). La mutagénesis por barrido con conector, particularmente en
un entorno de combinacion, es un método atractivo para identificar formas truncadas (bioactivas) del polipéptido
SAH. En este documento se proporcionan métodos adicionales para generar y cribar colecciones de variantes del
polipéptido SAH, véase, por ejemplo, la seccién 6 titulada "Ejemplificaciones". En particular, las secciones 6.10 y
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6.11 para métodos especificos Utiles para la generacion y cribado de una coleccion combinatoria de mutante del
domino Ill de SAH.

Cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente para sustituciones de aminoacido en los polipéptidos de la
divulgacion puede usarse para crear colecciones de péptidos. En determinadas realizaciones, se generan variantes
de forma combinatoria en restos en el dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, las mutaciones del
dominio Il se introducen y criban en el contexto de uno o mas de los siguientes: (i) construcciones del dominio Il
variante en solitario; (ii) construcciones del dominio Ill variante presentadas en el contexto de SAH de longitud
completa; o (iii) en el contexto de SAH truncada o un polipéptido quimérico que comprende al menos el dominio Il
En determinadas realizaciones, las colecciones de péptidos se criban para las variantes que tienen una o ambas de
afinidad aumentada por FcRn y semivida en suero aumentada respecto al polipéptido de partida. En determinadas
realizaciones, las variantes se evaluan usando ensayos in vitro convencionales descritos en la solicitud (por ejemplo,
citometria de flujo). En determinadas realizaciones, se identifican una o mas variantes que presentan afinidad
mejorada por FcRn. En otras realizaciones, las variantes se criban para determinar si la afinidad mejorada por FcRn
se produce unicamente a pH acido (por ejemplo, pH de aprox. 5,5), pero no a pH neutro (por ejemplo, pH de aprox.
7.4).

En este documento se divulgan variantes derivadas de forma combinatoria que comprenden al menos dos
sustituciones de aminoacido en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posiciéon en la SAH
madura de longitud completa: resto 407, resto 415, resto 463, resto 495, resto 508, resto 509, resto 511, resto 512,
resto 515, resto 516, resto 517, resto 521, resto 523, resto 524, resto 526, resto 527 y resto 557.

En este documento se divulgan variantes derivadas de forma combinatoria que comprenden al menos dos
sustituciones de aminoacido seleccionadas del grupo que consiste en: L407N, L407Y, V415T, L463N, L463F,
E495D, T508R, T508S, F509M, F509W, F509I, A511F, D512Y, D512M, T515Q, L516T, L516W, S517W, R521W,
1523D, 1523E, 1523F, 1523G, 1523K, 1523R, K524L, Q526A, Q526M, Q526Y, T527Y y T557G.

En este documento se divulgan variantes derivadas de forma combinatoria que comprenden sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH en las posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura de
longitud completa, seleccionadas del grupo que consiste en: (a) restos 383 y 413; (b) restos 401 y 523; (c) restos
407 y 447; (d) restos 407 y 447 y 539; (e) restos 407 y 509; (f) restos 407 y 526; (g) restos 411 y 535; (h) restos 414
y 456; (i) restos 415 y 569; (j) restos 426 y 526; (k) restos 442 y 450 y 459; (1) restos 463 y 508; (m) restos 508 y 519
y 525; (n) restos 509 y 527; (0) restos 523 y 538; (p) restos 526 y 557; y (q) restos 541 y 561.

En determinadas realizaciones, las variantes derivadas de forma combinatoria se generan en restos que estan
conservados entre multiples especies. En determinadas realizaciones, las variantes derivadas de forma combinatoria
se generan en restos accesibles en la superficie. En determinadas realizaciones, las variantes derivadas de forma
combinatoria se generan en restos que estan tanto accesibles en la superficie como conservados entre multiples
especies. En determinadas realizaciones, las variantes derivadas de forma combinatoria se generan en restos que
estan conservados entre multiples especies, pero no estan conservados en SAH de pollo.

En este documento se divulga una coleccién que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de
dicha pluralidad de polipéptidos comprende el dominio Ill de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en
la que cada uno de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucion de
aminoacido de un resto en dicho dominio Il de SAH que esta conservado entre proteinas seroalbumina de ser
humano, cerdo, rata, ratdn, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

En este documento se divulga una coleccién que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de
dicha pluralidad de polipéptidos comprende el dominio Ill de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en
la que cada uno de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucion de
aminoacido de un resto en dicho dominio lll de SAH que estd conservado entre proteinas seroalbumina de ser
humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo y que no esta
conservado en seroalbumina de pollo.

En este documento se divulga una coleccién que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de
dicha pluralidad de polipéptidos comprende el dominio Ill de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en
la que cada uno de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustituciéon de
aminoacido de un resto en dicho dominio Ill de SAH que es un resto accesible en la superficie.

En este documento se divulga una coleccién que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de
dicha pluralidad de polipéptidos comprende el dominio Ill de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en
la que cada uno de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucion de
aminoacido de un resto en dicho dominio Ill de SAH que es (i) un resto accesible en la superficie y también (ii) esta
conservado entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo
de Mongolia, oveja, gato y caballo.
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Dicho resto accesible en la superficie puede estar en el bucle 2 del domino Ill de SAH. Dicho resto accesible en la
superficie puede estar en el bucle 3 del domino Ill de SAH. Dicho resto accesible en la superficie puede estar en el
bucle 6 del domino Il de SAH. Dicho resto accesible en la superficie puede estar en la hélice 7 del domino Il de
SAH. Dicho resto accesible en la superficie puede estar en el bucle 7 del domino 1ll de SAH. Dicho resto accesible
en la superficie puede estar en la hélice 8 del domino Il de SAH. Dicho resto accesible en la superficie puede estar
en el bucle 8 del domino Il de SAH. Dicho resto accesible en la superficie puede estar en el bucle 9 del domino Il de
SAH.

En este documento se divulga al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio Il de SAH en cualquiera de las
siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 383, resto
389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425, resto 442, resto 465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto
502, resto 520, resto 532, resto 536, resto 543 y resto 571. En este documento se divulga al menos una sustituciéon
de aminoacido en el dominio Ill de SAH en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la
posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 417, resto 442, resto 499 y resto 502.

En este documento se divulga al menos una sustitucién de aminoacido en el dominio Il de SAH en cualquiera de las
siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 392, resto
399, resto 403, resto 411, resto 412, resto 414, resto 416, resto 418, resto 420, resto 423, resto 434, resto 437, resto
438, resto 445, resto 448, resto 450, resto 453, resto 461, resto 476, resto 477, resto 484, resto 485, resto 487, resto
488, resto 494, resto 497, resto 507, resto 509, resto 514, resto 529, resto 534, resto 537, resto 540, resto 551, resto
558, resto 559, resto 567, resto 568, resto 572. En este documento se divulga al menos una de las sustituciones de
aminoacido en el dominio lll de SAH en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion
en el dominio Ill de SAH madura de longitud completa: resto 380, resto 381, resto 384, resto 387, resto 396, resto
401, resto 404, resto 405, resto 406, resto 409, resto 419, resto 421, resto 422, resto 424, resto 428, resto 430, resto
431, resto 433, resto 441, resto 457, resto 458, resto 463, resto 464, resto 466, resto 469, resto 470, resto 474, resto
475, resto 480, resto 481, resto 489, resto 491, resto 495, resto 500, resto 508, resto 510, resto 515, resto 516, resto
524, resto 525, resto 526, resto 528, resto 531, resto 535, resto 539, resto 544, resto 547, resto 576.

Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en el bucle 2 del dominio
Il de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden estar en el bucle 2 del dominio
Il de SAH. El dominio Il de SAH puede comprender al menos una de dichas sustituciones de aminoacido del
dominio Ill de SAH en el bucle 2 del dominio Ill de SAH, y puede incluir ademas una o mas sustituciones de
aminoacido adicionales en el dominio Ill de SAH que no estan en el bucle 2. Al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Il de SAH puede estar en el bucle 3 del dominio Il de SAH. Todas estas sustituciones
de aminoacido en el dominio Il de SAH pueden estar en el bucle 3 del dominio Ill de SAH. EI dominio Il de SAH
puede comprender al menos una sustitucion de aminoacido en el bucle 3 del dominio Ill de SAH, y puede incluir
ademas una o mas sustituciones adicionales en el dominio Il de SAH que no estan en el bucle 3. Al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio lll de SAH puede estar en el bucle 6 del dominio Ill de SAH. Todas
estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH pueden estar en el bucle 6 del dominio Ill de SAH. El
dominio de SAH puede comprender al menos una sustituciéon de aminoacido en el bucle 6 del dominio Ill de SAH, y
puede incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio Ill de SAH que no estan en
el bucle 6. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en la hélice 7
del dominio Ill de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden estar en la hélice
7 del dominio Il de SAH. El dominio de SAH puede comprender al menos una sustituciéon de aminoacido en la hélice
7 del dominio Ill de SAH, y puede incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio
Il de SAH que no estan en la hélice 7. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH
puede estar en el bucle 7 del dominio lll de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH
pueden estar en el bucle 7 del dominio Ill de SAH. El dominio de SAH puede comprender al menos una sustitucion
de aminoécido en el bucle 7 del dominio |ll de SAH, y puede incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido
adicionales en el dominio Ill de SAH que no estan en el bucle 7. Al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en la hélice 8 del dominio Ill de SAH. Todas estas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH pueden estar en la hélice 8 del dominio Ill de SAH. El dominio de SAH puede
comprender al menos una sustitucién de aminoacido en la hélice 8 del dominio Il de SAH, y puede incluir ademas
una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio Il de SAH que no estan en la hélice 8. Al menos
una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en el bucle 8 del dominio IIl de
SAH. Todas estas sustituciones de aminogcido en el dominio Ill de SAH pueden estar en el bucle 8 del dominio Ill de
SAH. El dominio Ill de SAH puede comprender al menos una sustitucién de aminoéacido en el bucle 8 del dominio IlI
de SAH, y puede incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio lll de SAH que no
estan en el bucle 8. Al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH puede estar en el
bucle 9 del dominio Il de SAH. Todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH pueden estar en el
bucle 9 del dominio Ill de SAH. El dominio Il de SAH puede comprender al menos una sustitucion de aminoacido en
el dominio Il de SAH, y puede incluir ademas una o mas sustituciones de aminoacido adicionales en el dominio IlI
de SAH que no estan en el bucle 9.

En determinadas realizaciones de cualquiera de los aspectos o realizaciones anteriores o siguientes, una sustitucion
de aminoacido puede ser una alteracion de un resto a una alanina. En determinadas realizaciones de cualquiera de
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los aspectos o realizaciones anteriores o siguientes, una sustitucion de aminoacido puede ser una sustitucion
conservativa de aminoacido en la que un resto se remplaza con un resto con carga y otras propiedades similares. En
determinadas realizaciones de cualquiera de los aspectos o realizaciones anteriores o siguientes, una sustitucion de
aminoacido puede ser una sustitucion no conservativa de aminoacido en la que un resto se remplaza con un resto
que no tiene carga u otras propiedades similares. En determinadas realizaciones de cualquiera de los aspectos o
realizaciones anteriores o siguientes, una sustituciéon de aminoacido puede ser una alteraciéon de un resto por
cualquier otro resto. Cuando una parte de SAH comprende mas de un resto de aminoéacido, se contempla que las
sustituciones pueden estar en una cualquiera o cualquier combinacién de las categorias anteriores de sustituciones
de aminoacido. Por ejemplo, todas las sustituciones pueden ser cambios a alanina o pueden ser sustituciones
conservativas de aminoacido o pueden ser sustituciones no conservativas de aminoacido. Como alternativa, las
sustituciones de aminoacido pueden incluir cualquier combinacién, tal como, por ejemplo, un cambio a una alanina,
una sustitucion conservativa de aminoacido y una sustitucién no conservativa de aminoacido.

En la técnica se conoce una amplia gama de técnicas para cribar productos génicos de colecciones combinatorias
hechas por mutaciones puntuales y truncamientos y, por esa cuestion, para cribar colecciones de ADNc para
productos génicos que tenga una determinada propiedad. Dichas técnica generalmente seran adaptables para el
cribado rapido de las genotecas generadas por la mutagénesis combinatoria de los polipéptidos SAH. Las técnicas
mas ampliamente usadas para cribar grandes genotecas normalmente comprenden clonar la genoteca en vectores
de expresion replicables, transformar las células apropiadas con la coleccion resultante de vectores y expresar los
genes de combinaciéon en condiciones en que la deteccion de una actividad deseada facilita el aislamiento
relativamente facil del vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. Cada uno de los ensayos ilustrativos
descritos a continuacién son susceptibles a analisis de alto rendimiento segun lo necesario para cribar grandes
cantidades de secuencias degeneradas creadas por técnicas de mutagénesis combinatoria.

En determinadas realizaciones, un polipéptido SAH de la invencion puede incluir un péptido y un péptidomimético.
Como se usa en este documento, el término "peptidomimético" incluye péptidos modificados quimicamente y
moléculas de tipo péptido que contienen aminoacidos que no son de origen natural, peptoides y similares. Los
peptidomiméticos proporcionan diversas ventajas sobre un péptido, incluyendo estabilidad potenciada cuando se
administran a un sujeto. Los métodos para identificar un peptidomimético son bien conocidos en la técnica e incluyen
el cribado de bases de datos que contienen colecciones de peptidomiméticos potenciales. Por ejemplo, la
Cambridge Structural Database contiene una coleccion de mas de 300 000 compuestos que tienen estructuras
cristalinas conocidas (Allen et al., Acta Crystallogr. Seccién B, 35:2331 (1979)). Cuando no esta disponible la
estructura cristalina de una molécula diana, puede generarse una estructura usando, por ejemplo, el programa
CONCORD (Rusinko et al., J. Chem. Inf. Comput. Sci. 29:251 (1989)). Otra base de datos, el Available Chemicals
Directory (Molecular Design Limited, Informations Systems; San Leandro Calif.), contiene aproximadamente 100 000
compuestos que estan disponibles en el mercado y también puede hacerse una busqueda para identificar
peptidomiméticos potenciales de los polipéptidos SAH.

En determinadas realizaciones, un polipéptido SAH de la invencién puede comprender ademas modificaciones
postraduccionales. La modificacién postraduccional de la proteina ejemplar incluye fosforilacion, acetilacion,
metilacion, ADP-ribosilacion, ubiquitinacion, glucosilacion, carbonilacion, sumoilacién, biotinilacién o adicion de una
cadena lateral polipeptidica o de un grupo hidréfobo. Como resultado, los polipéptidos SAH modificados pueden
contener elementos que no son aminoacido, tales como lipidos, poli- 0 monosacarido y fosfatos. Los efectos de
dichos elementos que no son aminodacido en la funcionalidad de un polipéptido SAH pueden ensayarse para su
actividad biolégica, por ejemplo, su capacidad de unirse a FcRn. Dado que el polipéptido SAH natural puede
glucosilarse, en determinadas realizaciones un polipéptido SAH usado en un polipéptido quimérico de acuerdo con la
presente divulgaciéon esta glucosilado. En determinadas realizaciones, el nivel y patrén de glucosilacion es igual o
sustancialmente igual al del polipéptido SAH natural. En otras realizaciones, el nivel y/o patron de glucosilacion
difiere del polipéptido SAH natural (por ejemplo, subglucosilado, sobreglucosilado, no glucosilado).

En determinadas realizaciones de la presente invencion, un polipéptido que comprende una parte de SAH (por
ejemplo, variante de SAH o polipéptido quimérico) como se define en las reivindicaciones puede conjugarse con un
agente no proteinico. Dichos agente no proteinicos incluyen, aunque sin limitacién, moléculas de acido nucleico,
agentes quimicos, moléculas organicas, etc., cada uno de los cuales puede obtenerse de fuentes naturales, tales
como, por ejemplo, cribado de productos naturales o puede sintetizarse quimicamente. En determinadas
realizaciones, la parte de SAH se conjuga quimicamente con el agente no proteinico.

En una realizacion especifica de la presente invencion, un polipéptido SAH puede modificarse con polimeros no
proteinicos. En una realizacion especifica, el polimero es polietilenglicol ("PEG"), polipropilenglicol, o
polioxialquilenos, de la manera expuesta en las patentes de Estados Unidos n.° 4640835; 4496689; 4301144;
4670417; 4791192 0 4179337. El PEG es un polimero hidrosoluble bien conocido que esta disponible en el mercado
o puede prepararse por polimerizacion de abertura de anillo de etilenglicol de acuerdo con métodos bien conocidos
en la técnica (Sandler y Karo, Polymer Synthesis, Academic Press, Nueva York, Vol. 3, paginas 138-161).

En determinadas realizaciones, los fragmentos o variantes del polipéptido SAH preferiblemente retendran al menos
un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de la actividad biologica asociada con el polipéptido SAH
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natural. En determinadas realizaciones, los fragmentos o variantes del polipéptido SAH tienen una semivida (t1/2) que
estd potenciada respecto a la semivida de la proteina natural. Para realizaciones en que la semivida esta
potenciada, la semivida de los fragmentos o variantes de SAH esta potenciada en al menos un 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 125 %, 150 %, 175 %, 200 %, 250 %, 300 %, 400 % o 500 % o incluso
en un 1000 % respecto a la semivida de la proteina SAH natural. En algunas realizaciones, la semivida de la
proteina se determina in vitro, tal como en una solucién salina tamponada o en suero. En otras realizaciones, la
semivida de la proteina es una semivida in vivo, tal como la semivida de la proteina en el suero u otro liquido
corporal de un animal.

En determinados aspectos, un polipéptido que comprende una parte de SAH puede ser una proteina de fusiéon que
comprende ademas uno o mas dominios de fusién. Los ejemplos bien conocidos de dichos dominios de fusidn
incluyen, aunque sin limitacion, polihistidina, Glu-Glu, glutation S transferasa (GST), tiorredoxina, proteina A,
proteina G y una regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina (Fc), proteina de unién a maltosa (MBP),
que son particularmente Utiles para el aislamiento de las proteinas de fusién por cromatografia de afinidad. Con fines
de purificacion por afinidad, se usan matrices pertinentes para cromatografia de afinidad, tales como resinas
conjugadas con glutatién, amilasa y niquel o cobalto. Los dominios de fusion también incluyen "marcas epitdpicas",
que habitualmente son secuencias peptidica cortas para las que hay un anticuerpo especifico disponible. Las
marcas epitopicas bien conocidas para las que hay anticuerpos monoclonales especificos facilmente disponibles
incluyen FLAG, hemaglutinina del virus de la gripe (HA) y en marcas c-myc. En algunos casos, los dominios de
fusion tienen un sitio de escisidon por proteasa, tal como para factor Xa o trombina, que permite que la proteasa
pertinente digiera parcialmente las proteinas de fusién y libere de ese modo las proteinas recombinantes de los
mismos. Las proteinas liberadas entonces pueden aislarse del dominio de fusién por separacién cromatografica
posterior. En determinadas realizaciones, los polipéptidos SAH pueden contener una o mas modificaciones que
pueden estabilizar los polipéptidos. Por ejemplo, dichas modificaciones potencian las semivida in vitro de los
polipéptidos, potencian la semivida en circulacion de los polipéptidos o reducen la degradacién proteolitica de los
polipéptidos. Asimismo, en el contexto de polipéptidos quiméricos, los tipos anteriores de modificaciones pueden
adjuntarse de forma adicional o alternativa a la parte de proteina heterdloga del polipéptido quimérico.

En algunas realizaciones, un polipéptido que comprende una parte de SAH puede ser una proteina de fusién con la
totalidad o una parte de una region Fc de una inmunoglobulina. En determinadas realizaciones, la proteina de fusion
comprende el dominio de unién a FcRn de IgG o un fragmento del mismo. Asimismo, en determinada realizacion, la
totalidad o una parte de una region Fc de una inmunoglobulina puede usarse como conector para unir parte de SAH
a una proteina heteréloga. Como se sabe, cada regidn constante de cadena pesada de inmunoglobulina comprende
cuatro o cinco dominios. Los dominios se nombran secuencialmente de la siguiente manera: CH1-bisagra-CH2-
CH3(-CH4). Las secuencias de ADN de los dominios de cadena pesada tienen homologia cruzada entre las clases
de inmunoglobulina, por ejemplo, el dominio CH2 de IgG es homdlogo al dominio CH2 de IgA o IgD, y al dominio
CH3 de IgM e IgE. Como se usa en este documento, se entiende que la expresion "region Fc de inmunoglobulina”
significa la parte del extremo carboxilo de una regién constante de cadena de inmunoglobulina, preferiblemente una
regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina o una parte de la misma. Por ejemplo, una regién Fc de
inmunoglobulina puede comprender 1) un dominio CH1, un dominio CH2 y un dominio CH3, 2) un dominio CH1 y un
dominio CH2, 3) un dominio CH1 y un dominio CH3, 4) un dominio CH2 y un dominio CH3 o 5) una combinacién de
dos o mas dominios y una regién de bisagra de inmunoglobulina. En una realizacion preferida, la region Fc de
inmunoglobulina comprende al menos una regién de bisagra de inmunoglobulina, un domino CH2 y un dominio CH3,
y preferiblemente carece del dominio CH1. En una realizacion, la clase de inmunoglobulina de la que se obtiene la
region constante de cadena pesada es IgG (lgy) (subclases y 1, 2, 3 o 4). Pueden usarse otras clases de
inmunoglobulina, IgA (Iga), IgD (Igd), IgE (Ige) e IgM (Igu). La eleccion de las regiones constantes de cadena pesada
de inmunoglobulina apropiadas se analiza en detalle en las patentes de Estados Unidos n.° 5541087 y 5726044. La
eleccion de las secuencias de la region constante de cadena pesada de inmunoglobulina particulares para
determinadas clases y subclases de inmunoglobulina para conseguir un resultado particular se considera dentro del
nivel de habilidad en la técnica. La parte de la construccion de ADN que codifica la region Fc de inmunoglobulina
comprende preferiblemente al menos una parte de un dominio de bisagra y preferiblemente al menos una parte de
un dominio CH3; de Fc y o los dominios homdlogos en cualquiera de IgA, IgD, IgE o IgM. Ademas, se contempla que
la sustitucion o eliminacion de aminoacidos dentro de las regiones constantes de cadena pesada de inmunoglobulina
puede ser util en la practica de la invencion. Un ejemplo seria introducir sustituciones de aminoacido en la region
CH2 superior para crear una variante Fc con afinidad reducida por receptores Fc (Cole et al. (1997) J. IMMUNOL.
159:3613). Un experto en la materia puede preparar dichas construcciones usando técnicas de biologia molecular
bien conocidas. Asimismo, en el contexto de polipéptidos quiméricos, los tipos anteriores de modificaciones pueden
adjuntarse de forma adicional o alternativa a la parte de proteina heterdloga del polipéptido quimérico.

En determinados aspectos, un polipéptido SAH puede ser un esqueleto. En determinadas realizaciones, se usa una
proteina para seleccionar o disefiar una estructura proteinica que puede unirse especificamente a una diana.
Cuando se disefian proteinas a partir del esqueleto, los restos de aminoacido que son importantes para las
propiedades favorables de la estructura se retinen, mientras que otros restos pueden variarse. En determinadas
realizaciones, un esqueleto puede tener menos de o igual a un 50 % de los restos de aminoacido que varian entre
derivados de proteina que tienen diferentes propiedades y mas de o igual a un 50 % de los restos que son
constantes entre dichos derivados. En determinadas realizaciones, un esqueleto puede tener menos de o igual a un
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45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o0 5 % de los restos de aminoacido que varian entre derivados de
proteina que tienen diferentes propiedades y mas de o igual a un 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %
0 95 % de los restos que son constantes entre dichos derivados. En determinadas realizaciones, un esqueleto puede
tener mas de o igual a un 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 % de los restos de aminoacido que
varian entre derivados de proteina que tienen diferentes propiedades y menos de o igual a un 45 %, 40 %, 35 %,
30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o0 5 % de los restos que son constantes entre dichos derivados. En determinadas
realizaciones, estos restos constantes confieren el mismo plegamiento tridimensional global a todos los dominios
variantes, independientemente de sus propiedades. En determinadas realizaciones, el esqueleto de polipéptido de
SAH puede modificarse o sustituirse como se analiza en otros aspectos y realizaciones de la divulgacién. En
determinadas realizaciones, el esqueleto de polipéptido SAH puede ser un agente terapéutico. En determinadas
realizaciones, el esqueleto de polipéptido SAH puede ser agonista a la diana. En determinadas realizaciones, el
esqueleto de polipéptido SAH puede ser antagonista a la diana.

4.5 Polipéptidos quiméricos

Los polipéptidos que comprenden una parte de SAH, incluyendo polipéptidos variantes de SAH, de la divulgacion
pueden conjugarse a cualquier proteina heteréloga. En determinadas realizaciones, la proteina heteréloga es un
agente terapéutico. En determinadas realizaciones, el agente terapéutico es un anticuerpo o péptido. En
determinadas realizaciones, la parte de proteina heteréloga del polipéptido quimérico comprende un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno del mismo. En determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico comprende
ademas una region constante de una inmunoglobulina IgG. En determinadas realizaciones, la proteina heteréloga
comprende una proteina terapéutica que no es anticuerpo. En determinadas realizaciones, la parte de proteina
heterdloga de un polipéptido quimérico comprende un factor de crecimiento o una citocina. En determinadas
realizaciones, el polipéptido quimérico comprende ademas un epitopo. Por ejemplo, un epitopo util para deteccion
y/o purificacion (por ejemplo, marca His, etiqueta FLAG, etc.).

En determinadas realizaciones, la parte de SAH se conjuga quimicamente a la proteina heteréloga. En determinadas
realizaciones, la parte de SAH se conjuga de forma recombinante a la proteina heterdloga. En determinadas
realizaciones, el polipéptido quimérico se produce usando un vector recombinante que codifica tanto la parte de SAH
como la proteina heterdloga.

En determinadas realizaciones, la variante de SAH se produce en una célula procariota o eucariota. En
determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico se produce en una célula procariota o eucariota. En
determinadas realizaciones, la célula eucariota se selecciona de una célula de levadura, una célula de ave, una
célula de insecto o una célula de mamifero.

Los polipéptidos quiméricos de la presente invencién pueden generarse de diversas maneras. En determinadas
realizaciones, el extremo C de una parte de SAH puede unirse al extremo N de una proteina heterdloga (por
ejemplo, un anticuerpo o un péptido terapéutico). Como alternativa, el extremo C de una proteina heterdloga (por
ejemplo, un anticuerpo o un péptido terapéutico) puede unirse al extremo N de una parte de SAH. En determinadas
realizaciones, la parte de SAH se conjuga a un aminoacido interno de la proteina heteréloga. En determinadas
realizaciones, las configuraciones potenciales incluyen el uso de parte truncadas de una secuencia de cadena
pesada y ligera de anticuerpo segun lo necesario para mantener la integridad funcional de la parte de SAH unida y/o
la proteina heterdéloga unida. En otras determinadas realizaciones, la parte de SAH comprende el dominio Ill de
SAH, o un fragmento de unién al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo, y al menos una parte del dominio | de SAH
o el dominio 1l de SAH o los dominio | y Il de SAH. Ademas, la proteina heterdloga puede unirse a un resto interno
(que no es del extremo) expuesto de la parte de SAH o una variante de la misma. En realizaciones adicionales,
puede emplearse cualquier combinacion de las configuraciones de SAH-proteina heterdloga, produciendo de ese
modo una relacién de SAH:proteina heteréloga que es mayor de 1:1 (por ejemplo, dos moléculas de SAH a una
proteina heterodloga).

La parte de SAH y la proteina heteréloga pueden conjugarse directamente entre si. Como alternativa, pueden unirse
entre si mediante una secuencia conectora, que separa la parte de SAH y la proteina heteréloga en una distancia
suficiente para asegurar que cada dominio se pliega apropiadamente en sus estructuras secundarias y terciarias. En
determinadas realizaciones, el conector es un conector escindible. Los conectores preferidos (1) deben adoptar una
conformacioén extendida flexible, (2) no deben mostrar propension a desarrollar una estructura secundaria ordenada
que pudiera interactuar con los dominios funcionales del polipéptido SAH o la proteina heterdloga, y (3) deben tener
caracter hidréfobo o cargado minimo, que podria promover la interaccion con los dominios de proteina funcional.

En determinadas realizaciones, la longitud del conector es de al menos 80 angstroms (A) o al menos 100 A, o al
menos 120 A, o al menos 140 A, o al menos 160 A, o al menos 180 A, o al menos 200 A. En determinadas
realizaciones, la longitud del conector es entre aproximadamente 80 A y aproximadamente 200 A, o entre
aproximadamente 100 A y aproximadamente 180 A, o entre aproximadamente 120 A y aproximadamente 160 A.

En determinadas realizaciones, el conector es un conector peptidico. En determinadas realizaciones, el conector es
un conector peptidico y el conector peptidico tiene una o mas de las siguientes caracteristicas: a) permite la rotacion
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de la secuencia de proteina heterdloga y la parte de SAH una respecto a la otra; b) es resistente a digestion por
proteasas; y c¢) no interactia con la secuencia de proteina heterdloga o la parte de SAH. Los aminoacidos de
superficie tipicos en las regiones de proteina flexibles incluyen Gly, Asn y Ser. Se esperaria que permutaciones de
secuencias de aminoacidos que contienen Gly, Asn y Ser satisfagan los criterios anteriores para una secuencia
conectora. Otros aminoacidos casi neutros, tales como Thr y Ala, también pueden usarse en la secuencia conectora.
En determinadas realizaciones, cada uno de los aminoacidos en el conector peptidico se selecciona del grupo que
consiste en Gly, Ser, Asn, Thr y Ala. En determinadas realizaciones, el conector peptidico incluye un elemento Gly-
Ser. En realizaciones especificas, el conector peptidico comprende una o mas repeticiones Gly-Gly-Gly-Gly-Ser. En
realizaciones especificas, el conector incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 repeticiones Gly-Gly-Gly-Gly-Ser. En una realizacion
especifica, puede usarse una longitud de secuencia conectora de aproximadamente 20 aminoacidos para
proporcionar una separacion adecuada de dominios de proteina funcional, aunque pueden usarse secuencias
conectoras mas largas o mas cortas. La longitud de la secuencia conectora que separa el polipéptido de SAH y la
proteina heteréloga puede ser de 5 a 500 aminoacidos de longitud, o mas preferiblemente de 5 a 100 aminoacidos
de longitud. En algunas realizaciones, la secuencia conectora es de aproximadamente 5-60 o de aproximadamente
5-30 aminoécidos de longitud. En determinadas realizaciones, la secuencia conectora es de aproximadamente 5 a
aproximadamente 20 aminoacidos, y ventajosamente es de aproximadamente 10 a aproximadamente 30
aminoacidos. En otras realizaciones, el conector que une la parte de SAH a una proteina heterdloga puede ser un
dominio constante de un anticuerpo (por ejemplo, la totalidad o una parte de una regiéon Fc de un anticuerpo). En
determinadas realizaciones, el conector es un conector escindible.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de la presente invencion pueden generarse usando
reactivos y protocolos de entrecruzamiento bien conocidos. Por ejemplo, hay una gran cantidad de agentes de
entrecruzamiento quimicos que son conocidos para los expertos en la materia y Utiles para entrecruzar el polipéptido
SAH con una proteina heterdloga (por ejemplo, un anticuerpo). Por ejemplo, los agentes de entrecruzamiento son
agentes de entrecruzamiento heterobifuncionales, que pueden usarse para unir moléculas de una manera por
etapas. Los agentes de entrecruzamiento heterobifuncionales proporcionan la capacidad de disefiar métodos de
acoplamiento mas especificos para conjugar proteinas, reduciendo de ese modo la aparicién de reacciones
secundarias indeseadas tales como polimeros de homoproteina. Se conoce una amplia diversidad de agentes de
entrecruzamiento heterobifuncionales en la técnica, incluyendo 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato de
succinimidilo (SMCC), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS); (4-yodoacetil) aminobenzoato de
N-succinimidilo  (SIAB), 4-(p-maleimidofenil) butirato de succinimidilo (SMPB), clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC); 4-succinimidiloxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)-tolueno (SMPT), 3-(2-
piridilditio) propionato de N-succinimidilo (SPDP), 6-[3-(2-piridilditio) propionato] hexanoato de succinimidilo (LC-
SPDP). Aquellos agentes de entrecruzamiento que tienen restos N-hidroxisuccinimida pueden obtenerse como los
analogos de N-hidroxisulfosuccinimida, que generalmente tienen mayor solubilidad en agua. Ademas, aquellos
agentes de entrecruzamiento que tienen puentes disulfuro dentro de la cadena de unién pueden sintetizarse en su
lugar como los derivados alquilo para reducir la cantidad de escision del conector in vivo. Ademas de los agentes de
entrecruzamiento heterobifuncionales, existen otros varios agentes de entrecruzamiento que incluyen agentes de
entrecruzamiento homobifuncionales y fotorreactivos. El suberato de disuccinimidilo (DSS), el bismaleimidohexano
(BMH) y el dimetilpimelimidato.2 HCI (DMP) son ejemplos de agentes de entrecruzamiento homobifuncionales utiles
y el bis-[B-(4-acidosalicilamido)etil]ldisulfuro (BASED) y N-succinimidil-6(4'-acido-2'-nitrofenilamino)hexanoato
(SANPAH) son ejemplos de agentes de entrecruzamiento fotorreactivos utiles para su uso en esta invencién. Para
una revision reciente de las técnicas de acoplamiento de proteinas, véase Means et al. (1990) Bioconjugate
Chemistry. 1:2-12.

Una clase particularmente util de agentes de entrecruzamiento heterobifuncionales, incluidos los anteriores, contiene
el grupo reactivo amina primaria, N-hidroxisuccinimida (NHS), o su analogo hidrosoluble N-hidroxisulfosuccinimida
(sulfo-NHS). Las aminas primarias (grupos lisina épsilon) a pH alcalino estén sin protonar y reaccionan por ataque
nucledfilo en NHS o ésteres de sulfo-NHS. Esta reaccion provoca la formacion de un enlace amida, y libera NHS o
sulfo-NHS como subproducto. Otro grupo reactivo uti como parte de un agente de entrecruzamiento
heterobifuncional es un grupo reactivo tiol. Los grupos reactivo tiol habituales incluyen maleimidas, halégenos y
piridil disulfuros. Las maleimidas reaccionan especificamente con sulfhidrilos libres (restos de cisteina) en minutos,
en condiciones ligeramente acidas a neutras (pH 6,5-7,5). Los halégenos (funciones yodoacetilo) reaccionan con
grupos -- SH a pH fisioldgico. Estos dos grupos reactivos provocan la formacion de enlaces tioéter estables. El tercer
componente del agente de entrecruzamiento heterobifuncional es el brazo espaciador o puente. El puente es la
estructura que conecta los dos extremos reactivos. El atributo mas evidente del puente es su efecto sobre la
impedancia estérica. En algunos casos, un puente mas largo puede abarcar mas facilmente la distancia necesaria
para unir dos biomoléculas complejas.

La preparacion de conjugados de proteina usando reactivos heterobifuncionales es un proceso de dos etapas que
implica la reaccion de amina y la reaccion de sulfhidrilo. Para la primera etapa, la reaccion de amina, la proteina
elegida debe contener una amina primaria. Esta puede ser épsilon amina de lisina o una alfa amina primaria
encontrada en el extremo N de la mayoria de las proteinas. La proteina no debe contener grupos sulfhidrilo libres.
En casos donde ambas proteinas a conjugar contienen grupos sulfhidrilo libres, una proteina puede modificarse de
modo que todos los sulfhidrilos se bloqueen usando, por ejemplo, N-etiimaleimida (véase, Partis et al. (1983) J. Pro.
Chem. 2:263).
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Puede usarse reactivo de Ellman para calcular la cantidad de sulfhidrilos en una proteina particular (véase, por
ejemplo, Ellman et al. (1958) Arch. Biochem. Biophys. 74:443 y Riddles et al. (1979) Anal. Biochem. 94:75).

En determinadas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de la invencidon pueden producirse usando técnicas
convencionales de quimica de proteinas tales como las descritas en Bodansky, M. Principles of Peptide Synthesis,
Springer Verlag, Berlin (1993) y Grant G. A. (ed.), Synthetic Peptides: A User's Guide, W. H. Freeman and Company,
Nueva York (1992). Ademas, estan disponibles en el mercado sintetizadores peptidicos automatizados (por ejemplo,
Advanced ChemTech Model 396; Milligen/Biosearch 9600). En cualquiera de los métodos anteriores de
entrecruzamiento para la conjugacion quimica de SAH a una proteina heteréloga, puede usarse un dominio
escindible o conector escindible. La escisién permitira la separacion de la proteina heteréloga y el polipéptido SAH.
Por ejemplo, después de la penetracion de una célula por un polipéptido quimérico, la escision del conector
escindible permitiria la separacion de SAH de la proteina heterdloga.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos quiméricos de la presente invencién pueden generarse como una
proteina de fusiéon que contiene una parte de SAH y una proteina heterdloga (por ejemplo, un anticuerpo o un
péptido terapéutico), expresada como una cadena polipeptidica contigua. Dichos polipéptidos quiméricos se
mencionan en este documento como conjugados de forma recombinante. En la preparacion de dichas proteinas de
fusion, se construye un gen de fusion que comprende acidos nucleicos que codifican una parte de SAH y una
proteina heterdloga y, opcionalmente, una secuencia de conector peptidico para abarcar la parte de SAH vy la
proteina heterdloga. El uso de técnica de ADN recombinante para crear un gen de fusion, siendo el producto de
traduccion la proteina de fusién deseada, es bien conocido en la técnica. Tanto la secuencia codificante de un gen
como sus regiones reguladoras pueden redisefiarse para cambiar las propiedades funcionales del producto
proteinico, la cantidad de proteina generada o el tipo de célula en que se produce la proteina. La secuencia
codificante de un gen puede alterarse ampliamente - por ejemplo, fusionando parte del mismo a la secuencia
codificante de un gen diferente para producir un gen hibrido novedoso que codifique una proteina de fusién. Los
ejemplos de métodos para producir proteinas de fusidon se describen en las solicitudes PCT PCT/US87/02968,
PCT/US89/03587 y PCT/LTS90/07335, asi como Traunecker et al. (1989) Nature 339:68.

Esencialmente, la unién de diversos fragmentos de ADN que codifican las diferentes secuencias polipeptidicas se
realiza de acuerdo con técnicas convencionales, empleando extremos con finales romos o finales escalonados para
el ligamiento, digestion con enzimas de restriccion para proporcionar extremos apropiados, relleno de extremos
cohesivos segun lo apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar unién indeseable y ligamiento
enzimatico. Como alternativa, el gen de fusién puede sintetizarse por técnicas convencionales incluyendo
sintetizadores automatizados de ADN. En otro método, puede realizarse amplificacion por PCR de fragmentos
génicos usando cebadores de anclaje que dan lugar a salientes complementarios entre dos fragmentos génicos
consecutivos que posteriormente pueden hibridarse para generar una secuencia génica quimérica (véase, por
ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, Eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons: 1992). Los polipéptidos
quiméricos codificados por el gen de fusion pueden producirse de forma recombinante usando diversos sistemas de
expresion que son bien conocidos en la técnica (véase también a continuacion).

Los polipéptidos quiméricos conjugados de forma recombinante incluyen realizaciones en que la parte SAH se
conjuga con el extremo N o el extremo C de la proteina heterdloga.

En algunas realizaciones, puede reducirse la inmunogenicidad del polipéptido quimérico identificando un epitopo de
linfocito-T candidato dentro de una region de unién que abarca el polipéptido quimérico y cambiando un aminoacido
dentro de la region de uniéon como se describe en publicacion de patente de Estados Unidos n.° 2003/0166877.

La expresién proteina quimérica se usara para hacer referencia a proteinas que comprenden una parte de SAH (tal
como un polipéptido variante de SAH) y una proteina heteréloga, independientemente de la manera que en estas
partes se interconecten (por ejemplo, conjugadas quimicamente, conjugadas de forma recombinante). Por tanto, las
expresiones proteina quimérica, proteina de fusion y proteina conjugada se usaran indistintamente.

Las categorias ejemplares de proteinas heterélogas incluyen, aunque sin limitacion, enzimas, factores de
crecimiento y citocinas. En determinadas realizaciones, las proteina heteréloga es un anticuerpo.

Las proteinas heterdlogas para su uso en un polipéptido quimérico que comprende una parte de SAH pueden ser
una proteina terapéutica o fragmentos de la misma, tales como factores de crecimiento, enzimas, proteinas
morfogenéticas 6seas y fragmentos de receptor soluble. Los polipéptidos heterélogos ejemplares incluyen factores
de crecimiento, tales como factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factores de crecimiento de nervios (NGF),
factores de crecimiento epidérmico (EGF; un miembro de la familia EGF de factores de crecimiento), factores de
crecimiento de fibroblastos (FGF; un miembro de la familia de FGF de factores de crecimiento), factores de
crecimiento transformante (por ejemplo, TGF-alfa, TGF-beta, TGF-beta2, TGF-beta3), factores de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF; por ejemplo, VEGF-2), interferones (por ejemplo, INF-alfa, INF-beta), interleucinas (por
ejemplo, IL-1, IL-2), citocinas e insulina. Otras proteinas heterdlogas ejemplares incluyen enzimas. Otros
polipéptidos heterdlogos ejemplares incluyen proteinas morfogenéticas 6seas (BMP; un miembro de la familia BMP
de proteinas), eritropoyetinas (EPO), miostatina y factores de necrosis tumoral (por ejemplo, TNF-a). Otros

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678 144 T3

polipéptidos heterdlogos ejemplares incluyen dominios extracelulares de receptores transmembranarios, incluyendo
cualquier dominio extracelular de origen natural de un receptor celular, asi como cualquier variante del mismo
(incluyendo mutantes, fragmentos y formas peptidomiméticas).

Las proteinas heterdlogas para su uso en un polipéptido quimérico que comprende una parte de SAH pueden ser
una proteina terapéutica o fragmentos de la misma, incluyendo un anticuerpo o una parte de unién a antigeno del
mismo. Los anticuerpos ejemplares y fragmentos de anticuerpo incluyen, aunque sin limitacién, Humira®,
Remicade®, Simponi®, Rituxan®, Herceptin®, Avastin®, Erbitux®; Synagis®, Mylotarg®, Campath®, TheraCIM®,
Vectibix®, Tysabri®, ReoPro®, Lucentis®, Cimzia® y similares.

4.6 Acidos nucleicos relacionados con SAH y expresion

En determinados aspectos, la divulgacion proporciona una construccion de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica cualquiera de los polipéptidos (por ejemplo, variantes de SAH y polipéptidos
quiméricos con una parte de SAH) de la divulgacion. Ademas, la presente invenciéon hace uso de dichos acidos
nucleicos para producir un polipéptido quimérico o polipéptido variante de SAH (por ejemplo, parte de SAH - que
incluye fragmentos bioactivos, variantes y fusiones de la misma). En determinadas realizaciones especificas, los
acidos nucleicos pueden comprender ademas ADN que codifica una proteina heterdloga (por ejemplo, un anticuerpo
o un péptido terapéutico) para generar una proteina quimérica recombinante de la invencién. Todos estos acidos
nucleicos se mencionan de forma colectiva como acidos nucleicos de SAH.

En este documento se divulga una construccion de acido nucleico, que comprende (i) una secuencia de nucleotidos
que codifica una parte de seroalbumina humana (SAH), cuya parte de SAH comprende el dominio Il de SAH, o un
fragmento de unién a FcRn del mismo, cuyo dominio Il de SAH comprende de una a dieciocho sustituciones de
aminoacido, unido de forma funcional a (ii) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heterdloga, en la
que la construccion de acido nucleico codifica un polipéptido quimérico que retiene una actividad funcional de la
proteina heterdéloga y puede unirse a un FcRn, y en el que dicho polipéptido quimérico tiene una semivida en suero
y/o afinidad por FcRn aumentada respecto a un polipéptido quimérico de control en que la parte de SAH no incluye
dichas sustituciones de aminoacido.

En determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico codificado por la construccién de acido nucleico de la
invencién se une a FcRn con una mayor afinidad que dicho polipéptido quimérico de control. En determinadas
realizaciones, el polipéptido quimérico codificado por la construccion de acido nucleico de la invencion tiene una
semivida en suero aumentada respecto a dicho polipéptido quimérico de control. En determinadas realizaciones, el
polipéptido quimérico codificado por la construccion de acido nucleico de la invencién tiene estas dos propiedades.

En este documento se divulga una secuencia de nucleétidos que codifica una parte de seroalbumina humana (SAH),
cuya parte de SAH comprende el dominio Il de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, cuyo dominio IlI
de SAH comprende de una a dieciocho (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18) sustituciones de
aminoacido.

En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH
codificadas por la construccion de acido nucleico es de un resto que esta conservado entre multiples especies. En
determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH son de restos que
estan conservados entre multiple especies. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de ser
humano, cerdo, rata, ratdén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En
determinadas realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH son de restos que
estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro,
jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH es de un resto accesible en la superficie. En determinadas realizaciones, todas
estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH son de restos accesibles en la superficie. En
determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un
resto que esta tanto accesible en la superficie como conservado entre multiples especies. En determinadas
realizaciones, todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH son de restos que estan tanto
accesibles en la superficie como conservados entre multiple especies.

En determinadas realizaciones, (i) comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio Ill de SAH al
menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 1. En determinadas realizaciones, (i) comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un dominio Ill de SAH al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1. En determinadas
realizaciones, (i) comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio Ill de SAH al menos un 98 %
idéntica a la SEQ ID NO: 1.

En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido esta en el bucle 2 del dominio

Il de SAH. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido esta en el bucle 3
del dominio Il de SAH. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido esta en
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el bucle 6 del dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido esta en la hélice 7 del dominio Ill de SAH. En determinadas realizaciones, al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido esta en el bucle 7 del dominio Il de SAH. En determinadas realizaciones, al menos una
de dichas sustituciones de aminoacido esta en la hélice 8 del dominio Il de SAH. En determinadas realizaciones, al
menos una de dichas sustituciones de aminoacido esta en el bucle 8 del dominio Ill de SAH. En determinadas
realizaciones, al menos una de dichas sustituciones de aminoacido esta en el bucle 9 del dominio Il de SAH.

En determinadas realizaciones, (ii) comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heterdloga,
cuya proteina heteréloga comprende un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo. En determinadas
realizaciones, (ii) comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga, cuya proteina
heteréloga comprende una proteina terapéutica.

En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos codifica ademas una region constante de una
inmunoglobulina IgG.

En determinadas realizaciones, (ii) comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heterdloga,
cuya proteina heteréloga comprende un factor de crecimiento o una citocina. En determinadas realizaciones, la
construccién de acido nucleico comprende ademas una secuencia de nucleotidos que codifica un conector.

Los acidos nucleicos puede ser moléculas de ADN o ARN monocatenarias o bicatenarias. En determinadas
realizaciones, la divulgacion se refiere a secuencias de acido nucleico aisladas o recombinantes que codifican una
parte de SAH que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la misma region de
una secuencia de SAH (por ejemplo, SEQ ID NO: 1 y 2). En realizaciones adicionales, las secuencias de acido
nucleico de SAH pueden estar aisladas, ser recombinantes y/o estar fusionadas con una secuencia de nucleétidos
heterdloga, o en una coleccion de ADN.

En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos de SAH también incluyen secuencias de nucledtidos que
hibridan en condiciones altamente rigurosas con cualquiera de las secuencias de nucledtidos de SAH natural
mencionada anteriormente o secuencias complementarias de la misma. Un experto en la materia entendera
facilmente que pueden variarse las condiciones de rigurosidad apropiadas que promueven la hibridacion del ADN.
Por ejemplo, podria realizarse la hibridacién en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6,0 x a aproximadamente
45 °C, seguido por un lavado de SSC 2,0 x a 50 °C. Por ejemplo, la concentracion salina en la etapa de lavado
puede seleccionarse de una baja rigurosidad de aproximadamente SSC 2,0 x a 50 °C hasta una alta rigurosidad de
aproximadamente SSC 0,2 x a 50 °C. Ademas, la temperatura en la etapa de lavado puede aumentarse de
condiciones de baja rigurosidad a temperatura ambiente, aproximadamente 22 °C, hasta condiciones de alta
rigurosidad a aproximadamente 65 °C. Tanto la temperatura como la salinidad pueden variarse, o la temperatura o la
concentracion salina pueden mantenerse constantes mientras se cambia la otra variable. En una realizacion, la
invencién proporciona acidos nucleicos que hibridan en condiciones de baja rigurosidad de SSC 6 x a temperatura
ambiente seguido por un lavado a SSC 2 x a temperatura ambiente.

Los acidos nucleicos aislados que difieren de los acidos nucleicos de SAH natural debido a la degeneracion en el
codigo genético también estan dentro del alcance de la invencion. Por ejemplo, varios aminoacidos estan
designados por mas de un ftriplete. Los codones que especifican el mismo aminoacido, o sinénimo (por ejemplo,
CAU y CAC son sinénimos para histidina) pueden provocar mutaciones "silenciosas" que no afectan a la secuencia
de aminoacidos de la proteina. Sin embargo, se espera que existan polimorfismos de secuencia de ADN que den
lugar a cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas objeto entre células de mamifero. Un experto en
la materia apreciara que estas variaciones en uno o mas nucledtidos (hasta aproximadamente un 3-5 % de los
nucledtidos) de los acidos nucleicos que codifican una proteina particular puedan existir entre individuos de una
especie dada debido a variacion alélica natural. Todas y cada una de estas variaciones de nucleétidos y
polimorfismos resultantes de aminoacido estan dentro del alcance de esta invencion.

En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos de SAH recombinantes pueden unirse de forma funcional a una
0 mas secuencias de nucledtidos reguladoras en una construccion de expresion. Las secuencias de nucleétidos
reguladoras generalmente seran apropiadas para una célula hospedadora usada para la expresion. Se conocen
numerosos tipos de vectores de expresidén apropiados y secuencias reguladoras adecuadas en la técnica para una
diversidad de células hospedadoras. Normalmente, dicha una o mas secuencias de nucleétidos reguladoras pueden
incluir, aunque sin limitacién, secuencias promotoras, secuencias lider o sefal, sitios de unién al ribosoma,
secuencias de inicio y terminacion de la transcripcion, secuencias de inicio y terminacion de la traduccion y
secuencias potenciadoras o activadoras. Se contemplan promotores constitutivos o inducibles conocidos en la
técnica por la invencion. Los promotores pueden ser promotores de origen natural o promotores hibridos que
combinan elementos de mas de un promotor. Una construcciéon de expresion puede estar presente en una célula en
un episoma, tal como un plasmido, o la construccion de expresidon puede insertarse en un cromosoma. En una
realizacién preferida, el vector de expresion contiene un gen marcador de seleccion para permitir la seleccion de
células hospedadoras transformadas. Los genes marcadores de seleccion son bien conocidos en la técnica y
variaran con la célula hospedadora usada. En determinados aspectos, esta invenciéon se refiere a un vector de
expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido SAH y unida de forma funcional
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a al menos una secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras estan reconocidas en la técnica y se seleccionan
para dirigir la expresion del polipéptido codificado. Por consiguiente, la expresion secuencia reguladora incluye
promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresion. Las secuencias reguladoras ejemplares se
describen en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, Academic Press, San Diego, CA
(1990). Debe entenderse que el disefio del vector de expresiéon puede depender de factores tales como la eleccion
de la célula hospedadora a transformar y/o el tipo de proteina deseada a expresar. Ademas, el numero de copias del
vector, la capacidad de controlar ese numero de copias y la expresion de otra proteina cualquiera codificada por el
vector, tal como marcadores antibioticos, también deben considerarse.

También se divulga en este documento una célula hospedadora transfectada con un gen recombinante que codifica
un polipéptido SAH o un polipéptido quimérico de la invencién. La célula hospedadora puede ser cualquier célula
procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido SAH o un polipéptido quimérico puede expresarse en células
bacterianas tales como E. coli, células de insecto (por ejemplo, usando un sistema de expresién de baculovirus),
levadura o células de mamifero. Otras células hospedadoras adecuadas son conocidas para los expertos en la
materia.

En este documento se divulgan ademas métodos de produccion de un polipéptido SAH, una proteina heteréloga y/o
un polipéptido quimérico de la invencion. Por ejemplo, una célula hospedadora transfectada con un vector de
expresion que codifica un polipéptido SAH o un polipéptido quimérico puede cultivarse en condiciones apropiadas
para permitir que se produzca la expresion del polipéptido. El polipéptido puede secretarse y aislarse de una mezcla
de células y medio que contiene los polipéptidos. Como alternativa, los polipéptidos pueden retenerse en el
citoplasma o en una fracciéon de membrana y recogerse las células, lisarse y aislarse la proteina. Un cultivo celular
incluye células hospedadoras, medio y otros subproductos. Los medios adecuados para el cultivo celular son bien
conocidos en la técnica. Los polipéptidos pueden aislarse del medio de cultivo celular, células hospedadoras o
ambos usando técnicas conocidas en la técnica para purificar proteinas, incluyendo cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de filtracion en gel, ultrafiltracion, electroforesis y purificacion por inmunoafinidad con
anticuerpos especificos para epitopos particulares de los polipéptidos (por ejemplo, un polipéptido SAH). El
polipéptido puede ser una proteina de fusién que contiene un dominio que facilita su purificacion.

Un acido nucleico de SAH recombinante puede producirse ligando el gen clonado, o una parte del mismo, en un
vector adecuado para su expresién en células procariotas, células eucariotas (levadura, de ave, insecto o mamifero)
0 ambas. Los vehiculos de expresion para la produccion de un polipéptido recombinante incluyen plasmidos y otros
vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos derivados de pBR322,
plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos derivados de pBTac y plasmidos derivados
de pUC para la expresion en células procariotas, tales como E. coli. Los vectores de expresion de mamifero
preferidos contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la propagacion del vector en bacterias como una o
mas unidades de transcripcién eucariotas que se expresan en células eucariotas. Los vectores derivados de
pcDNAI/amp, pcDNAIl/neo, pRc/CMV, pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo y
pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamifero adecuados para la transfeccion de células eucariotas.

Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos bacterianos, tales como pBR322, para facilitar
la replicacion y la seleccion por resistencia a farmacos tanto en células procariotas como en células eucariotas.
Como alternativa, pueden usarse derivados de virus tales como el virus del papiloma bovino (BPV-1) o el virus
Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion transitoria de proteinas en células eucariotas. Los
diversos métodos empleados en la preparacion de los plasmidos y la transformacion de los organismos
hospedadores son bien conocidos en la técnica. Para otros sistemas de expresion adecuados tanto para células
procariotas como para células eucariotas, asi como los procedimientos de recombinacion generales, véase
Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2.2 Ed., ed. por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989) Capitulos 16 y 17. En algunos casos, puede ser deseable expresar el polipéptido
recombinante por el uso de un sistema de expresion de baculovirus. Los ejemplos de dichos sistemas de expresion
de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como pVL1392, pVL1393 y pVL941), vectores derivados de
pAcUW (tales como pAcUW1) y vectores derivados de pBlueBac (tales como el pBlueBac Ill que contiene 3-gal ).

Las técnicas para generar genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la unidon de diversos fragmentos de
ADN que codifican las diferentes secuencias polipeptidicas se realiza de acuerdo con técnicas convencionales,
empleando extremos con finales romos o finales escalonados para el ligamiento, digestion con enzimas de
restriccion para proporcionar extremos apropiados, relleno de extremos cohesivos segun lo apropiado, tratamiento
con fosfatasa alcalina para evitar union indeseable y ligamiento enzimatico. En otra realizacion, el gen de fusion
puede sintetizarse por técnicas convencionales incluyendo sintetizadores automatizados de ADN. Como alternativa,
puede realizarse amplificacion por PCR de fragmentos génicos usando cebadores de anclaje que dan lugar a
salientes complementarios entre dos fragmentos génicos consecutivos que posteriormente pueden hibridarse para
generar una secuencia génica quimérica (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel
et al., John Wiley & Sons: 1992).
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4.7 Métodos de tratamiento

La siguiente seccion incluye declaraciones respecto a métodos de tratamiento médico. Estas declaraciones se
mantienen como pertinentes para los usos médicos y productos para uso médico que son parte de la invencién y son
como se definen en las reivindicaciones adjuntas.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos de tratamiento de afecciones que se
pueden tratar usando la proteina heteréloga de las fusiones quiméricas de la divulgacion. En determinadas
realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos de aumento de la semivida en suero y/o aumento de la
afinidad de unién a FcRn de una proteina en un sujeto, que comprende conjugar dicha proteina a una parte de SAH,
cuya parte de SAH comprende el dominio Il o un fragmento de unién al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo. En
este documento se divulga el dominio Il de SAH que comprende de una dieciocho sustituciones de aminoacido para
aumentar una o ambas de la afinidad por FcRn y la semivida en suero del polipéptido quimérico respecto a un
polipéptido de control. Estos métodos implican administrar a un individuo que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido quimérico o variante de SAH como se describe anteriormente. En
determinadas realizaciones, el método comprende administrar un polipéptido quimérico que comprende (a) una parte
de SAH o fragmento bioactivo de la misma y (b) una proteina heterdloga. Estos métodos estan particularmente
dirigidos a tratamientos terapéuticos y profilacticos de animales, y mas particularmente, seres humanos.

Obsérvese que las enfermedades y afecciones particulares que pueden tratarse dependen de la parte de proteina
heterdloga de la proteina quimérica. Ademas, la divulgacion contempla que pueden administrarse polipéptidos
quiméricos que incluyen una proteina heteréloga apropiada para tratar una enfermedad o afeccion particular como
parte de un régimen terapéutico junto con uno o mas compuestos diferentes u otras modalidades terapéuticas
apropiadas para tratar una enfermedad o afeccién particular. Ademas, La divulgacion contempla que el polipéptido
quimérico se administre de una manera coherente con el tratamiento medicamente apropiado dada la edad del
paciente, peso, salud, gravedad de la enfermedad, etc.

A modo de ejemplo, si la proteina heteréloga es Humira, el polipéptido quimérico puede usarse en, por ejemplo, el
tratamiento de artritis reumatoide, psoriasis, artritis juvenil y enfermedad de Crohn. Si la proteina heteréloga es
insulina, el polipéptido quimérico puede usarse en, por ejemplo, el tratamiento con insulina.

Los términos "tratamiento", "tratar" y similares se usan en este documento para indicar en lineas generales la
obtencion de un efecto farmacologico y/o fisiologico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de
prevencion completa o parcial de una enfermedad, afeccion o sintomas de la misma, y/o puede ser terapéutico en
términos de una cura parcial o completa para una enfermedad o afeccion y/o efecto adverso que se puede atribuir a
la enfermedad o afeccién. "Tratamiento”, como se usa en este documento, cubre cualquier tratamiento de una
enfermedad o afeccién de un mamifero, particularmente un ser humano, e incluye: (a) prevenir la aparicion de la
enfermedad o afeccién en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o afeccién, pero ain no se ha
diagnosticado que la padece; (b) prevenir la enfermedad o afeccién (por ejemplo, detener su desarrollo); o (c) aliviar
la enfermedad o afeccidn (por ejemplo, causar la reversion de la enfermedad o afeccion, proporcionando una mejora
en uno o mas sintomas). Las mejoras en cualquier afeccion pueden evaluarse facilmente de acuerdo con métodos
convencionales y técnicas conocidas en la técnica. La poblacién de sujetos tratados por el método de la enfermedad
incluye sujetos que padecen la afeccién o enfermedad indeseable, asi como sujetos en riesgo de desarrollar la
afeccion o enfermedad.

Por la expresion "dosis terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" se entiende una dosis que produce el efecto
deseado para el que se administra. La dosis exacta dependera del propdsito del tratamiento y la podra averiguar un
experto en la materia usando técnica conocidas (véase, por ejemplo, Lloyd (1999) The Art, Science and Technology
of Pharmaceutical Compounding).

En determinadas realizaciones, puede administrarse uno o mas polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la
presente invencion, juntos (simultaneamente) o en diferentes momentos (secuencialmente). Ademas, los
polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la presente invencion pueden administrarse en combinacién con uno
0 mas compuestos o tratamientos adicionales para tratar la misma enfermedad o sintoma. Por ejemplo, puede
coadministrarse uno o mas polipéptidos quiméricos o variantes de SAH junto con uno o mas compuestos
terapéuticos. El tratamiento de combinacién puede abarcar la administracién simultanea o alterna. Ademas, La
combinacién puede abarcar la administrar aguda o cronica. Opcionalmente, El polipéptido quimérico o variante de
SAH de la presente invencion y los compuestos adicionales actian de una manera aditiva o sinérgica para tratar la
enfermedad o sintoma. Los compuestos adicionales a usar en tratamientos de combinacion incluyen, aunque sin
limitacion, moléculas pequefas, polipéptidos, anticuerpos, oligonucleétidos de antisentido y moléculas de ARNip.
Ademas, el tratamiento de combinacion también incluye los métodos divulgados en este documento junto con otros
tratamientos que no son de medicamento. Dependiendo de la naturaleza del tratamiento de combinacion, la
administracion de los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la invencién puede continuarse mientras se
administra el otro tratamiento y/o después de ello. La administracién de los polipéptidos quimérica o variantes de
SAH puede hacerse en una unica dosis, o en multiples dosis. En algunos casos, la administracion de los polipéptidos
quiméricos o variantes de SAH se comienza al menos varios dias antes del otro tratamiento, mientras que en otros
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casos, la administracion se comienza inmediatamente antes o en el momento de la administracion del otro
tratamiento.

4.8 Métodos de administracion

En determinadas realizaciones, la administracién a dicho sujeto comprende administrar la variante de SAH o el
polipéptido quimérico de forma sistémica. En determinadas realizaciones, la administracion a dicho sujeto
comprende administrar la variante de SAH o el polipéptido quimérico por via oral. En determinadas realizaciones, la
administracion ha dicho sujeto comprende administrar dicha variante de SAH o el polipéptido quimérico por via
intravenosa.

En determinados aspectos, la divulgacion proporciona una composicion que comprende la variante de SAH o el
polipéptido quimérico de la divulgacion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En determinadas realizaciones,
la composicién es una composicion estéril. En determinadas realizaciones, la composicién es apirégena.

Se conocen diversos sistemas de suministro y pueden usarse para administrar los polipéptidos quiméricos o
variantes de SAH de la divulgacién, por ejemplo, encapsulacién en liposomas, microparticulas, microcapsulas,
células recombinantes que pueden expresar el compuesto, endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo,
Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Los métodos de introduccién pueden ser enterales o parenterales,
incluyendo aunque sin limitaciéon, via intradérmica, transdérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, pulmonar, intranasal, intraocular, epidural, tépica y oral. En realizaciones particulares, la introduccién
parenteral incluye administracion intramuscular, subcutanea, intravenosa, intravascular e intrapericardica.

Los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH pueden administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo,
por infusidon o inyeccion en bolo, mediante absorcion a través de revestimientos epiteliales o mucocutaneos (p. ej.,
mucosa oral, rectal y mucosa intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos.
La administracion puede ser sistémica o local. Se puede emplear también la administracién pulmonar, por ejemplo,
mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y formulaciéon con un agente de formacion de aerosol.

En determinadas realizaciones, puede ser deseable administrar los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la
invencién de forma local al area que necesita tratamiento (por ejemplo, musculo); Esto puede conseguirse, por
ejemplo, y no a modo de limitacion, por infusion local durante cirugia, aplicacién tépica, por ejemplo, por inyeccion,
mediante un catéter o mediante un implante, siendo el implante de un material poroso, no poroso, o gelatinoso,
incluyendo membranas, tales como membranas sialasticas, fibras o sustitutos comerciales de piel.

En otras realizaciones, Los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la divulgacion pueden suministrarse en
una vesicula, en particular, un liposoma (véase, Langer, 1990, Science 249:1527-1533). En otra realizacién mas, los
polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la divulgacién pueden suministrarse en un sistema de liberacion
controlada. En otra realizacion, puede usarse una bomba (véase Langer, 1990, supra). En otra realizacion, pueden
usarse materiales poliméricos (véase, Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71:105). En determinadas realizaciones
especificas, los polipéptidos quiméricos o variantes de la divulgacion pueden suministrarse por via intravenosa.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH se administran por infusion
intravenosa. En determinadas realizaciones, los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH se infunden durante un
periodo de al menos 10, al menos 15, al menos 20 o al menos 30 minutos. En otras realizaciones, los polipéptidos
quiméricos o variantes de SAH se infunden durante un periodo de al menos 60, 90 o 120 minutos.
Independientemente del periodo de infusion, la divulgacion contempla que cada infusién sea parte de un plan de
tratamiento global donde el polipéptido quimérico o variante de SAH se administra de acuerdo con una pauta regular
(por ejemplo, semanalmente, mensualmente, etc.).

4.9 Métodos de evaluacion

Los polipéptidos quiméricos de la divulgacion se caracterizan basandose en (i) la retencion sustancial de una funcion
de la proteina heterdloga y (ii) la posesion de afinidad aumentada por FcRn y/o semivida en suero aumentada
respecto a un polipéptido quimérico conjugado con una parte de SAH no modificada o respecto a otro control
apropiado. En este documento se divulgan polipéptidos variante de SAH caracterizados basindose en la posesion
de afinidad aumentada por FcRn y/o semivida en suero aumentada respecto a una parte de SAH natural o respecto
a otro control apropiado. Las propiedades de un polipéptido quimérico o polipéptido variante de SAH pueden
evaluarse en uno cualquiera o0 mas ensayos adecuados, in vitro o in vivo.

A modo de ejemplo, la afinidad (Ka y/o Kd) por FcRn puede evaluarse in vitro usando, por ejemplo, uno cualquiera o
mas de los ensayos descritos en los ejemplos u otros ensayos de unién. Asimismo, la ke y/0 kon puede evaluarse in
vitro usando, por ejemplo, uno cualquiera o mas de los ensayos descritos en los ejemplos u otros ensayos de union.

La medicion de la constante de afinidad y la especificidad de unién entre el antigeno y el anticuerpo es un elemento
central en la determinacion de la eficacia de los métodos terapéuticos, de diagndstico y de investigacion usando los
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anticuerpos anti-SAH. "Afinidad de unién" en general se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no
covalentes entre un Unico sitio de unién de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo, una parte de SAH) y su
compariero de uniéon (por ejemplo, un antigeno, un FcRn). Salvo que se indique lo contrario, como se usa en este
documento, la "afinidad de union" se refiere a la afinidad de unién intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre
miembros de un par de unidén (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiero
Y puede estar representada en general por la constante de disociacion en equilibrio (Kd o Kp), que se calcula como
la relacion Kof/kon. Véase, por ejemplo, Chen, Y., et al., (1999) J. Mol Biol 293:865-881. La afinidad puede medirse
por métodos habituales conocidos en la técnica, incluyendo los descritos y ejemplificados en este documento, tales
como BlAcore. Los anticuerpos de baja afinidad generalmente se unen al antigeno lentamente y tienden a disociarse
facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad generalmente se unen al antigeno mas rapido y tienden a
permanecer unidos durante mas tiempo. Se conoce una diversidad de métodos de medicion de la afinidad de union
en la técnica, cualquiera de los cuales puede usarse para los fines de la presente invencion.

En determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico o polipéptido de SAH variante tiene una afinidad por FcRn
que esta mejorada en aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 4 o aproximadamente 5 veces respecto a la del control. En
determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico tiene una afinidad que esta mejorada en mas de 5, o incluso
mas de 10 veces respecto a la del control. En determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico o polipéptido
variante de SAH tiene una afinidad que esta mejorada en mas de 20, 25, 40 o mas de 50 veces respecto a la del
control. En determinadas realizaciones, el polipéptido quimérico o polipéptido variante de SAH tiene una afinidad que
estd mejorada en aproximadamente 5-10 veces, aproximadamente 10-20 veces, aproximadamente 25-40 veces,
aproximadamente 40-50 veces, aproximadamente 50-75 o aproximadamente 75-100 veces respecto a la del control.
Cuando se evalua la afinidad calculando la Ka, estas mejoras de afinidad se traducen en un aumento en la Ka (por
ejemplo, 2 veces, 5 veces, 10 veces, etc., como se resume anteriormente). Cuando se evalua la afinidad calculando
la Kd, estas mejoras de afinidad se traducen en una disminucién en la Kd (por ejemplo, 2 veces, 5 veces, 10 veces,
etc., como se resume anteriormente).

En determinadas realizaciones, la afinidad por FcRn a bajo pH (por ejemplo, pH ~5,5) esta mejorada. En otras
determinadas realizaciones, la afinidad por FcRn a bajo pH esta mejorada y la afinidad a pH neutro (por ejemplo, pH
~7,2) esta inalterada.

A modo de ejemplo adicional, la semivida en suero puede medirse en un ser humano o modelo animal. Un aumento
en la semivida en suero en cualquier modelo animal (incluyendo, aunque sin limitacién, un animal transgénico que
tiene un FcRn humano) es suficiente para caracterizar un polipéptido quimérico o variante de SAH como que tiene
un aumento en la semivida en suero respecto a un control.

En una realizacion, el polipéptido quimérico o polipéptido variante de SAH tiene una semivida en sangre no menor
de 10 dias, preferiblemente no menos de aproximadamente 14 dias y mucho mas preferiblemente no menos de un
50 % de la semivida de la proteina seroalbumina natural u homoélogo de la misma. En otra realizacion, la semivida
del polipéptido quimérico o polipéptido variante de SAH estd aumentada en aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 4 o
aproximadamente 5 veces respecto a la del polipéptido de control. En determinadas realizaciones, la semivida del
polipéptido quimérico o polipéptido variante de SAH esta aumentada en mas de 5, o incluso mas de 10 veces
respecto a la del polipéptido de control. En determinadas realizaciones, la semivida del polipéptido quimérico o
polipéptido variante de SAH esta aumentada en mas de 20, 25, 40 o mas de 50 veces respecto a la del polipéptido
de control. En determinadas realizaciones, la semivida del polipéptido quimérico o polipéptido variante de SAH esta
aumentada en aproximadamente 5-10 veces, aproximadamente 10-20 veces, aproximadamente 25-40 veces,
aproximadamente 40-50 veces, aproximadamente 50-75 o aproximadamente 75-100 veces respecto a la del
polipéptido de control.

Los ensayos adecuados para evaluar si un polipéptido quimérico retiene sustancialmente una funcion de la proteina
heterdloga dependera de la proteina heteréloga y su funcion natural. Sin embargo, la funcién puede evaluarse en
cualquier ensayo in vitro o in vivo apropiado, incluyendo modelos animales. Las funciones ejemplares incluyen,
aunque sin limitacion, (i) la capacidad de unirse a un receptor particular; (ii) la capacidad de inducir o inhibir la
sefializacion mediante una ruta de transduccién de sefales particular; (iii) la capacidad de inducir o inhibir la
apoptosis; (iv) la capacidad de inducir o inhibir la angiogénesis; (v) la capacidad de estimular o inhibir la proliferacion
celular; (vi) la capacidad de promover o inhibir la diferenciacion celular; (vii) la capacidad de promover la
supervivencia celular; y (viii) la capacidad de promover o inhibir la secrecion de otro factor proteinico.

En determinadas realizaciones, un polipéptido quimérico de la presente divulgacion que comprende una proteina
heterdloga biolégicamente activa es mas potente que la propia proteina heterdloga biolégicamente activa, por
ejemplo, no fusionada a una parte de SAH. Por ejemplo, un polipéptido quimérico puede ser 2 veces, 4 veces, 5
veces, 10 veces, 25 veces, 50 veces, 100 veces o incluso 1000 veces mas activo que la secuencia de la proteina
biolégicamente activa en solitario, por ejemplo, 1, 2 o incluso 3 6rdenes de magnitud mas activo. Por tanto, en
realizaciones en las que la secuencia del péptido bioldgicamente activo inhibe una actividad bioldgica, la Clso del
polipéptido quimérico puede ser 10 veces inferior, 100 veces inferior o incluso 1000 veces inferior que la Clso de la
proteina bioldgicamente activa en solitario, y en realizaciones en las que la secuencia de la proteina biolégicamente
activa induce o promueve la actividad bioldgica, la CEsq del polipéptido quimérico puede ser 10 veces inferior, 100
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veces inferior o incluso 1000 veces inferior que la CEsy del péptido bioldgicamente activo en solitario. En
realizaciones en las que la secuencia de la proteina biolégicamente activa se une a una molécula bioldgica, tal como
un acido nucleico, péptido o carbohidrato, la constante de disociacion Ky del polipéptido quimérico y la molécula
bioldgica a la que se une puede ser 10 veces inferior, 100 veces inferior o incluso 1000 veces inferior que la K4 de la
molécula biolégica y la proteina biolégicamente activa en solitario, por ejemplo, la unién de las dos entidades se ve
favorecida de forma creciente sobre su disociacion.

4.10 Composiciones farmacéuticas

En determinadas realizaciones, los presente polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la presente divulgacion
se formulan con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Puede administrarse uno o mas polipéptidos quiméricos
variantes de SAH en solitario o como un componente de una formulaciéon farmacéutica (composicién). Los
polipéptidos quiméricos o variantes de SAH pueden formularse para administracién de cualquier manera
conveniente para su uso en medicina humana o veterinaria. También pueden estar presentes en las composiciones
agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes, tales como lauril sulfato de sodio y estearato de magnesio, asi
como agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes y agentes
perfumantes, conservantes y antioxidantes.

Las formulaciones de los presente polipéptidos quiméricos variantes de SAH incluyen aquellos adecuados para
administracion oral, nasal, tépica, parenteral, rectal y/o intravaginal. Las formulaciones pueden estar presentes
convenientemente en forma monodosis y pueden prepararse por cualquier método bien conocido en la técnica de
farmacia. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material de vehiculo para producir una
forma de dosificacion individual variara dependiendo del hospedador que se esta tratando y el modo particular de
administracion. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un material de vehiculo para producir
una forma de dosificacion individual generalmente sera esa cantidad del compuesto que produce un efecto
terapéutico.

En determinadas realizaciones, los métodos de preparacion de estas formulaciones o composiciones incluyen
combinar otro tipo de agentes terapéuticos y un vehiculo y, opcionalmente, uno o mas ingredientes accesorios. En
general, las formulaciones pueden prepararse con un vehiculo liquido o un vehiculo sélido dividido finamente, o
ambos, y después, si fuera necesario, conformando el producto.

Las formulaciones para administracion oral pueden estar en forma de capsulas, sobrecitos, pildoras, comprimidos,
grageas (usando una base aromatizada, habitualmente sacarosa y goma arabiga o de tragacanto), polvos, granulos
0 como una solucién o una suspension en un liquido acuoso o0 no acuoso, 0 como una emulsion liquida de aceite en
agua o agua en aceite, o como un elixir o jarabe, o como pastillas (usando una base inerte, tal como gelatina y
glicerina, o sacarosa y goma arabiga) y/o como colutorios y similares, que contienen cada uno una cantidad
determinada de uno de los presente agentes terapéuticos polipeptidicos como ingrediente activo. Las suspensiones,
ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes de suspension tales como alcoholes isoestearilicos
etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita,
agar-agar y goma de tragacanto, y mezclas de los mismos.

En formas sdlidas de dosificacién para administracién oral (capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos,
granulos y similares), puede mezclarse uno o mas agentes terapéuticos polipeptidicos de la presente invencion con
uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio, y/o cualquiera
de los siguientes: (1) cargas o diluyentes, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido
silicico; (2) aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona,
sacarosa y/o goma arabiga; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes disgregantes, tales como agar-agar,
carbonato de calcio, almidon de patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos y carbonato de sodio; (5)
agentes retardadores de disolucion, tales como parafina; (6) aceleradores de la absorcién, tales como compuestos
de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de
glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin y arcillas de bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de
calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos, lauril sulfato de sodio y mezclas de los mismos; y (10)
agentes colorantes. En el caso de las capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas también
pueden comprender agentes tamponantes. También pueden emplearse composiciones sélidas de un tipo similar
como rellenos en capsulas de gelatina de relleno blando y duro usando excipientes tales como lactosa o azucares de
la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares. Las formas liquidas de dosificacién para
administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes vy elixires
farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas liquidas de dosificacion pueden contener
diluyentes inertes habitualmente usados en la técnica, tales como agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y
emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico,
benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceite de algodon, de cacahuete, de
maiz, de germen, de oliva, de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de
acido graso de sorbitan y mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también
pueden incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, edulcorantes,
aromatizantes, coloracion, perfumantes y agentes conservantes.
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Las composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral pueden comprender uno o mas
polipéptidos quiméricos o variantes de SAH en combinacién con una o mas soluciones, dispersiones, suspensiones
o emulsiones acuosas o0 no acuosas estériles farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden
reconstituirse en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso, que pueden contener
antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que hacen que la formulaciéon sea isoténica con la sangre del
destinatario pretendido o agentes de suspension o espesantes. Los ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos
adecuados que pueden emplearse en las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen agua, etanol,
polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites
vegetales, tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez
apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento, tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de dispersiones, y mediante el uso de
tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes de dispersion. La prevencion de la accion de microorganismos puede asegurarse
por la inclusion de diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido
sorbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes isotdnicos, tales como azucares, cloruro de sodio y
similares en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
conseguirse por la inclusion de agentes que retardan la absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

En determinadas realizaciones, las composiciones de la divulgacion, incluyendo composiciones farmacéuticas, son
apirégenas. En otras palabras, en determinadas realizaciones, las composiciones estén sustancialmente libres de
pirégenos. En una realizacion, las formulaciones de la invencion son formulaciones libres de pirégenos que estan
sustancialmente libres de endotoxinas y/o sustancias pirégenas relacionadas. Las endotoxinas incluyen toxinas que
estan confinadas dentro de un microorganismo y se liberan Unicamente cuando los microorganismos se
descomponen o mueren. Las sustancias pirdgenas también incluyen sustancias termoestables que inducen fiebre
(glucoproteinas) de la membrana exterior de bacterias y otros microorganismos. Estas dos sustancias pueden
causar fiebre, hipotensién y choque si se administran a seres humanos. Debido a los efectos dafiinos potenciales,
incluso bajas cantidades de endotoxinas deben retirarse de las soluciones de principio activo farmacéutico
administradas por via intravenosa. La Food & Drug Administration ("FDA") ha establecido un limite superior de 5
unidades de endotoxina (UE) por dosis por kilogramo de peso corporal en un periodo de una uUnica hora para
aplicaciones de farmacos intravenosos (The United States Pharmacopeial Convention, Pharmacopeial Forum 26
(1):223 (2000)). Cuando se administran proteinas terapéuticas en cantidades de varios cientos o miles de miligramos
por kilogramo de peso corporal, como puede ser caso con anticuerpos, deben retirarse incluso cantidades minimas
de endotoxina dafiina y peligrosa. En determinadas realizaciones especificas, los niveles de endotoxina y pirégenos
en la composicién son de menos de 10 UE/mI, o menos de 5 UE/mg, o menos de 1 UE/mg, o menos de 0,1 UE/mg o
menos de 0,01 UE/mg o menos de 0,001 UE/mg.

Las formas inyectables de depdsito se generan formando matrices de microencapsulacién de uno o méas agentes
terapéuticos polipeptidicos en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la
relacion de farmaco a polimero y la naturaleza del polimero particular empleado, puede controlarse la tasa de
liberacion del farmaco. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos).
Las formulaciones inyectables de depdsito también se preparan atrapando el farmaco en liposomas o
microemulsiones que con compatibles con el tejido corporal.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la presente divulgacion se
formulan de acuerdo con procedimientos rutinarios como una composicion farmacéutica adaptada para
administracion intravenosa a seres humanos. Cuando es necesario, la composicion también puede incluir un agente
solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccién. Cuando la
composicion tiene que administrarse por infusion, puede distribuirse con un frasco de infusion que contiene agua o
solucion salina de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicion se administra por inyeccion, puede
proporcionarse una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucion salina de modo que los ingredientes pueden
mezclarse antes de la administracion.

La cantidad de los polipéptidos quiméricos o variantes de SAH de la divulgaciéon que sera eficaz en el tratamiento de
una afeccion o enfermedad relacionada con el tejido puede determinarse por técnicas clinicas convencionales.
Ademas, pueden emplearse opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a identificar los intervalos 6ptimos de
dosificacion. La dosis precisa a emplear en la formulaciéon también dependera de la vida de administracion y la
gravedad de la afeccion, y debe decidirse de acuerdo con el criterio del facultativo y las circunstancias de cada
paciente. Sin embargo, los intervalos adecuados de dosificacidon para administracion intravenosa generalmente son
de aproximadamente 20-5000 microgramos del polipéptido quimérico variante de SAH activo por kilogramo de peso
corporal. Los intervalos adecuados de dosificacion para administracion intranasal generalmente son de
aproximadamente 0,01 mg/kg de peso corporal a 1 mg/kg de peso corporal. Las dosis eficaces pueden extrapolarse
de curvas de respuesta a dosis obtenidas de sistemas de ensayo in vitro o en modelo animal.
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4.11 Articulos de fabricacion vy kits

En este documento se divulga un paquete farmacéutico o kit que comprende uno o mas recipientes llenados con al
menos un polipéptido quimérico o variante de SAH de la divulgaciéon. La formulaciones de la divulgacion pueden
comprender polipéptidos quiméricos o variantes de SAH fusionados de forma recombinante o conjugados
quimicamente a otro resto, incluyendo aunque sin limitacién, un proteina heteréloga, un polipéptido heterdlogo, un
péptido heterdlogo, una molécula grande, una molécula pequefia, una secuencia marcadora, un agente de
diagndstico detectable, un resto terapéutico, un resto de farmaco, un ion metalico radiactivo, un segundo anticuerpo
y un soporte. Las formulaciones de la divulgacion pueden formularse en viales de una unica dosis como un liquido
estéril. Las formulaciones de la divulgacién pueden suministrarse en viales ambar de borosilicato de tipo | USP de
3 cc (West Pharmaceutical Serices - n.° de Parte 6800-0675) con un volumen diana de 1,2 ml. Los recipientes
ejemplares incluyen, aunque sin limitacion, viales, frascos, jeringas precargadas, bolsas 1V, envases alveolados (que
comprenden una o mas pildoras). Opcionalmente asociado con dicho recipiente o recipientes puede haber un aviso
en forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacion, uso o venta de agentes farmacéuticos o
productos bioldgicos, cuyo aviso refleja la aprobacion por la agencia de fabricacion, uso o venta para diagndstico y/o
administracion a seres humanos.

En este documento también se divulgan kits que comprenden polipéptidos quiméricos o variantes de SAH que son
utiles con diversos fines, por ejemplo, aumentar la semivida en suero o aumentar la afinidad de unién a FcRn de un
agente terapéutico. Para el aislamiento y purificacion de un reactivo, el kit puede contener polipéptidos acoplados a
microesferas (por ejemplo, microesferas de sepharose). Pueden proporcionarse kits que contienen los polipéptidos
para deteccion y cuantificacion de una diana in vitro, por ejemplo, en un ELISA o una transferencia de Western.
Como con el articulo de fabricacion, el kit comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto en o asociado con el
recipiente. El recipiente aloja una composicion que comprende al menos un polipéptido quimérico o variante de SAH
de la divulgacion. Pueden incluirse recipientes adicionales que contienen, por ejemplo, diluyentes y tampones,
reactivos de diagnostico de control. La etiqueta o prospecto puede proporcionar una descripcion de la composicion,
asi como instrucciones para el uso pretendido in vitro o de diagnéstico.

4.12 Vectores adenoviricos y métodos

Los vectores de ADN dutiles para la generacién de particulas adenoviricas recombinantes a partir de células
hospedadoras son bien conocidos en la técnica y hay facilmente disponibles reactivos comerciales (véanse, por
ejemplo, los n.° de Catalogo V493-20 y V494-20 de Invitrogen). En este documento se divulga un método para
potenciar la generaciéon de adenovirus recombinante incorporando una secuencia OriP en un vector de ADN util para
la generacion de particulas adenoviricas (también mencionadas en esta ocasién como vectores adenoviricos). Los
vectores adenoviricos que contienen OriP pueden comprender ademas secuencias para la expresion de la proteina
EBNA-1 o, como alternativa, se usan células hospedadoras que expresan la proteina EBNA-1 para la generacién de
particulas adenoviricas recombinantes. Las vectores adenoviricos que contienen OriP son particularmente utiles
para la generacion de poblaciones de adenovirus recombinante que comprenden una coleccién diversa/compleja de
secuencias de ADN de interés (por ejemplo, secuencias de ADN que codifican variantes del dominio Ill de SAH).

Una secuencia OriP puede genomanipularse facilmente en cualquier vector adenovirico conocido usando numerosas
técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, si se utiliza un sistema de recombinacion Gateway, la secuencia OriP
debe estar ubicada entre los sitios de recombinacion att del vector de entrada o el vector de destino adenovirico.
Cuando se afaden secuencias a un vector adenovirico debe tenerse cuidado de evitar insertarlas en un sitio que
impediria la replicacién o ensamblaje del ADN adenovirico. Como alternativa, u opcionalmente, el vector adenovirico
que contiene la secuencia OriP puede genomanipularse para que también exprese la proteina EBNA-1 (véase la
figura 10). Expresando la proteina EBNA-1 directamente desde el vector adenovirico, la célula hospedadora no tiene
que expresar el gen de EBNA-1.

Los vectores adenoviricos de la invencion comprenden una secuencia OriP y secuencias genémicas adenoviricas.
Los vectores adenoviricos de la invencién pueden comprender ademas uno o mas de los siguientes elementos:

(i) Uno o mas sitios de recombinacién (por ejemplo attR1 y attR2) para la clonacién por recombinacién con otro
vector, dicho sitio es util para lograr la clonacién de secuencias de ADN de interés para su expresion en un
adenovirus recombinante generado a partir del presente vector;

(i) Uno o mas genes de resistencia a antibidticos/farmacos (por ejemplo, cloranfenicol) y/o un gen de expresion
de toxina (por ejemplo ccdB) util para la seleccion y/o contraseleccion;

(iii) Sitio de clonacion (puede ser un sitio de clonacidon mudltiple) util para subclonar una secuencia de ADN de
interés;

(iv) ADN de interés que puede comprender uno o mas genes de interés que codifican una o mas proteinas de
interés;

(v) Promotor para la expresiéon de un gen de interés en una amplia gama de células de mamifero (por ejemplo
promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV) humano), el promotor puede ser constitutivo o puede ser
inducible;
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(vi) Marca epitopica (por ejemplo, epitopo His6X) para la deteccion y/o purificacion de la proteina de interés. La
marca epitopica puede estar presente en el extremo 5' o 3' de la proteina recombinante de interés;

(vii) Secuencia de poliadenilacion (poliA) (por ejemplo, secuencia poliA del virus 40 de simio) para la terminacion
eficaz de la transcripcion y la poliadenilacion del ARNm;

(viii) Origen de replicacion para replicacion de elevado nimero de copias y el manteniendo del plasmido en E.
coli;

(ix) Gen de resistencia a antibiéticos para la seleccién en E. coli;

(x) Uno o mas sitios para enzimas de restriccion (por ejemplo, Pacl) para linealizar el vector, los sitios para
enzimas de restriccion pueden flanquear los elementos (viii) y (ix); y

(xi) secuencia de ADN que codifica la proteina EBNA-1.

El origen del virus de Epstein-Barr (EBV) de sintesis del ADN plasmidico, oriP, mantiene de forma eficaz la sintesis
del ADN en una diversidad de células eucariotas superiores. Se proporciona una secuencia OriP representativa en la
figura 9C. Este origen usan Unicamente una proteina virica, EBNA-1, mientras que todos los demas factores se
proporcionan por la célula. La proteina EBNA-1 puede proporcionarse por la célula hospedadora (por ejemplo,
células 293E). Los vectores adenoviricos de la invencion pueden comprender adema el elemento (xi) secuencia de
ADN que codifica la proteina EBNA-1. La proteina EBNA-1 representativa y las secuencias de ADN se proporcionan
en las figuras 9A y 9B, respectivamente.

Se contempla especificamente que las secuencias gendmicas adenoviricas (por ejemplo, las secuencias de
adenovirus humano de tipo 5 codificaran genes y otros elementos (por ejemplo, repeticiones terminales invertidas
(ITR) derecha e izquierda, secuencia sefial de encapsidacion, genes tardios) necesarios para el empaquetado
apropiado y la produccion del adenovirus (Hitt et al., 1999, The Development of Human Gene Therapy, T.
Friedmann, ed. (Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press), pag. 61-86; Russell, 2000, J. Gen.
Virol. 81, 2573-2604). Las secuencias gendmicas adenoviricas pueden codificar un genoma adenovirico completo.
Como alternativa, las secuencias gendmicas adenoviricas pueden codificar todas las proteinas y otros elementos
reguladores excepto una o mas proteinas y/o elementos reguladores, que se proporcionan en trans, para producir
adenovirus incompetente en la replicacion. Por ejemplo, la regiéon E1 que codifica las proteinas E1 (E1a y E1b)
puede excluirse de los vectores adenoviricos de la invencion (Russell, 2000, J. Gen. Virol. 81, 2573-2604). Las
proteinas perdidas y/u otros elementos entonces se proporcionaran en trans, generalmente por el hospedador usado
para generar los adenovirus, por ejemplo, las lineas celulares 293 contienen una copia genémica de la regién E1.
Las secuencias gendmicas adenoviricas pueden comprender, o consistir esencialmente en secuencias de
adenovirus humano de tipo 5 correspondientes a las secuencias de tipo silvestre 1-458 y 3513-35935.

Un experto en la materia entendera que se proporcionaran determinados elementos en combinaciéon y/o pueden
incorporar otros elementos, por ejemplo, el elementos (iv) puede incorporar los elementos (v)-(vii). Se entendera
ademas que determinados elementos se proporcionaran 5' y/o 3' a otros elementos, por ejemplo, el elemento (x)
puede ser Util para la linealizacion del vector adenovirico, el elemento (x), cuando se incorpora para la linealizacion,
debe proporcionarse §' a la ITR5' y/o 3' a la ITR3'. Asimismo, el elemento (viii) y (ix), cuando estan presentes,
generalmente estan ubicados de modo que no se incorporaran en el adenovirus rescatado, por ejemplo, estos
elementos pueden estar ubicados 5' a la ITR5' y 3' a la ITR3". El OriP y los elementos (i)-(vii), si estan presentes,
estan flanqueados en un lado por una secuencia gendémica adenovirica que incluye la ITR 3'y por una secuencia
ITR 5' en el otro lado (por ejemplo, figura 10).

Un vector adenovirico representativo de la invencion que incorpora los elementos (i), (i), (iv), (viii)-(x) y
opcionalmente (xi) se proporciona en la figura 10.

5. Se describen en este documento:

1. Un polipéptido quimérico que comprende: (a) una parte de seroalbumina humana (SAH), cuya parte de SAH
comprende el dominio Ill de SAH o un fragmento de union al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo, y (b) una
proteina heterdloga, en el que el polipéptido quimérico retiene una actividad funcional de la proteina heteréloga y
puede unirse a un FcRn, y en el que dicho dominio Ill de SAH comprende de una a dieciocho sustituciones de
aminoacido para aumentar una o ambas de la afinidad por FcRn y semivida en suero del polipéptido quimérico
respecto a un polipéptido quimérico de control en que la parte de SAH no incluye dichas sustituciones de
aminoacido.

2. El polipéptido quimérico del punto 1, en el que el polipéptido quimérico se une a FcRn con una mayor afinidad
que dicho polipéptido quimérico de control.

3. El polipéptido quimérico del punto 1 o0 2, en el que el polipéptido quimérico se une a FcRn con una mayor
afinidad que dicho polipéptido quimérico de control, y en el que dicha afinidad se mide a pH acido.

4. El polipéptido quimérico del punto 3, en el que el pH acido es entre 5,0 y 6,0.

5. El polipéptido quimérico del punto 4, en el que el pH acido es 5,5 + 0,2.

6. El polipéptido quimérico de uno cualquiera de los puntos 1-3, en el que el polipéptido quimérico se une a FcRn
con una mayor afinidad que dicho polipéptido quimérico de control a pH acido, pero dicho polipéptido quimérico
no se une a FcRn con mayor afinidad que dicho polipéptido quimérico de control a pH neutro.

7. El polipéptido quimérico del punto 6, en el que el pH neutro es entre 6,9y 7,9.
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8. El polipéptido quimérico del punto 7, en el que el pH neutro es 7,4 + 0,2.

9. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-6, en el que el polipéptido quimérico se une a FcRn y
tiene una tasa de inactivacion y una tasa de activacién que difieren de las de dicho polipéptido quimérico de
control.

10. El polipéptido quimérico del punto 9, en el que el polipéptido quimérico se une a FcRn y tiene, respecto a
dicho polipéptido de control, una tasa de activaciéon aumentada y/o una tasa de inactivacion disminuida.

11. El polipéptido quimérico del punto 9, en el que el polipéptido quimérico se une a FcRn y tiene, respecto a
dicho polipéptido de control, una tasa de inactivacion aumentada.

12. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-11, en el que el dominio lll de SAH comprende de una
o diez sustituciones de aminoacido para aumentar la semivida en suero del polipéptido quimérico respecto al
polipéptido quimérico de control en que la parte de SAH no incluye dichas sustituciones de aminoacido.

13. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-12, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre multiples especies.

14. El polipéptido quimérico del punto 13, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH son de restos que estan conservados entre multiples especies.

15. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-13, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de ser
humano, cerdo, rata, raton, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

16. El polipéptido quimérico del punto 15, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH son de restos que estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén,
perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

17. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-15, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH se selecciona de las enumeradas en la tabla 5.

18. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-15, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la
posicion en la SAH madura de longitud completa (SEQ ID NO: 2): resto 381, resto 383, resto 391, resto 401,
resto 402, resto 407, resto 411, resto 413, resto 414, resto 415, resto 416, resto 424, resto 426, resto 434, resto
442, resto 445, resto 447, resto 450, resto 454, resto 455, resto 456, resto 457, resto 459, resto 463, resto 495,
resto 506, resto 508, resto 509, resto 511, resto 512, resto 515, resto 516, resto 517, resto 519, resto 521, resto
523, resto 524, resto 525, resto 526, resto 527, resto 531, resto 535, resto 538, resto 539, resto 541, resto 557,
resto 561, resto 566, resto 569.

19. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-15, en el que el polipéptido quimérico comprende
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH en las posiciones, numeradas respecto a la posicion en la
SAH madura de longitud completa, seleccionadas del grupo que consiste en: (a) restos 383 y 413; (b) restos 401
y 523; (c) restos 407 y 447; (d) restos 407 y 447 y 539; (e) restos 407 y 509; (f) restos 407 y 526; (g) restos 411 y
535; (h) restos 414 y 456; (i) restos 415 y 569; (j) restos 426 y 526; (k) restos 442 y 450 y 459; (1) restos 463 y
508; (m) restos 508 y 519 y 525; (n) restos 509 y 527; (o) restos 523 y 538; (p) restos 526 y 557; y (q) restos 541
y 561.

20. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-15 o 18, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, V381Q,
E383A, E383G, E383I, E383L, E383V, N391A, N391G, N391I, N391L, N391V, Y401D, Y401E, K402A, K402G,
K4021, K402L, K402V, L407F, L407N, L407Q, L407W, L407Y, Y411Q, Y411N, K413C, K413S, K413T, K414S,
K414T, V415C, V415S, V415T, Q416H, Q416P, V424A, V424G, V4241, V4241, V424N, V424Q, V426D, V426E,
V426H, V426P, G434C, G434S, G434T, E442K, E442R, R445F, R445W, R445Y, P447S, P447T, E450D, E450E,
S454C, S454M, S454T, V455N, V455Q, V456N, V456Q, L457F, L457W, L457Y, Q459K, Q459R, L463N, L463Q,
E495D, T506F, T506W, T506Y, T508K, T508R, T508S, F509C, F509I, F509L, F509M, F509V, F509W, F509Y,
A511F, A511W, A511Y, D512F, D512W, D512Y, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q, T515S, L516F, L516S,
L516T, L516W, L516Y, S517C, S517F, S517M, S517T, S517W, S517Y, K519A, K519G, K519I, K519L, K519V,
R521F, R521W, R521Y, 1523A, 1523D, 1523E, 1523F, 1523G, 1523l, 1523K, 1523L, 1523N, 1523Q, 1523R, 1523V,
1523W, 1523Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G, K5251, K525L, K525V, Q526C, Q526M,
Q526S, Q526T, Q526Y, T527F, T527W, T527Y, E531A, E531G, E5311, E531L, E531V, H535D, H535E, H535P,
K538F, K538W, K538Y, A539I, A539L, A539V, K541F, K541W, K541Y, K557A, K557G, K5571, K557L, K557V,
A561F, A561W, A561Y, T566F, T566W, T566Y, A569H y A569P.

21. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-15, 18 o 20, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, E383G,
N391V, Y401E, K402A, L407N, L407Y, Y411Q, K414S, K413S, V415T, V415C, Q416P, V4241, V424Q, V426E,
V426H, G434C, E442K, R445W, P447S, E450D, S454C, V455N, V456N, L457F, Q459R, L463N, E495D, T506Y,
T508R, T508S, F509I, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515P, T515Q, T515S, L516T, L516W, S517C, S517W,
K5191, R521W, 1523D, 1523E, 1523Q, 1523K, 1523G, 1523R, 1523Y, K524L, K524V, K525V, Q526T, Q526M,
Q526Y, T527Y, E5311, H535N, H535P, K538Y, A539I, K541F, K557G, A561F, T566W y A569P.

22. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-15 0 18, en el que el polipéptido quimérico comprende
una sustitucion de aminoacido en el dominio 11l de SAH seleccionada del grupo que consiste en: V381N, E383G,
N391V, Y401E, K402A, L407N, L407Y, Y411Q, K414S, K413S, V415T, V415C, Q416P, V4241, V424Q, V426E,
V426H, G434C, E442K, R445W, P447S, E450D, S454C, V455N, V456N, L457F, Q459R, L463N, E495D, T506Y,
T508R, T508S, F509I, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515P, T515Q, T515S, L516T, L516W, S517C, S517W,
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K5191, R521W, 1523D, 1523E, 1523Q, 1523K, 1523G, 1523R, 1523Y, K524L, K524V, K525V, Q526T, Q526M,
Q526Y, T527Y, E5311, H535N, H535P, K538Y, A539I, K541F, K557G, A561F, T566W y A569P.

23. El polipéptido quimérico del punto 21, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: L407N, L407Y, V415T, V4241, V424Q, V426E,
V426H, P447S, V455N, V456N, L463N, E495D, T506Y, T508R, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515Q, L516T,
L516W, S517W, R521W, 1523D, 1523E, 1523G, 1523K, 1523R, K524L, Q526M, T527Y, H535P y K557G.

24. El polipéptido quimérico del punto 22, en el que el polipéptido quimérico comprende una sustitucién de
aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionada del grupo que consiste en: L407N, L407Y, V415T, V424,
V424Q, V426E, V426H, P447S, V455N, V456N, L463N, E495D, T506Y, T508R, F509M, F509W, A511F, D512Y,
T515Q, L516T, L516W, S517W, R521W, 1523D, 1523E, 1523G, 1523K, 1523R, K524L, Q526M, T527Y, H535P y
K557G.

25. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-14 o 18, en el que el polipéptido quimérico comprende
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionadas del grupo que consiste en: (a)
E383G/K413S; (b) Y401E/1523G, (c) L407N/P447S; (d) L407N/P447S/A539l; (e) L407N/F509M; (f)
L407Y/Q526T; (g) Y411Q/H535N; (h) K414S/V456N; (i) V415T/A569P; (j) V426H/Q526Y; (k)
E442K/E450D/Q459R; (1) L463N/T508R; (m) T508R/K5191/K525V; (n) F5091/T527Y; (o) 1523Q/K538Y; (p)
Q526M/K557G; vy (q) K541F/A561F.

26. El polipéptido quimérico del punto 25, en el que el polipéptido quimérico comprende sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH seleccionadas del grupo que consiste en: (a) L407N/P447S; (b)
L407N/P447S/A539I; (c) L407N/F509M; (d) Y411Q/H535N; (e) K414S/V456N; (f) V426H/Q526Y; (9)
L463N/T508R; (h) F5091/T527Y; (i) 1523Q/K538Y; (j) Q526M/K557G; y (k) K541F/A561F.

27. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-15, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbumina de ser
humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo, pero que
no esta conservado en seroalbdimina de pollo.

28. El polipéptido quimérico del punto 27, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de
SAH son de restos que estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén,
perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo, pero que no estan conservados en
SAH de pollo.

29. El polipéptido quimérico del punto 15, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura
de longitud completa (SEQ ID NO: 2): resto 383, resto 389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425, resto 442,
resto 465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto 502, resto 520, resto 532, resto 536, resto 543 y resto
571.

30. El polipéptido quimérico del punto 29, en el que dicha al menos una sustitucién de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura
de longitud completa: resto 383, resto 391, resto 434, resto 442, resto 445 y resto 450.

31. El polipéptido quimérico del punto 30, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, E383A, E383G, E383I, E383L, E383V,
N391A, N391G, N391I, N391L, N391V, G434C, G434S, G434T, E442K, E442R, R445F, R445W, R445Y, E450D
y E450E.

32. El polipéptido quimérico del punto 29, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura
de longitud completa: resto 417, resto 442, resto 499 y resto 502.

33. El polipéptido quimérico del punto 27, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura
de longitud completa: resto 380, resto 381, resto 384, resto 387, resto 396, resto 401, resto 404, resto 405, resto
406, resto 409, resto 419, resto 421, resto 422, resto 424, resto 428, resto 430, resto 431, resto 433, resto 441,
resto 457, resto 458, resto 463, resto 464, resto 466, resto 469, resto 470, resto 474, resto 475, resto 480, resto
481, resto 489, resto 491, resto 495, resto 500, resto 508, resto 510, resto 515, resto 516, resto 524, resto 525,
resto 526, resto 528, resto 531, resto 535, resto 539, resto 544, resto 547 y resto 576.

34. El polipéptido quimérico del punto 33, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura
de longitud completa: resto 381, resto 401, resto 424, resto 457, resto 463, resto 495, resto 508, resto 515, resto
516, resto 524, resto 525, resto 526, resto 531, resto 535 y resto 539.

35. El polipéptido quimérico del punto 34, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoé&cido en el
dominio Il de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, V381Q, Y401D, Y401E, V424N, V424Q,
L457F, L457W, L457Y, L463N, L463Q, E495D, T508K, T508R, T508S, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q,
T515S, L516F, L516S, L516T, L516W, L516Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G, K525,
K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S, Q526T, Q526Y, E531A, E531G, E531I, E531L, E531V, H535D, H535E,
H535P, A5391 y A539L, A539V.

36. El polipéptido quimérico del punto 29, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se seleccionan
entre los miembros del grupo que consiste en: resto 383, resto 389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425,
resto 442, resto 465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto 502, resto 520, resto 532, resto 536, resto
543 y resto 571.
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37. El polipéptido quimérico del punto 33, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se seleccionan
entre los miembros del grupo que consiste en: resto 380, resto 381, resto 384, resto 387, resto 396, resto 401,
resto 404, resto 405, resto 406, resto 409, resto 419, resto 421, resto 422, resto 424, resto 428, resto 430, resto
431, resto 433, resto 441, resto 457, resto 458, resto 463, resto 464, resto 466, resto 469, resto 470, resto 474,
resto 475, resto 480, resto 481, resto 489, resto 491, resto 495, resto 500, resto 508, resto 510, resto 515, resto
516, resto 524, resto 525, resto 526, resto 528, resto 531, resto 535, resto 539, resto 544, resto 547 y resto 576.
38. El polipéptido quimérico del punto 29 o 33, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se seleccionan
entre los miembros del grupo que consiste en: resto 380, resto 381, resto 384, resto 383, resto 387, resto 389,
resto 391, resto 396, resto 401, resto 404, resto 405, resto 406, resto 409, resto 410, resto 417, resto 419, resto
421, resto 422, resto 424, resto 425, resto 428, resto 430, resto 431, resto 433, resto 441, resto 442, resto 457,
resto 458, resto 463, resto 464, resto 465, resto 466, resto 467, resto 468, resto 469, resto 470, resto 474, resto
475, resto 480, resto 481, resto 486, resto 489, resto 491, resto 495, resto 499, resto 500, resto 502, resto 508,
resto 510, resto 515, resto 516, resto 520, resto 524, resto 525, resto 526, resto 528, resto 531, resto 532, resto
535, resto 536, resto 539, resto 543, resto 544, resto 547, resto 571 y resto 576.

39. El polipéptido quimérico del punto 38, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se seleccionan
entre los miembros del grupo que consiste en: resto 381, resto 383, resto 391, resto 401, resto 424, resto 442,
resto 463, resto 495, resto 506, resto 508, resto 515, resto 516, resto 524, resto 525, resto 526, resto 531, resto
535 y resto 539.

40. El polipéptido quimérico del punto 39, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, V381Q, E383A, E383G, E383l, E383L,
E383V, N391A, N391G, N391l, N391L, N391V, Y401D, Y401E, V424A, V424G, V4241, V4241, V424N, V424Q,
E442K, E442R, L463N, L463Q, E495D, T506F, T506W, T506Y, T508K, T508R, T508S, T515C, T515H, T515N,
T515P, T515Q, T515S, L516S, L516T, L516W, L516Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G,
K525l, K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S, Q526T, Q526Y, ES31A, E531G, ES311, ES31L, E531V, H535D,
H535E, H535P, A539I1, A539L y A539V.

41. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-40, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio 11l de SAH es de un resto accesible en la superficie.

42. El polipéptido quimérico del punto 41, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH son de restos accesibles en la superficie.

43. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-12, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH es de un resto que esta tanto accesible en la superficie como conservado
entre multiples especies.

44. El polipéptido quimérico del punto 43, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de
SAH son de restos que estan tanto accesibles en la superficie como conservados entre multiple especies.

45. El polipéptido quimérico del punto 43 o 44, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el
dominio Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posiciéon en la SAH
madura de longitud completa: resto 383, resto 389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425, resto 442, resto
465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto 502, resto 520, resto 532, resto 536, resto 543 y resto 571.
46. El polipéptido quimérico del punto 45, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura
de longitud completa: resto 383, resto 391 y resto 442.

47. El polipéptido quimérico del punto 45, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH se selecciona del grupo que consiste en: E383A, E383G, E383Il, E383L, E383V, N391A,
N391G, N391I, N391L, N391V y E442K, E442R.

48. El polipéptido quimérico del punto 45, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura
de longitud completa: resto 417, resto 442, resto 499 y resto 502.

49. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-48, en el que el dominio Ill de SAH comprende una
secuencia de aminoacidos al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

50. El polipéptido quimérico del punto 49, en el que el dominio Ill de SAH comprende una secuencia de
aminoacidos al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

51. EIl polipéptido quimérico del punto 49, en el que el dominio Il de SAH comprende una secuencia de
aminoacidos al menos un 98 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

52. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-48, en el que la parte de SAH comprende una
secuencia de aminoacidos al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 2.

53. El polipéptido quimérico del punto 52, en el que la parte de SAH comprende una secuencia de aminoacidos
al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 2.

54. El polipéptido quimérico del punto 52, en el que la parte de SAH comprende una secuencia de aminoacidos
al menos un 98 % idéntica a la SEQ ID NO: 2.

55. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-54, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 2 del dominio Il de SAH.

56. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-29, 32, 33, 36-38, 41-45 o0 48-55, en el que
todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 2 del dominio 1l de SAH.

57. El polipéptido quimérico del punto 55 o 56, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 2 del dominio
Il de SAH.
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58. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-55, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 3 del dominio Il de SAH.

59. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-33, 36-54 o 58, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 3 del dominio Il de SAH.

60. El polipéptido quimérico del punto 58 o 59, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 3 del dominio
Il de SAH.

61. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-55 o 58, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en el bucle 6 del dominio Ill de SAH.

62. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-29, 32, 33-45, 48-54 0 61, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 6 del dominio Il de SAH.

63. El polipéptido quimérico del punto 61 o 62, que comprende de una a dieciocho sustituciones de aminoacido
en el dominio Ill de SAH, en el que dichas de una a dieciocho sustituciones de aminoacido estan en el bucle 6
del dominio Il de SAH.

64. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-55, 58 o 61, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en la hélice 7 del dominio Ill de SAH.

65. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-29, 32, 33-45, 48-54 o0 64, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH estan en la hélice 7 del dominio Il de SAH.

66. El polipéptido quimérico del punto 67 o 68, que comprende de una a tres sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH, en el que dichas de una a seis sustituciones de aminoacido estan en la hélice 7 del dominio
Ill de SAH.

67. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-55, 58, 61, 64, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 7 del dominio Il de SAH.

68. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-29, 32, 33-45, 48-54 o0 67, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio lll de SAH estan en el bucle 7 del dominio Il de SAH.

69. El polipéptido quimérico del punto 67 o 68, que comprende de una a tres sustituciones de aminoacido en el
dominio 11l de SAH, en el que dichas de una a tres sustituciones de aminoacido estan en el bucle 7 del dominio IlI
de SAH.

70. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-55, 58, 61, 64 0 67, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en la hélice 8 del dominio 11l de SAH.

71. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-28, 37, 38, 41-44, 49-54 o 70, en el que todas
estas sustituciones de aminoéacido en el dominio Il de SAH estan en la hélice 8 del dominio Il de SAH.

72. El polipéptido quimérico del punto 70 o 71, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en el
dominio lll de SAH, en el que dichas de una a dieciocho sustituciones de aminoacido estan en la hélice 8 del
dominio Il de SAH.

73. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-55, 58, 61, 64, 67 o 70, en el que al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 8 del dominio Il de SAH.

74. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-28, 37, 38, 41-44, 49-54 o 73, en el que todas
estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 8 del dominio Il de SAH.

75. El polipéptido quimérico del punto 73 o 74, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 8 del dominio
Il de SAH.

76. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-55, 58, 61, 64, 67, 70 o 73, en el que al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 9 del dominio Il de SAH.

77. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-22, 27-28, 41-44, 49-54 o 76, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 9 del dominio Il de SAH.

78. El polipéptido quimérico del punto 76 o 77, que comprende de una a cuatro sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH, en el que dichas de una a cuatro sustituciones de aminoacido estan en el bucle 9 del dominio
Ill de SAH.

79. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-78, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un resto de aminoacido con una alanina.

80. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-79, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende una sustitucion conservativa de aminoacido.

81. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-80, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido basico con otro aminoacido basico.

82. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-81, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido acido con otro aminoacido acido.

83. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-83, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido neutro con otro aminoacido neutro.

84. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-83, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: lisina, arginina e
histidina.

85. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-84, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: aspartato y
glutamato.
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86. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-85, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: asparagina,
glutamina, serina, treonina y tirosina.

87. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-86, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: alanina, valina,
isoleucina, leucina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina, cisteina y glicina.

88. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-87, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: fenilalanina,
triptéfano y tirosina.

89. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-88, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: cisteina, serina y
treonina.

90. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-89, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato.

91. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-90, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: glicina, serina,
treonina, alanina, valina, leucina e isoleucina.

92. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-91, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido comprende una sustitucion no conservativa.

93. El polipéptido quimérico del punto 79, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden un
remplazo de un resto de aminoacido con una alanina.

94. El polipéptido quimérico del punto 80, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, sustituciones conservativas de aminoacido.

95. El polipéptido quimérico del punto 81, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido basico con otro aminoacido basico.

96. El polipéptido quimérico del punto 83, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido acido con otro aminoacido acido.

97. El polipéptido quimérico del punto 83, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido neutro con otro aminoacido neutro.

98. El polipéptido quimérico del punto 84, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicién, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: lisina,
arginina e histidina.

99. El polipéptido quimérico del punto 85, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
aspartato y glutamato.

100. El polipéptido quimérico del punto 86, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
asparagina, glutamina, serina, treonina y tirosina.

101. El polipéptido quimérico del punto 87, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
alanina, valina, isoleucina, leucina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina, cisteina y glicina.

102. El polipéptido quimérico del punto 88, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
fenilalanina, triptéfano y tirosina.

103. El polipéptido quimérico del punto 89, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
cisteina, serina y treonina.

104. El polipéptido quimérico del punto 90, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato.

105. El polipéptido quimérico del punto 91, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminodacido con otro dentro del siguiente grupo: glicina,
serina, treonina, alanina, valina, leucina e isoleucina.

106. El polipéptido quimérico del punto 92, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, sustituciones no conservativas.

107. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-106, en el que la proteina heteréloga comprende un
anticuerpo o un fragmento de unioén a antigeno del mismo.

108. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-107, en el que la proteina heteréloga comprende una
proteina terapéutica.

109. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-108, que comprende ademas una regiéon constante
de una inmunoglobulina IgG.

110. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-109, en el que la parte de SAH se conjuga
quimicamente a la proteina heterdloga.
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111. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-109, en el que la parte de SAH se conjuga de forma
recombinante a la proteina heterdéloga.

112. El polipéptido quimérico del punto 111, en el que el polipéptido quimérico se produce usando un vector
recombinante que codifica tanto la parte de SAH como la proteina heterologa.

113. El polipéptido quimérico del punto 111 o 112, en el que el polipéptido quimérico se produce en una célula
procariota o eucariota.

114. El polipéptido quimérico del punto 113, en el que la célula eucariota se selecciona de una célula de
levadura, una célula de ave, una célula de insecto o una célula de mamifero.

115. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 110-114, en el que la parte de SAH y la proteina
heteréloga se conjugan directamente entre si.

116. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 110-114, en el que la parte de SAH y la proteina
heterdloga se conjugan mediante un conector.

117. El polipéptido quimérico del punto 116, en el que el conector comprende una o mas repeticiones Gly-Gly-
Gly-Gly-Ser.

118. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-117, en el que la parte de SAH se conjuga con el
aminoacido del extremo N de la proteina heteréloga.

119. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-117, en el que la parte de SAH se conjuga con el
aminoacido del extremo C de la proteina heterdloga.

120. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-117, en el que la parte de SAH se conjuga con un
aminoacido interno de la proteina heteréloga.

121. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-120, en el que la parte de SAH comprende ademas al
menos una parte del dominio | de SAH; o al menos una parte del dominio Il de SAH; o al menos una parte del
dominio | de SAH y al menos una parte del dominio |l de SAH.

122. El polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-121, en el que dicho polipéptido quimérico esta
sustancialmente purificado.

123. Una composicion que comprende el polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-122 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

124. La composicion del punto 123, en la que dicha composiciéon es una composicién estéril.

125. La composicion del punto 123 o 124, en la que dicha composicion es apirdgena.

126. Un método de tratamiento de un sujeto que lo necesita, que comprende administrar a dicho sujeto un
polipéptido quimérico de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-122 o una composicién de acuerdo con
cualquiera de los puntos 123-125.

127. Un método de aumento de la semivida en suero de una proteina en un sujeto que lo necesita, que
comprende administrar a dicho sujeto un polipéptido quimérico de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-122.
128. El método del punto 126 o 127, en el que la administraciéon a dicho sujeto comprende administrar dicho
polipéptido quimérico de forma sistémica.

129. El método del punto 126 o 127, en el que la administracion a dicho sujeto comprende administrar dicho
polipéptido quimérico por una via seleccionada del grupo que consiste en: intradérmica, transdérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intravascular, intrapericardica, subcutanea, pulmonar, intranasal,
intraocular, epidural, tépica y oral.

130. El método del punto 126 o 127, en el que la administraciéon a dicho sujeto comprende administrar dicho
polipéptido quimérico por via intravenosa.

131. Una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el
polipéptido quimérico de cualquiera de los puntos 1-121.

132. Un polipéptido variante de seroalbumina humana (SAH), que comprende el dominio Ill de SAH o un
fragmento de unién al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo, en el que dicho polipéptido variante puede unirse
a un FcRn y en el que dicho dominio Ill de SAH comprende de una a dieciocho sustituciones de aminoacido para
aumentar la afinidad de dicho polipéptido variante por FCRn respecto a un polipéptido de SAH de control que
carece de dichas sustituciones.

133. El polipéptido variante del punto 132, en el que el polipéptido variante se une a FcRn con una mayor
afinidad que dicho polipéptido de control, y en el que dicha afinidad se mide a pH acido.

134. El polipéptido variante del punto 132 o 133, en el que el pH acido es entre 5,0 y 6,0.

135. El polipéptido variante del punto 134, en el que el pH acido es 5,5 + 0,2.

136. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132, en el que el polipéptido variante se une a FcRn con
una mayor afinidad que dicho polipéptido de control a pH acido, pero dicho polipéptido variante no se une a FcRn
con mayor afinidad que dicho polipéptido de control a pH neutro.

137. El polipéptido variante del punto 136, en el que el pH neutro es entre 6,9 y 7,9.

138. El polipéptido variante del punto 137, en el que el pH neutro es 7,4 £ 0,2.

139. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132, en el que el polipéptido variante tiene una semivida
en suero mas larga que dicho polipéptido de SAH de control.

140. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-139, en el que el domino Il de SAH comprende de
una a diez sustituciones de amino4cido.

141. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-140, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre multiples especies.

142. El polipéptido variante del punto 141, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de
SAH son de restos que estan conservados entre multiples especies.
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143. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-140, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbimina de ser
humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

144. El polipéptido variante del punto 143, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH son de restos que estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén,
perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

145. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH se selecciona de las enumeradas en la tabla 5.

146. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la
posicion en la SAH madura de longitud completa: resto 381, resto 383, resto 391, resto 401, resto 402, resto 407,
resto 411, resto 413, resto 414, resto 415, resto 416, resto 424, resto 426, resto 434, resto 442, resto 445, resto
447, resto 450, resto 454, resto 455, resto 456, resto 457, resto 459, resto 463, resto 495, resto 506, resto 508,
resto 509, resto 511, resto 512, resto 515, resto 516, resto 517, resto 519, resto 521, resto 523, resto 524, resto
525, resto 526, resto 527, resto 531, resto 535, resto 538, resto 539, resto 541, resto 557, resto 561, resto 566,
resto 569.

147. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143, en el que el polipéptido variante comprende
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH en las posiciones, numeradas respecto a la posicion en la
SAH madura de longitud completa, seleccionadas del grupo que consiste en: (a) restos 383 y 413; (b) restos 401
y 523; (c) restos 407 y 447; (d) restos 407 y 447 y 539; (e) restos 407 y 509; (f) restos 407 y 526; (g) restos 411 y
535; (h) restos 414 y 456; (i) restos 415 y 569; (j) restos 426 y 526; (k) restos 442 y 450 y 459; (l) restos 463 y
508; (m) restos 508 y 519 y 525; (n) restos 509 y 527; (o) restos 523 y 538; (p) restos 526 y 557; y (q) restos 541
y 561.

148. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143 o 146, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, V381Q,
E383A, E383G, E383I, E383L, E383V, N391A, N391G, N391I, N391L, N391V, Y401D, Y401E, K402A, K402G,
K4021, K402L, K402V, L407F, L407N, L407Q, L407W, L407Y, Y411Q, Y411N, K413C, K413S, K413T, K414S,
K414T, V415C, V415S, V415T, Q416H, Q416P, V424A, V424G, V4241, V4241, V424N, V424Q, V426D, V426E,
V426H, V426P, G434C, G434S, G434T, E442K, E442R, R445F, R445W, R445Y, P447S, P447T, E450D, E450E,
S454C, S454M, S454T, V455N, V455Q, V456N, V456Q, L457F, L457TW, L457Y, Q459K, Q459R, L463N, L463Q,
E495D, T506F, T506W, T506Y, T508K, T508R, T508S, F509C, F509I, F509L, F509M, F509V, F509W, F509Y,
A511F, A511W, A511Y, D512F, D512W, D512Y, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q, T515S, L516F, L516S,
L516T, L516W, L516Y, S517C, S517M, S517T, S517W, S517Y, K519A, K519G, K519I, K519L, K519V, R521F,
R521W, R521Y, 1523A, 1523D, 1523E, 1523F, 1523G, 1523I, 1523K, 1523L, I523N, 1523Q, 1523R, 1523V, 1523W,
1523Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G, K5251, K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S,
Q526T, Q526Y, T527F, T527W, T527Y, E531A, E531G, E531l, E531L, E531V, H535D, H535E, H535P, K538F,
K538W, K538Y, A539I, A539L, A539V, K541F, K541W, K541Y, K557A, K557G, K5571, K557L, K557V, A561F,
A561W, A561Y, T566F, T566W, T566Y, A569H y A569P.

149. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143, 146 o 148, en el que al menos una de dichas
sustituciones de amino&cido en el dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, E383G,
N391V, Y401E, K402A, L407N, L407Y, Y411Q, K414S, K413S, V415T, V415C, Q416P, V4241, V424Q, V426E,
V426H, G434C, E442K, R445W, P447S, E450D, S454C, V455N, V456N, L457F, Q459R, L463N, E495D, T506Y,
T508R, T508S, F509I, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515P, T515Q, T515S, L516T, L516W, S517C, S517W,
K5191, R521W, 1523D, 1523E, 1523Q, 1523K, 1523G, 1523R, 1523Y, K524L, K524V, K525V, Q526T, Q526M,
Q526Y, T527Y, E5311, H535N, H535P, K538Y, A539I, K541F, K557G, A561F, T566W y A569P.

150. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143 o 146, en el que el polipéptido variante
comprende una sustitucion de aminoacido en el dominio Il de SAH seleccionada del grupo que consiste en:
V381N, E383G, N391V, Y401E, K402A, L409N, L407Y, Y411Q, K414S, K413S, V415T, V415C, Q416P, V424,
V424Q, V426E, V426H, G434C, E442K, R445W, P447S, E450D, S454C, V455N, V456N, L457F, Q459R, L463N,
E495D, T506Y, T508R, T508S, F509I, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515P, T515Q, T515S, L516T, L516W,
S517C, S517W, K5191, R521W, 1523D, 1523E, 1523Q, 1523K, 1523G, [1523R, 1523Y, K524L, K524V, K525V,
Q526T, Q526M, Q526Y, T527Y, E5311, H535N, H535P, K538Y, A539I, K541F, K557G, A561F, T566W y A569P.
151. El polipéptido variante del punto 149, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: L407N, L407Y, V415T, V4241, V424Q, V426E,
V426H, P447S, V455N, V456N, L463N, E495D, T506Y, T508R, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515Q, L516T,
L516W, S517W, R521W, 1523D, 1523E, 1523G, 1523K, 1523R, K524L, Q526M, T527Y, H535P y K557G.

152. El polipéptido variante del punto 150, en el que el polipéptido variante comprende una sustitucion de
aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionada del grupo que consiste en: L407N, L407Y, V415T, V424,
V424Q, V426E, V426H, P447S, V455N, V456N, L463N, E495D, T506Y, T508R, F509M, F509W, A511F, D512Y,
T515Q, L516T, L516W, S517W, R521W, 1523D, 1523E, 1523G, 1523K, 1523R, K524L, Q526M, T527Y, H535P y
K557G.

153. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143 o 146, en el que el polipéptido variante
comprende sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionadas del grupo que consiste en: (a)
E383G/K413S; (b) Y401E/1523G; (c) L407N/P447S; (d) L407N/P447S/A539l; (e) L407N/F509M; (f)
L407Y/Q526T; (g) VY411Q/H535N; (h) K414S/V456N; (i) V415T/A569P; (j)) V426H/Q526Y; (k)
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E442K/E450D/Q459R; (1) L463N/T508R; (m) T508R/K5191/K525V; (n) F5091/T527Y; (o) 1523Q/K538Y; (p)
Q526M/K557G; y (q) K541F/A561F.

154. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143 o 146, en el que el polipéptido variante
comprende sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionadas del grupo que consiste en: (a)
L407N/P447S; (b) L407N/P447S/A5391; (c) L407N/F509M; (d) Y411Q/H535N; (e) K414S/V456N; (f)
V426H/Q526Y; (g) L463N/T508R; (h) F5091/T527Y; (i) 1523Q/K538Y; (j) Q526M/K557G; vy (k) K541F/A561F.

155. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-143, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta conservado entre proteinas seroalbimina de ser
humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo, pero que
no esta conservado en seroalbimina de pollo.

156. El polipéptido variante del punto 155, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH son de restos que estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén,
perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo, pero que no estan conservados en
SAH de pollo.

157. El polipéptido variante del punto 143, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura
de longitud completa (SEQ ID NO: 2): resto 383, resto 389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425, resto 442,
resto 465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto 502, resto 520, resto 532, resto 536, resto 543 y resto
571.

158. El polipéptido variante del punto 157, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura
de longitud completa: resto 383, resto 391, resto 434, resto 442, resto 445 y resto 450.

159. El polipéptido variante del punto 158, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, E383A, E383G, E383I, E383L, E383V,
N391A, N391G, N391I, N391L, N391V, G434C, G434S, G434T, E442K, E442R, R445F, R445W, R445Y, E450D
y E450E.

160. El polipéptido variante del punto 157, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura
de longitud completa: resto 417, resto 442, resto 499 y resto 502.

161. El polipéptido variante del punto 155, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura
de longitud completa: resto 380, resto 381, resto 384, resto 387, resto 396, resto 401, resto 404, resto 405, resto
406, resto 409, resto 419, resto 421, resto 422, resto 424, resto 428, resto 430, resto 431, resto 433, resto 441,
resto 457, resto 458, resto 463, resto 464, resto 466, resto 469, resto 470, resto 474, resto 475, resto 480, resto
481, resto 489, resto 491, resto 495, resto 500, resto 508, resto 510, resto 515, resto 516, resto 524, resto 525,
resto 526, resto 528, resto 531, resto 535, resto 539, resto 544, resto 547 y resto 576.

162. El polipéptido variante del punto 161, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicién en la SAH madura
de longitud completa: resto 381, resto 401, resto 424, resto 457, resto 463, resto 495, resto 508, resto 515, resto
516, resto 524, resto 525, resto 526, resto 531, resto 535 y resto 539.

163. El polipéptido variante del punto 162, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, V381Q, Y401D, Y401E, V424N, V424Q,
L457F, L457W, L457Y, L463N, L463Q, E495D, T508K, T508R, T508S, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q,
T515S, L516F, L516S, L516T, L516W, L516Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G, K525,
K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S, Q526T, Q526Y, E531A, E531G, E531I1, E531L, E531V, H535D, H535E,
H535P, A5391 y A539L, A539V.

164. El polipéptido variante del punto 157, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se seleccionan
entre los miembros del grupo que consiste en: resto 383, resto 389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425,
resto 442, resto 465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto 502, resto 520, resto 532, resto 536, resto
543 y resto 571.

165. El polipéptido variante del punto 161, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se seleccionan
entre los miembros del grupo que consiste en: resto 380, resto 381, resto 384, resto 387, resto 396, resto 401,
resto 404, resto 405, resto 406, resto 409, resto 419, resto 421, resto 422, resto 424, resto 428, resto 430, resto
431, resto 433, resto 441, resto 457, resto 458, resto 463, resto 464, resto 466, resto 469, resto 470, resto 474,
resto 475, resto 480, resto 481, resto 489, resto 491, resto 495, resto 500, resto 508, resto 510, resto 515, resto
516, resto 524, resto 525, resto 526, resto 528, resto 531, resto 535, resto 539, resto 544, resto 547 y resto 576.
166. El polipéptido variante del punto 157 o 161, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se
seleccionan entre los miembros del grupo que consiste en: resto 380, resto 381, resto 384, resto 383, resto 387,
resto 389, resto 391, resto 396, resto 401, resto 404, resto 405, resto 406, resto 409, resto 410, resto 417, resto
419, resto 421, resto 422, resto 424, resto 425, resto 428, resto 430, resto 431, resto 433, resto 441, resto 442,
resto 457, resto 458, resto 463, resto 464, resto 465, resto 466, resto 467, resto 468, resto 469, resto 470, resto
474, resto 475, resto 480, resto 481, resto 486, resto 489, resto 491, resto 495, resto 499, resto 500, resto 502,
resto 508, resto 510, resto 515, resto 516, resto 520, resto 524, resto 525, resto 526, resto 528, resto 531, resto
532, resto 535, resto 536, resto 539, resto 543, resto 544, resto 547, resto 571 y resto 576.

167. El polipéptido variante del punto 166, en el que todas estas sustituciones de aminoacido se seleccionan
entre los miembros del grupo que consiste en: resto 381, resto 383, resto 391, resto 401, resto 424, resto 442,
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resto 463, resto 495, resto 508, resto 515, resto 516, resto 524, resto 525, resto 526, resto 531, resto 535 y resto
539.

168. El polipéptido variante del punto 167, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N, V381Q, E383A, E383G, E383I, E383L,
E383V, N391A, N391G, N391l, N391L, N391V, Y401D, Y401E, V424A, V424G, V4241, V4241, V424N, V424Q,
E442K, E442R, L463N, L463Q, E495D, T506F, T506W, T506Y, T508K, T508R, T508S, T515C, T515H, T515N,
T515P, T515Q, T515S, L516S, L516T, L516W, L516Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G,
K525I, K525L, K525V, Q526C, Q526M, Q526S, Q526T, Q526Y, E531A, E531G, E5311, E531L, E531V, H535D,
H535E, H535P, A539I, A539L y A539V.

169. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-166, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio lll de SAH es de un resto accesible en la superficie.

170. El polipéptido variante del punto 169, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH son de restos accesibles en la superficie.

171. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-166, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta tanto accesible en la superficie como
conservado entre multiples especies.

172. El polipéptido variante del punto 171, en el que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de
SAH son de restos que estan tanto accesibles en la superficie como conservados entre multiple especies.

173. El polipéptido variante del punto 171 o 172, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el
dominio Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posiciéon en la SAH
madura de longitud completa: resto 383, resto 389, resto 391, resto 410, resto 417, resto 425, resto 442, resto
465, resto 467, resto 468, resto 486, resto 499, resto 502, resto 520, resto 532, resto 536, resto 543 y resto 571.
174. El polipéptido variante del punto 173, en el que dicha al menos una sustitucion de aminoacido en el dominio
Il de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura
de longitud completa: resto 383, resto 391 y resto 442.

175. El polipéptido variante del punto 174, en el que al menos una de dichas sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH se selecciona del grupo que consiste en: E383A, E383G, E383Il, E383L, E383V, N391A,
N391G, N391I, N391L, N391V y E442K, E442R.

176. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-172, en el que el dominio Ill de SAH comprende una
secuencia de aminoacidos al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

177. El polipéptido variante del punto 176, en el que el dominio Ill de SAH comprende una secuencia de
aminoacidos al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

178. El polipéptido variante del punto 177, en el que el dominio Ill de SAH comprende una secuencia de
aminoacidos al menos un 98 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

179. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-178, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio lll de SAH esta en el bucle 2 del dominio 1l de SAH.

180. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-150, 155-157, 161, 164-166, 169-173, 176-179, en el
que todas estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 2 del dominio Il de SAH.
181. El polipéptido variante del punto 179 o 180, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en
el dominio Il de SAH, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 2 del
dominio 11l de SAH.

182. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-179, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido en el dominio lll de SAH esta en el bucle 3 del dominio Il de SAH.

183. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-150, 155-161, 164-166-178 o 182, en el que todas
estas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 3 del dominio Il de SAH.

184. El polipéptido variante de los puntos 182 o 183, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido
en el dominio Il de SAH, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 3 del
dominio 11l de SAH.

185. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-173 o 182, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en el bucle 6 del dominio Ill de SAH.

186. El polipéptido variante del punto 132-150, 155-157, 160-173, 176-178 o 185, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio lll de SAH estan en el bucle 6 del dominio Il de SAH.

187. El polipéptido variante del punto 185 o 186, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en
el dominio Il de SAH, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 6 del
dominio 11l de SAH.

188. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-173, 182 o 185, en el que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en la hélice 7 del dominio Ill de SAH.

189. El polipéptido variante del punto 132-150, 155-157, 160-173, 176-178 o 188, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH estan en la hélice 7 del dominio Il de SAH.

190. El polipéptido variante del punto 188 o 192, que comprende de una a tres sustituciones de aminoacido en el
dominio Il de SAH, en el que dichas de una a seis sustituciones de aminoacido estan en la hélice 7 del dominio
Ill de SAH.

191. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-173, 182, 185 o 188, en el que al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estéa en el bucle 7 del dominio Ill de SAH.

192. El polipéptido variante del punto 132-150, 155-157, 160-173, 176-178 o 191, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio lll de SAH estan en el bucle 7 del dominio Il de SAH.
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193. El polipéptido variante del punto 191 0 192, que comprende de una a tres sustituciones de aminoacido en el
dominio 11l de SAH, en el que dichas de una a tres sustituciones de aminoacido estan en el bucle 7 del dominio IlI
de SAH.

194. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-173, 182, 185, 188 0 191, en el que al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en la hélice 8 del dominio Il de SAH.

195. El polipéptido variante del punto 132-150, 155-157, 165-166,169-173, 176-178 0 194, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH estan en la hélice 8 del dominio Ill de SAH.

196. El polipéptido variante del punto 194 o 195, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en
el dominio Ill de SAH, en el que dichas de una a dieciocho sustituciones de aminoacido estan en la hélice 8 del
dominio 11l de SAH.

197. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-173, 182, 185, 188, 191 0 194, en el que al menos
una de dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en el bucle 8 del dominio 1l de SAH.
198. El polipéptido variante del punto 132-150, 155-157, 165-166, 169-173, 176-178 o 197, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 8 del dominio Il de SAH.

199. El polipéptido variante del punto 197 o 198, que comprende de una a cinco sustituciones de aminoacido en
el dominio Il de SAH, en el que dichas de una a cinco sustituciones de aminoacido estan en el bucle 8 del
dominio 11l de SAH.

200. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-173, 182, 185 o0 197, en el que al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 9 del dominio Il de SAH.

201. El polipéptido variante del punto 132-150, 155, 156, 169-172, 176-178 o 200, en el que todas estas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH estan en el bucle 9 del dominio Il de SAH.

202. El polipéptido variante del punto 200 o 201, que comprende de una a cuatro sustituciones de aminoacido en
el dominio Ill de SAH, en el que dichas de una a cuatro sustituciones de aminoacido estan en el bucle 9 del
dominio 11l de SAH.

203. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-202, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un resto de aminoacido con una alanina.

204. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-203, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende una sustitucién conservativa de aminoacido.

205. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-204, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido basico con otro aminoacido basico.

206. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-205, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoéacido acido con otro aminoacido acido.

207. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-206, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido neutro con otro aminoacido neutro.

208. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-207, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: lisina, arginina e
histidina.

209. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-208, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: aspartato y
glutamato.

210. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-209, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: asparagina,
glutamina, serina, treonina y tirosina.

211. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-210, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: alanina, valina,
isoleucina, leucina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina, cisteina y glicina.

212. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-211, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: fenilalanina,
triptéfano y tirosina.

213. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-212, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: cisteina, serina y
treonina.

214. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-213, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato.

215. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-214, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende un remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: glicina, serina,
treonina, alanina, valina, leucina e isoleucina.

216. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-215, en el que al menos una de dichas sustituciones
de aminoacido comprende una sustitucién no conservativa.

217. El polipéptido variante del punto 203, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden
remplazo de un resto de aminoacido con una alanina.

218. El polipéptido variante del punto 204, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, sustituciones conservativas de aminoacido.

219. El polipéptido variante del punto 205, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido basico con otro aminoacido basico.
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220. El polipéptido variante del punto 206, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido acido con otro aminoacido acido.

221. El polipéptido variante del punto 207, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido neutro con otro aminoacido neutro.

222. El polipéptido variante del punto 208, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicién, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo: lisina,
arginina e histidina.

223. El polipéptido variante del punto 209, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
aspartato y glutamato.

224. El polipéptido variante del punto 210, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
asparagina, glutamina, serina, treonina y tirosina.

225. El polipéptido variante del punto 211, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
alanina, valina, isoleucina, leucina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina, cisteina y glicina.

226. El polipéptido variante del punto 212, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
fenilalanina, triptéfano y tirosina.

227. El polipéptido variante del punto 213, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
cisteina, serina y treonina.

228. El polipéptido variante del punto 214, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminoacido con otro dentro del siguiente grupo:
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, lisina, arginina, histidina, aspartato, glutamato.

229. El polipéptido variante del punto 215, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicion, el remplazo de un aminodacido con otro dentro del siguiente grupo: glicina,
serina, treonina, alanina, valina, leucina e isoleucina.

230. El polipéptido variante del punto 216, en el que todas estas sustituciones de aminoacido comprenden,
independientemente en cada posicidn, sustituciones no conservativas.

231. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-230, en el que la parte de SAH comprende ademas
al menos una parte del dominio | de SAH; o al menos una parte del dominio Il de SAH; o al menos una parte del
dominio | de SAH y al menos una parte del dominio Il de SAH.

232. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-231, en el que dicho polipéptido variante esta
sustancialmente purificado.

233. El polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-232, en el que dicho polipéptido variante comprende
ademas un sitio de unién para un epitopo en una diana.

234. El polipéptido variante del punto 233, en el que el sitio de unién antagoniza dicha diana.

235. El polipéptido variante del punto 233, en el que el sitio de unién agoniza dicha diana.

236. Una composicion que comprende el polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-235 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

237. La composicion del punto 236, en la que dicha composicion es una composicion estéril.

238. La composicion del punto 236 o 237, en la que dicha composicion es apirdgena.

239. Un método de aumento de la semivida en suero de una proteina, que comprende conjugar a dicha proteina
un polipéptido variante de acuerdo con cualquiera de los puntos 132-235.

240. Un método de tratamiento de un sujeto que lo necesita, que comprende administrar a dicho sujeto un
polipéptido variante de acuerdo con cualquiera de los puntos 233-235.

241. Una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el
polipéptido variante de cualquiera de los puntos 132-231.

242. Una construccion de acido nucleico, que comprende (a) una secuencia de nucledtidos que codifica una
parte de seroalbumina humana (SAH), cuya parte de SAH comprende el dominio Il de SAH, o un fragmento de
union a FcRn del mismo, cuyo dominio Il de SAH comprende de una a dieciocho sustituciones de aminoacido,
unida de forma funcional a (b) una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heteréloga, en la que la
construccién de acido nucleico codifica un polipéptido quimérico que retiene una actividad funcional de la
proteina heterdloga y puede unirse a un FcRn, y en la que dicho polipéptido quimérico tiene una semivida en
suero aumentada y/o afinidad por FcRn aumentada respecto a un polipéptido quimérico de control en que la
parte de SAH no incluye dichas sustituciones de aminoacido.

243. La construccion de acido nucleico del punto 242, en la que el polipéptido quimérico se une a FcRn con una
mayor afinidad que dicho polipéptido quimérico de control.

244 La construccion de acido nucleico del punto 242 o 243, en la que el polipéptido quimérico se une a FcRn
con una mayor afinidad que dicho polipéptido quimérico de control, y en la que dicha afinidad se mide a pH
acido.

245. La construccion de acido nucleico del punto 244, en la que el pH acido es entre 5,0 y 6,0.

246. La construccion de acido nucleico del punto 245, en la que el pH acido es 5,5 + 0,2.

247. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-247, en la que el polipéptido quimérico
se une a FcRn con una mayor afinidad que dicho polipéptido quimérico de control a pH acido, pero dicho
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polipéptido quimérico no se une a FcRn con mayor afinidad que dicho polipéptido quimérico de control a pH
neutro.

248. La construccion de acido nucleico del punto 247, en la que el pH neutro es entre 6,9y 7,9.

249. La construccién de acido nucleico del punto 248, en la que el pH neutro es 7,4 + 0,2.

250. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242, en la que (i) comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una parte de seroalbumina humana (SAH), cuya parte de SAH comprende el dominio
Il de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, cuyo dominio Ill de SAH comprende de una a diez
sustituciones de aminoacido.

251. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-250, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH es de un resto que esta conservado entre multiples
especies.

252. La construccion de acido nucleico del punto 251, en la que todas estas sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH son de restos que estan conservados entre multiples especies.

253. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-250, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoéacido en el dominio lll de SAH es de un resto que estd conservado entre proteinas
seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato
y caballo.

254. La construccion de acido nucleico del punto 253, en la que todas estas sustituciones de aminoacido en el
dominio Ill de SAH son de restos que estan conservados entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo,
rata, raton, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

255. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-254, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH se selecciona de las enumeradas en la tabla 5.

256. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-254, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en cualquiera de las siguientes posiciones, numeradas
respecto a la posiciéon en la SAH madura de longitud completa: resto 381, resto 383, resto 391, resto 401, resto
402, resto 407, resto 411, resto 413, resto 414, resto 415, resto 416, resto 424, resto 426, resto 434, resto 442,
resto 445, resto 447, resto 450, resto 454, resto 455, resto 456, resto 457, resto 459, resto 463, resto 495, resto
506, resto 508, resto 509, resto 511, resto 512, resto 515, resto 516, resto 517, resto 519, resto 521, resto 523,
resto 524, resto 525, resto 526, resto 527, resto 531, resto 535, resto 538, resto 539, resto 541, resto 557, resto
561, resto 566, resto 569.

257. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-254, en la que la construcciéon de acido
nucleico comprende sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH en las posiciones, numeradas
respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa, seleccionadas del grupo que consiste en: (a)
restos 383 y 413; (b) restos 401 y 523; (c) restos 407 y 447; (d) restos 407 y 447 y 539; (e) restos 407 y 509; (f)
restos 407 y 526; (g) restos 411 y 535; (h) restos 414 y 456; (i) restos 415 y 569; (j) restos 426 y 526; (k) restos
442 y 450 y 459; (1) restos 463 y 508; (m) restos 508 y 519 y 525; (n) restos 509 y 527; (o) restos 523 y 538; (p)
restos 526 y 557; y (q) restos 541 y 561.

258. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-254 o 256, en la que al menos una de
dichas sustituciones de aminoéacido en el dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N,
V381Q, E383A, E383G, E383I, E383L, E383V, N391A, N391G, N391I, N391L, N391V, Y401D, Y401E, K402A,
K402G, K4021, K402L, K402V, L407F, L407N, L407Q, L407W, L407Y, Y411Q, Y411N, K413C, K413S, K413T,
K414S, K414T, V415C, V415S, V415T, Q416H, Q416P, V424A, V424G, V4241, V4241, V424N, V424Q, V426D,
V426E, V426H, V426P, G434C, G434S, G434T, E442K, E442R, R445F, R445W, R445Y, P447S, P447T, E450D,
E450E, S454C, S454M, S454T, V455N, V455Q, V456N, V456Q, L457F, L457TW, L457Y, Q459K, Q459R, L463N,
L463Q, E495D, T506F, T506W, T506Y, T508K, T508R, T508S, F509C, F509I, F509L, F509M, F509V, F509W,
F509Y, A511F, A511W, A511Y, D512F, D512W, D512Y, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q, T515S, L516F,
L516S, L516T, L516W, L516Y, S517C, S517F, S517M, S517T, S517W, S517Y, K519A, K519G, K5191, K519L,
K519V, R521F, R521W, R521Y, 1523A, 1523D, 1523E, 1523F, 1523G, 1523, 1523K, 1523L, 1523N, 1523Q, 1523R,
1523V, 1523W, 1523Y, K524A, K524G, K5241, K524L, K524V, K525A, K525G, K5251, K525L, K525V, Q526C,
Q526M, Q526S, Q526T, Q526Y, T527F, T527W, T527Y, E531A, E531G, E5311, E531L, E531V, H535D, H535E,
H535P, K538F, K538W, K538Y, A539I1, A539L, A539V, K541F, K541W, K541Y, K557A, K557G, K5571, K557L,
K557V, A561F, A561W, A561Y, T566F, T566W, T566Y, A569H y A569P.

259. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-254 o 256, en la que al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: V381N,
E383G, N391V, Y401E, K402A, L407N, L407Y, Y411Q, K414S, K413S, V415T, V415C, Q416P, V424l, V424Q,
V426E, V426H, G434C, E442K, R445W, P447S, E450D, S454C, V455N, V456N, L457F, Q459R, L463N, E495D,
T506Y, T508R, T508S, F509I, F509M, F509W, A511F, D512Y, T515P, T515Q, T515S, L516T, L516W, S517C,
S517W, K5191, R521W, 1523D, I1523E, 1523Q, 1523K, 1523G, 1523R, 1523Y, K524L, K524V, K525V, Q526T,
Q526M, Q526Y, T527Y, E531I1, H535N, H535P, K538Y, A539I, K541F, K557G, A561F, T566W y A569P.

260. La construccién de acido nucleico del punto 259, en la que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH se selecciona del grupo que consiste en: L407N, L407Y, V415T, V424,
V424Q, V426E, V426H, P447S, V455N, V456N, L463N, E495D, T506Y, T508R, F509M, F509W, A511F, D512Y,
T515Q, L516T, L516W, S517W, R521W, 1523D, 1523E, 1523G, 1523K, 1523R, K524L, Q526M, T527Y, H535P y
K557G.

261. La construccidon de &cido nucleico de cualquiera de los puntos 242-254 o 256, en la que el polipéptido
quimérico comprende sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionadas del grupo que
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consiste en: (a) E383G/K413S; (b) Y401E/I523G; (c) L407N/P447S; (d) L4A07N/P447S/A539I; (e) L407N/F509M;
(f) L407Y/Q526T; (g) Y411Q/H535N; (h) K414S/V456N; (i) V415T/A569P; (j) V426H/Q526Y; (k)
E442K/E450D/Q459R; (1) L463N/T508R; (m) T508R/K5191/K525V; (n) F5091/T527Y; (o) 1523Q/K538Y; (p)
Q526M/K557G; y (q) K541F/A561F.

262. La construccion de acido nucleico del 261, en la que el polipéptido quimérico comprende sustituciones de
aminoacido en el dominio Ill de SAH seleccionadas del grupo que consiste en: (a) L407N/P447S; (b)
L407N/P447S/A5391; (c) L407N/F509M; (d) Y411Q/H535N; (e) K414S/V456N; (f) V426H/Q526Y; (9)
L463N/T508R; (h) F5091/T527Y; (i) 1523Q/K538Y; (j) Q526M/K557G; y (k) K541F/A561F.

263. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-254, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto accesible en la superficie.

264. La construccion de acido nucleico del punto 263, en la que todas estas sustituciones de aminoacido en el
dominio 11l de SAH son de restos accesibles en la superficie.

265. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-250, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH es de un resto que esta tanto accesible en la superficie
como conservado entre multiples especies.

266. La construccion de acido nucleico del punto 265, en la que todas estas sustituciones de aminoécido en el
dominio Ill de SAH son de restos que estan tanto accesibles en la superficie como conservados entre multiple
especies.

267. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-266, en la que (i) comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un dominio 11l de SAH al menos un 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

268. La construccién de acido nucleico del punto 267, en la que (i) comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica un dominio Ill de SAH al menos un 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

269. La construccién de acido nucleico del punto 268, en la que (i) comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica un dominio Ill de SAH al menos un 98 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

270. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-269, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en el bucle 2 del dominio Il de SAH.

271. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-270, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en el bucle 3 del dominio Il de SAH.

272. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-271, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio 11l de SAH esta en el bucle 6 del dominio Il de SAH.

273. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-272, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en la hélice 7 del dominio Ill de SAH.

274. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-273, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en el bucle 7 del dominio Il de SAH.

275. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-274272, en la que al menos una de
dichas sustituciones de aminoacido en el dominio Ill de SAH esta en la hélice 8 del dominio Il de SAH.

276. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-275, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 8 del dominio Il de SAH.

277. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-276, en la que al menos una de dichas
sustituciones de aminoacido en el dominio Il de SAH esta en el bucle 9 del dominio Il de SAH.

278. La construccidon de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-277, en la que (ii) comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heterdloga, cuya proteina heterdloga comprende un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

279. La construccion de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-278, que comprende ademas una
secuencia de nucleétidos que codifica un conector.

280. La construccién de acido nucleico del punto 279, en la que la secuencia de nucleétidos codifica un conector
que comprende una o mas repeticiones Gly-Gly-Gly-Gly-Ser.

281. La construccién de acido nucleico de cualquiera de los puntos 242-280, en la que la parte de SAH
comprende ademas al menos una parte del dominio | de SAH; o al menos una parte del dominio |l de SAH; o al
menos una parte del dominio | de SAH y al menos una parte del dominio Il de SAH.

282. Una coleccion que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de dicha pluralidad de
polipéptidos comprende el dominio Il de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en la que cada uno
de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucion de aminoacido de
un resto en dicho dominio Ill de SAH que esta conservado entre proteinas seroalbimina de ser humano, cerdo,
rata, raton, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

283. Una coleccion que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de dicha pluralidad de
polipéptidos comprende el dominio Il de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en la que cada uno
de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucién de aminoacido de
un resto en dicho dominio Il de SAH que esta conservado entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo,
rata, ratdn, perro, conejo, vaca, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo y que no estd conservado en
seroalbumina de pollo.

284. Una coleccion que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de dicha pluralidad de
polipéptidos comprende el dominio Il de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en la que cada uno
de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucién de aminoéacido de
un resto en dicho dominio Il de SAH que es un resto accesible en la superficie.
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285. La coleccion del punto 284, en la que dicho resto accesible en la superficie esta en el bucle 2 del domino I
de SAH.

286. La coleccién del punto 284 o 285, en la que dicho resto accesible en la superficie esta en el bucle 3 del
domino IIl de SAH.

287. La coleccién de cualquiera de los puntos 284-286, en la que dicho resto accesible en la superficie esta en el
bucle 6 del domino Ill de SAH.

288. La coleccién de cualquiera de los puntos 284-273, en la que dicho resto accesible en la superficie esta en el
bucle 7 del domino Ill de SAH.

289. La coleccioén de cualquiera de los puntos 284-288, en la que dicho resto accesible en la superficie esta en el
bucle 8 del domino Il de SAH.

290. La coleccidn de cualquiera de los puntos 284-289, en la que dicho resto accesible en la superficie esta en el
bucle 9 del domino Il de SAH.

291. Una coleccion que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de dicha pluralidad de
polipéptidos comprende el dominio Il de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en la que cada uno
de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucién de aminoacido de
un resto en dicho dominio Ill de SAH que es (i) un resto accesible en la superficie y también (ii) esta conservado
entre proteinas seroalbumina de ser humano, cerdo, rata, ratén, perro, conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de
Mongolia, oveja, gato y caballo.

292. Una coleccion que comprende una pluralidad de polipéptidos, en la que cada uno de dicha pluralidad de
polipéptidos comprende el dominio Il de SAH, o un fragmento de unién a FcRn del mismo, y en la que cada uno
de dicha pluralidad de polipéptidos comprende independientemente al menos una sustitucién de aminoacido de
un resto en dicho dominio Il de SAH para un aminoacido que esta conservado entre proteinas seroalbumina de
dos 0 mas especies diferentes del ser humano seleccionadas del grupo que consiste en cerdo, rata, raton, perro,
conejo, vaca, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja, gato y caballo.

293. La coleccion del punto 291 0 292, en la que dicha al menos una sustitucion de aminoacido esta en el bucle
2 del dominio Il de SAH.

294. La coleccion de cualquiera de los puntos 291-293, en la que dicha al menos una sustitucion de aminoacido
esta en el bucle 3 del dominio Il de SAH.

295. La coleccion de cualquiera de los puntos 291-294, en la que dicha al menos una sustitucidon de aminoacido
esta en el bucle 6 del dominio Il de SAH.

296. La coleccion de cualquiera de los puntos 291-295, en la que dicha al menos una sustitucion de aminoacido
esta en la hélice 7 del dominio 11l de SAH.

297. La coleccion de cualquiera de los puntos 291-296, en la que dicha al menos una sustitucion de aminoacido
esta en el bucle 7 del dominio Il de SAH.

298. La coleccion de cualquiera de los puntos 291-297, en la que dicha al menos una sustitucién de aminoacido
esta en la hélice 8 del dominio Ill de SAH

299. La coleccion de cualquiera de los puntos 291-298, en la que dicha al menos una sustitucidon de aminoacido
esta en el bucle 8 del dominio Il de SAH.

300. La coleccion de cualquiera de los puntos 291-299, en la que dicha al menos una sustitucion de aminoacido
esta en el bucle 9 del dominio Ill de SAH.

301. La coleccion de cualquiera de los puntos 282-300, donde cada uno de dicha pluralidad de polipéptidos
comprende ademas al menos una parte del dominio | de SAH; o al menos una parte del dominio Il de SAH; o al
menos una parte del dominio | de SAH y al menos una parte del dominio Il de SAH.

302. La coleccion de cualquiera de los puntos 282-301, en la que la coleccion es una coleccidn de presentacion.
303. La coleccion del punto 302, en la que el tipo de coleccidon de presentacién se selecciona del grupo que
consiste en levadura, fago y mamifero.

304. Un método de cribado de la coleccion de cualquiera de los puntos 282-303, comprendiendo dicho método:
(a) seleccionar una pluralidad de polipéptidos para el cribado; (b) cribar los polipéptidos con afinidad de union
aumentada por FcRn o semivida en suero aumentada; y (c) determinar la secuencia de los polipéptidos con
afinidad de unién aumentada por FcRn o semivida en suero aumentada.

6. Ejemplificaciones

La invencion que se esta describiendo ahora en lineas generales, se entendera mas completamente por referencia a
los siguientes ejemplos, que se incluyen simplemente con fines de ilustracion de determinados aspectos y
realizaciones de la presente invencién, y no pretenden limitar la invencion. Por ejemplo, las construcciones
particulares y disefio experimental divulgados en este documento representan herramientas y métodos ejemplares
para validar la funcion apropiada. Por tanto, sera facilmente evidente que cualquiera de las construcciones
especificas divulgadas y plan experimental pueden sustituirse dentro del alcance de la presente divulgacion.
Ademas, se apreciara que un listado especifico o descripcién de un equipo y reactivos particulares usados, los
tamanos, fabricante, etc., no deben considerarse limitantes de la presente invencion salvo que se indique
especificamente de esa manera. Se apreciara ademas que puede sustituirse facilmente otro equipo y reactivos que
funcionan de forma similar.
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6.1 Ejemplo 1: Analisis cinético y de afinidad de la uniéon a FcRn humano al dominio Ill de seroalbumina humana
(SAH)

Este ejemplo mide las constantes de asociacién, disociacion y afinidad en equilibrio del dominio Il de SAH por FcRn
humano usando resonancia de plasmones superficiales (SPR). El dominio Ill (también abreviado como "DIII") es un
fragmento de la proteina seroalbumina humana que abarca los restos de aminoacidos 381-585. La secuencia de
aminoacidos del dominio Ill se expone en la SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos de SAH madura de
longitud completa se expone en la SEQ ID NO: 2. Para su uso en estos experimentos, el dominio Il se expreso y
purificd de Pichia pastoris.

6.1.1 Expresion y purificacion de proteina recombinante

El plasmido recombinante que codifica el gen del dominio Il se obtuvo de Geneart AG, Regensburg, Alemania. El
gen del dominio Il se escindi6 del vector proporcionado por el proveedor usando las enzimas de restriccién EcoRl y
Notl y se clond en el vector de expresion de Pichia pPICZ-alpha-A (Invitrogen, n.° de Catalogo V195-20). La proteina
del dominio Ill recombinante se expreso, de la manera resumida en las instrucciones del fabricante. La proteina del
dominio Il recombinante se secreté en el medio, y se purificd por cromatografia de interaccion hidréfoba en una
columna Hi Trap de Butil-Sepharose Fast Flow de GE Healthcare (n.° de Catalogo 17 5197 01). En resumen, primero
se ajusto la salinidad y el pH del medio de cultivo a sulfato de amonio 1,5 M y fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0. El
medio de cultivo se filtr6 y se pasé sobre la columna de butil-sepharose y el dominio Il unido se eluyé usando un
tampon de fosfato de sodio de pH 7,0 de baja salinidad. Una fraccion de la proteina purificada se deslipidd
pasandola sobre una columna de Hidroxialcoxipropil Dextrano (Sigma-Aldrich, n.° de Catalogo H6258) con una
camisa de agua en circulacion mantenida a 50 °C. La pureza tanto de la forma deslipidada como de la forma no
deslipidada fue de un 99 %, como se visualiza por SDS-PAGE al 4-12 % por tincidon con azul de Coomassie (figura
1A). La concentracidon de proteina se determiné por A280. El plegamiento apropiado del dominio Ill purificado se
confirmé por mediciones de UV cercano-CD y UV lejano-CD que se correlacionaban estrechamente con las
mediciones publicadas previamente (véase, por ejemplo, Giancola et al. International Journal of Biological
Macromolecules 20(1997) 193-204).

6.1.2 Medicion cinética

Las constantes de velocidad en equilibrio de asociacion y disociacion se midieron a 25 °C en un instrumento BlAcore
T100 (Uppsala, Suecia) y los datos se analizaron usando el programa informatico de evaluacion BlAcore T100, v. 1.1
(BlAcore, Inc, Uppsala, Suecia). Tanto la forma no deslipidada como la forma deslipidada del dominio Ill se
inmovilizaron covalentemente a densidades de acoplamiento de 1016 y 1184 UR respectivamente en chip CM4 (n.°
de catalogo BR-1005-39) o CM5 (n.° de catalogo BR-1000-14) por acoplamiento convencional de amina (BlAcore
Handbook, 2002). Una de las celdas de flujo se acoplé de forma simulada usando el protocolo de inmovilizacion
idéntico sin proteina para que sirviera como blanco. Todas la inyecciones se hicieron en fosfato 50 mM, pH 5,5 y
tampon NaCl 150 mM, y la superficie de chip se regeneré entre inyecciones con soluciéon salina tamponada con
fosfato (PBS) pH 7,4. Para medir la constante de asociacion (kon), la constante de disociacion (ko) y las constantes
de disociacion en equilibrio (Kp) en un Unico experimento, se inyectaron concentraciones crecientes de FcRn
humano (39 nM-40 uM) a 50 pl/min sobre la proteina del dominio Il inmovilizada (figura 1B, panel de la izquierdo).
Se permiti6 que la unién alcanzara el equilibrio, y las constantes cinéticas kon y kot S€ obtuvieron por ajuste
simultaneo tanto de la fase de asociacion (4 min) como de la fase de disociacion (1 min) de las curvas al modelo de
langmuir 1:1. La Kp se obtuvo ajustando el diagrama de la respuesta de unién en equilibrio (Req) frente a la
concentracion de analito a un modelo de afinidad en equilibrio usando analisis de regresion no lineal (figura 1B,
panel de la derecha). Tanto la forma deslipidada como la forma no deslipidada del dominio Ill mostraron
sensogramas de unién y diagramas de Req frente a concentracién de ligando similares.

La interaccion de FcRn con el dominio IIl muestra una rapida cinética de asociacion (kon = 7€°) y disociacion (ke =
4e‘2) (tabla 1). La Kp de FcRn para el dominio Ill es entre 5-8 uM que es aproximadamente 7 veces mayor, (por
ejemplo, una constante de disociacion mayor) que la de SAH de longitud completa por FcRn (tabla 1). Esta
diferencia en la Kp se debe en gran medida a la ko mas rapida para el dominio Il respecto a SAH mientras que kon
para ambas moléculas es comparable. La Kp obtenida de la kon y kot €stdn muy de acuerdo con los valores
obtenidos experimentalmente que corroboran de ese modo las mediciones cinéticas. Ademas, dos tipos diferentes
de chips detectores (CM4 y CM5) con restos carboxi variables dieron afinidades similares. Las constantes cinética y
en equilibrio son comparables entre las formas deslipidada y no deslipidada del dominio lll, lo que sugiere que las
moléculas lipidicas no median o facilitan la unién de FcRn al dominio Ill.
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Tabla 1. La tabla proporciona las constantes cinéticas en equilibrio obtenidas por SPR para la unién de FcRn
humano al dominio Il de seroalbumina humana (SAH) y la comparacion con constantes cinéticas publicadas para
SAH de longitud completa (panel inferior).

Analisis cinético Analisis en equilibrio

DIl inmovilizado Chip detector kon (M7's™) Kofr (s™) ko (UM) ko (UM)
Deslipidado CM4 7,73 6,5e-2 8,5 7,9

CM5 7,2e3 5,1e-2 7,1 6,0

CM5 7,4 €3 4,7e-2 6,3 55
No deslipidado CM4 7,3e3 6,6e-2 9,1 8,4

CM5 7,8¢e3 6,5e-2 6,3 6,6

CM5 7,9e3 4,9e-2 57 6,2
SAH inmovilizada CM5 9,3e3 4,5e-3 0,74 1,2

6.2 Ejemplo 2: La fusién con SAH de longitud completa o el dominio Ill en solitario potencia la afinidad de IgG
humana por FcRn

Este experimento demostré que la fusién del dominio Ill de SAH a una proteina terapéutica o anticuerpo, o una
variante del mismo, potenci6 la afinidad de la proteina terapéutica/anticuerpo por FcRn a pH acido sin influir en la
dependencia del pH de la interaccion. Este aumento en la afinidad por FcRn a pH 5,5 probablemente se traduce en
una semivida en suero aumentada (por ejemplo, una vida util potenciada in vivo o en un sistema de modelo
apropiado). Las mediciones farmacocinéticas de la semivida de una parte de SAH que comprende el dominio Il
fusionado a una proteina terapéutica pueden realizarse en, por ejemplo, ratones transgénicos que expresan una
unica copia del gen de FcRn humano (pero que carecen de FcRn murino) para evaluar los efectos de la semivida de
la fusion con una proteina que comprende el domino Ill de tipo silvestre o variante.

6.2.1 Disefio de la construccion

Como proteina representativa, se us6 IgG 1 humana para comparar la afinidad por FcRn entre IgG en solitario e IgG
fusionada con SAH o el dominio Ill. La SAH o el dominio Ill se fusioné al extremo C de la cadena pesada de IgG 1
humana mediante un conector que comprende 4 unidades repetitivas de Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (figura 2A). La longitud
del conector se disefid basandose en la distancia entre el sitio de union de IgG y el sitio de unién de SAH en FcRn
para permitir que ambos ligandos se unieran simultaneamente a sus respectivos sitios de unién. Una versiéon de
fusion de SAH y el dominio Il de una variante de alta afinidad descrita previamente de IgG (IgG-YTE, véase
Dall'Acqua, et al., 2002, J Immunol., 169:5171-5180) que muestra una afinidad mejorada 10 veces por FcRn,
respecto a IgG natural, también se credé de una manera similar. Por consiguiente, se generaron y usaron las
siguientes construcciones:

IgG

IgG(YTE)

19G-(G4S)4s-SAH
19G-(G4S)4-dominio 111
IgG(YTE)-(G4S)4-SAH
IgG(YTE)-(G4S)s-dominio IlI

6.2.2 Purificacion y caracterizacion

En resumen, las 6 construcciones se clonaron en un vector de expresion y las proteinas se purificaron por expresion
transitoria en células 293F (GIBCO n.° Cat. R79007). La IgG 1 y las proteinas de fusion secretadas en el medio de
cultivo se purificaron usando una columna de afinidad de proteina A HiTrap™ (n.° de catalogo 17-0403-03) de GE
Healthcare. Las proteinas purificadas se resolvieron por SDS-PAGE tanto en condiciones reductoras como en
condiciones no reductoras, y se observo una pureza de un 99 %, como se visualiza por tincion de Coomasie (figura
2B).

Los pesos moleculares estimados de la proteina de fusion 19G-(G4S)4-SAH es de 284 kilodalton (kDa) mientras que
los de 1gG-(G4S)s-dominio Il es de 196 kDa. Los pesos moleculares observados se correlacionaban muy bien con
estas estimaciones. Para evaluar si estas proteinas de fusion forman agregados debido a su mayor tamafo o
propiedades fisicoquimicas alteradas, las proteinas de fusion se analizaron por cromatografia por exclusiéon de
tamafo (SEC) usando SEC Agilent Technologies 1200 series SEC (figura 2C). Tanto 1gG-(G4S)4-SAH como IgG-
(G4S)s-dominio Il muestran un unico pico en un diagrama de A280 frente al tiempo de retencion (min)
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correspondiente a un mondmero, lo que indica que la proteina de fusién no se agrega a ningun grado medible. Los
perfiles de SEC de las proteinas de fusion para la variante IgG-YTE eran distinguibles de las proteinas quiméricas
1gG-(G4S)s-SAH 0 1gG-(G4S)4-SAH.

6.2.3 Medicion de las constantes de union en equilibrio (Kp)

La afinidad (Kp) de FcRn humano por las proteinas de fusién se midié en un instrumento BlAcore T100 (Uppsala,
Suecia). En resumen, se inmovilizé IgG, 19G-(G4S)s-dominio Ill, 1IgG-(G4S)s-SAH, IgG-YTE, IgG-YTE-(G4S)s-dominio
'y 1gG-YTE-(G4S)s-SAH a alta densidad en celdas de flujo diferentes en dos chips detectores Series 5 (GE
Healthcare), usando quimica convencional de acoplamiento amino como se resume por el fabricante del
instrumento. Las densidad superficiales finales de IgG fueron 5116, 5258, 6097, 5256, 5561 y 5531 UR,
respectivamente. También se preparé una celda de flujo de referencia en cada chip detector sin ninguna proteina
usando el protocolo de inmovilizacion idéntico. Se inyectaron diluciones en serie de factor dos de FcRn humano, que
varian de 5,86 nM a 3000 nM, en PO4 50 mM, tampoén NaCl 150 mM a pH 5,5 sobre las superficies de la celda de
proteina acoplada y de referencia a un caudal de 5 pl/min. Los datos de unién se recogieron durante 50 minutos,
seguido por regeneracién con multiples inyecciones de 60 segundos de solucion salina tamponada con fosfato pH
7,4 que contenia Tween20 al 0,05 %. La respuesta de union en equilibrio (Req) para cada inyeccion se representd
frente a la concentracion y se ajusté a un segundo modelo de afinidad en equilibrio (figura 3), usando el programa
informatico de evaluacion BlAcore T100, v. 1.1 (BlAcore, Inc, Uppsala, Suecia) para obtener la constante de union
en equilibrio Kp. El recuadro representa la unién de una gama de concentraciones de FcRn a los ligandos
inmovilizados. La Kp para la variante IgG-YTE y las proteinas de fusion correspondientes también se obtuvieron de
manera idéntica (datos no mostrados).

La Kp de 1I9G-(G4S)4-SAH es 183 nM y la de 19G-(G4S)s-dominio Il es 305 nM en comparacion con 1,51 uM para 1gG
en solitario, lo que demuestra que fusionar SAH o el dominio Ill a IgG mejora la afinidad por FcRn en 10 y 5 veces,
respectivamente (tabla 2). También se observa una tendencia similar ain menos pronunciada para las variantes de
YTE donde la IgG-YTE-(G4S)4-SAH presenta 3,8 veces (42,5 nM) e IgG-YTE-(G4S)s-dominio Il muestra 2,5 veces
(65,1 nM) de mejora en la afinidad respecto a IgG-YTE (tabla 2).

Tabla 2. La tabla proporciona las constantes en equilibrio obtenidas por SPR para la unién a FcRn humano para IgG
fusionada con SAH o IgG fusionada con el dominio ll, asi como sus analogos de variante de YTE a pH 5,5.

Construccion Kb (nM)
IgG 1510
IgG-(G4S)4-SAH 183
IgG-(G4S)4-Dlll 305
IgG-YTE 161
IgG-YTE-(G4S)4-SAH 42,5
IgG-YTE-(G4S)4-Dlll 65,1

La mejora en la afinidad a pH 5,5, sin embargo, no influye en la unién a FcRn a pH neutro. Esto se ensayo
inyectando FcRn 1 uM a pH 7,2 sobre la misma superficie inmovilizada. No se detecté diferencia medible en la unién
a FcRn para ninguna de las superficies de proteina de fusion acoplada (datos no mostrados) en comparacién con los
controles de 1gG/IgG-YTE.

La union de las fusiones de SAH a FcRn a pH acido (-5,5-6,0) y la liberacion a pH neutro (~7,4) se correlaciona con
la eficacia in vivo ya que dichas caracteristicas imitan la unién in vivo. Por consiguiente, las variantes de SAH
preferidas son (i) variantes con afinidad mejorada respecto a SAH natural o conjugados que incluyen SAH natural y
(i) variantes para las que se observa afinidad mejorada a pH acido. Ademas, las variantes con afinidad de unién
aumentada por FcRn a pH neutro pueden comprometer la eficacia y disminuir los efectos beneficiosos de la afinidad
aumentada a pH acido.

6.3 Ejemplo 3: La fusion con SAH de longitud completa potencia la persistencia en suero de IgG humana

Este experimento demostrd que la fusion de SAH a un anticuerpo aumentaba la semivida en suero de un anticuerpo.
Como se muestra en la figura 7, la persistencia en suero de la fusion IgG-SAH descrita en el ejemplo 1 se
aumentaba en comparaciéon con IgG en solitario. Este aumento en la semivida en suero fue comparable a la
observada para la variante IgG-YTE. Sin embargo, la adicion de SAH a la variante IgG-YTE no parecia provocar una
potenciacion significativa sobre YTE en solitario en este estudio.

El estudio de PK se realiz6 usando ratones C57BL/6 transgénicos para FCRn humano de 4-5 meses de edad (JAX
laboratories) que tienen los receptores Fc neonatales de ratén (FcRn) remplazados con una Unica copia de FcRn
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humano (huFcRn). A los ratones se les inyecta mediante la vena de la cola una dosis de 15 mg/kg de la proteina
apropiada diluida en solucién salina tampona con fosfato pH 7,2. Todo los animales se exanguinan del plexo
retroorbital para recoger (75 pl) suero 1 hora después de la inyeccidn para determinar la cantidad real inyectada en
la circulacién. Después se recogen muestras de suero a las 24, 72, 168 y 240 horas después de la inyeccién y se
almacenan a -80 °C. La cantidad de la proteina indicada que permanece en suero se analiza por ELISA. En
resumen, se usan placas recubiertas con anti-SAH para capturar las diversas construcciones de fusién de 1gG y se
detectan usando anticuerpo de deteccion anti-Kappa. Para las construcciones de IgG e YTE, se usan placas
recubiertas con antigeno para capturar la IgG y se detectan usando un anticuerpo de deteccion anticadena pesada.
El % de proteina que permanece en el suero se representa como una fraccion de cantidad inyectada (muestra de 1
hora) frente al tiempo.

6.4 Ejemplo 4: El epitopo en SAH para FcRn es conformacional

Se observé que FcRn humano se une a SAH natural bien, de una manera dependiente de la concentraciéon, como se
visualiza por inmunotransferencia con anticuerpo anti-p-2microglobulina. Sin embargo, no se observaron resultados
similares usando SAH desnaturalizada ensayada en condiciones experimentales similares.

Se inmovilizé seroalbumina humana (SAH; n.° de catalogo A-8763), IgG humano (hlgG; n.° de catalogo 1-4506) de
Sigma-Aldrich, tampén Tris, en Sepharose 4B activado por CNBr (GE HealthCare) a 10 mg de proteina/ml de
Sepharose. Se prepard Sepharose-Tris bloqueando los grupos reactivos de Sepharose 4B activado por CNBr con
base Trizma 0,1 M, NaCl 0,5M, pH 8. Las microesferas de Sepharose unidas a SAH, higG o Tris (20 pl de
microesferas equivalente a ~180 pg de proteina unida) se hirvieron durante 10 minutos en presencia de tampon de
muestra que contenia SDS (Tris 60 mM, pH 6,8, SDS al 2,3 %, glicerol al 10 %, azul de bromofenol al 0,01 %) en
condiciones reductoras (2-mercaptoetanol al 1 %) o no reductoras o se dejaron sin tratar. Las microesferas
acopladas a proteina o Tris asi tratadas se lavaron con fosfato de sodio 50 mM, tampon NaCl 150 mM que contenia
gelatina de pescado al 0,1 % (BIOFX Laboratories Inc, n.° de catalogo PFGP-1000-01) a pH 5,5 y después se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con 200 ul de concentraciones variables de FcRn humano (0-
20 pg) en tampdn a pH 5,5. La proteina no unida se lavé usando tampoén de pH 5,5. La proteina unida se eluyé
hirviendo con tampén de muestra que contenia SDS que contenia 2-mercaptoetanol al 1 % y se analizé en un gel de
poliacrilamida con SDS seguido por inmunotransferencia con anticuerpo anti-B-2microglobulina (Abcam n.° de
catalogo Ab6608).

La unién de FcRn humano a Sepharose-SAH fue maxima para la SAH natural para todo el intervalo de
concentracion de FcRn. Sin embargo, la unién se disminuyé drasticamente cuando se desnaturaliza la SAH en
condiciones tanto reductoras como no reductoras, lo que sugiere que el epitopo en SAH para FcRn es muy
probablemente un epitopo conformacional. (Figura 4). Como se esperaba, la Sepharose-IgG se unié a FcRn
humano, mientras que las microesferas bloqueadas con Tris no se unieron a FcRn en ninguna condicion.

6.5 Ejemplo 5: La SAH y el dominio Ill pueden presentarse en la superficie de células de levadura y las proteinas
presentadas retienen la capacidad de unién a FcRn

Este ejemplo demuestra que la SAH y el dominio Ill pueden expresarse satisfactoriamente sobre la superficie de
células de levadura y también que estas proteinas presentadas se unen a FcRn de una manera dependiente del pH,
que se evalua por citometria de flujo modificada realizada a pH acido. Por tanto, la expresion en células de levadura
proporciona un método para cribar construcciones (por ejemplo, dominio Il en solitario, SAH de longitud completa,
SAH truncada o polipéptido quimérico que comprende al menos el dominio Ill) que contienen una variacion en el
dominio Il para evaluar la capacidad de dichas construcciones (i) de unirse a FcRn y (ii) de unirse a FcRn con
afinidad aumentada respecto a, por ejemplo, construcciones no variantes.

6.5.1 Presentacion en superficie celular de levaduras

La SAH, el dominio Ill o un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv), se clonaron en un vector de presentacion en
levadura pYD1 (Invitrogen n.° de catalogo V835-01) y se transformaron en S. cerevisiae para la presentacion en la
superficie celular de levadura. El pYD1 presenta la proteina de interés como una fusion en el extremo C con la
proteina Aga2p de S. cerevisiae bajo el control de un promotor inducible por galactosa. Todos los procedimientos
experimentales se realizaron como se describe en el manual del proveedor. Las células transformadas se
seleccionaron usando los marcadores de seleccion auxotréficos uracilo y triptéfano, y se cultivaron en medio de
seleccion apropiado (Teknova Inc., n.° de catalogo C8140). Los cultivos se indujeron con galactosa durante hasta 48
horas para permitir la expresion de proteinas de fusion de Aga2p. Se tomaron muestras de las células a 0, 24 y 48
horas. Las muestras celulares se lavaron y bloquearon con PBS pH 7,2 que contenia gelatina de pescado al 0,1 %,
se tifieron con anticuerpo policlonal de conejo anti-SAH conjugado con FITC (Abcam Inc., n.° de catalogo AB34669)
y se analizaron por citometria de flujo.

No se observd expresion en superficie celular de SAH o el dominio Il a las 0 horas, mientras que se observd

expresion de ambas proteinas en las células de levadura a las 24 horas. Dicha expresion se mantuvo a las 48 horas
después de la induccion. La expresion se visualizé por tincion FITC positiva. La figura 5A muestra que tanto SAH
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como el dominio Il pueden expresarse satisfactoriamente en la superficie de células de levadura. Las células
transformadas con scFv no se tifieron (por ejemplo, fueron negativas) con anti-SAH, como se esperaba. Por tanto,
las células transformadas con scFv sirvieron como control negativo.

6.5.2 Capacidad de unién a FcRn de SAH o dominio Il expresado en superficie

Las células de levadura que expresan SAH, el dominio Ill o scFv y se indujeron con galactosa durante 48 horas se
bloquearon con fosfato de sodio 50 mM, pH 5,5, tampéon NaCl 150 mM (también mencionado como tampén de
FACS) que contenia gelatina de pescado al 0,1 % durante 1 hora. Las células entonces se incubaron con FcRn
biotinilado (70 uM) en tampon fosfato pH 5,5 y el FcRn unido se visualizé usando Estreptavidina ficoeritrina (PE)
(Invitrogen Inc.). Las células teiidas de esta manera se analizaron por citometria de flujo con fosfato de sodio
50 mM, pH 5,5, tampdn NaCl 150 mM en lugar de la PBS usada habitualmente.

Las células que expresan tanto SAH como el dominio Il se tifieron de forma positiva para PE, mientras que las
células que expresan scFv de control negativo no, como puede observarse por el desplazamiento en el histograma
en comparacion con el de scFv (figura 5B), lo que demuestra que la SAH y el dominio Il expresados en superficies
de célula de levadura retinen la capacidad de uniéon a FcRn vy, por lo tanto, son funcionales. En un experimento
independiente, las células se trataron de forma similar que la citometria de flujo de bajo pH para la unién de FcRn y
se ensayaron usando una técnica de muestreo de alto rendimiento, el sistema HyperCyt® (IntelliCyt Corporation)
con resultados similares.

6.6 Ejemplo 6 Vectores adenoviricos de presentacion en superficie de células de mamifero que comprenden OriP
para generar colecciones con alta diversidad

Se construy6 una coleccién de presentacion en superficie de mamifero usando un anclaje de glucosilfosfatidilinositol
(GPI) para la presentacion en superficie de proteinas scFv-Fc en un vector de introduccion Gateway® que se
genomanipulé para que contuviera un casete de expresion de scFv-Fc denominado pENDisplay (véase la figura 8A).
La coleccion de diferentes secuencias de scFv se inserta facilmente en los sitios Sfi/Notl. La coleccion en el vector
pENDisplay se combiné con el vector pAd/PL-DEST™ (Invitrogen n.° Cat. V494-20) segun el fabricante para generar
una coleccién de expresion en adenovirus, se obtuvo un total de ~5x10° unidades formadoras de colonia (ufc). Para
generar adenovirus, se transfectaron células 293A (Invitrogen n.° Cat. R70507), que contienen una copia integrada
de forma estable del gen E1 que suministra las proteinas E1 (E1a y E1b) necesarias para generar adenovirus
recombinantes en trans, con la coleccion de expresion en adenovirus que se ha linealizado para exponer las
repeticiones terminales invertidas (ITR) de la izquierda y la derecha. Al menos un 50 % de las células 293A
transfectadas directamente con la coleccién de adenovirus linealizado se encontré que presentaban anticuerpo en su
superficie por analisis FACS. Sin embargo, cuando la coleccién de adenovirus linealizado se transfectaba en células
293A para la produccion de adenovirus, se obtuvieron menos de 50 placas por placa de 110 mm (diametro). El
adenovirus se recogi6 en dia 10 y se aislé el ADN virico, se usé PCR para amplificar la region codificante de scFv
que se volvié a clonar de nuevo en el vector pENDisplay, se recogieron 96 colonias y se secuenciaron. Unicamente
14 secuencias VH unicas se identificaron de los 96 clones analizados. La baja eficacia de recuperacion de placas
puede deberse a la degradacion del vector adenovirico linealizado y provoca una reduccion significativa en la
complejidad de la colecciéon de adenovirus.

El antigeno 1 nuclear de Epstein-Barr (EBNA-1) contiene una sefial de localizacién nuclear (NLS) y se une a acidos
nucleicos que contienen OriP tales como plasmidos. La proteina EBNA-1 (véase la figura 9A) puede ayudar a
translocar los acidos nucleicos que contienen OriP al ndcleo mediante la NLS y potencia el mantenimiento
episdomico. Aunque no se cree que el mantenimiento episdmico sea necesario para el rescate del adenovirus, se
introdujo una secuencia OriP (véase la figura 9C) después de la secuencia poliA del casete scFv-Fc entre las
secuencias attL1 y attL2, del vector pENDisplay. El nuevo vector denominado pENDisplay-OriP se representa en la
figura 8B. La coleccion en el pENDisplay-OriP se combiné con el vector pAd/PL-DEST™ (Invitrogen n.° Cat. V494-
20) para generar una segunda coleccidon de expresion en adenovirus que también tiene ~5x10° ufc. La coleccion
generada a partir de vector pENDisplay-OriP se linealizé y se transfectd en células 293E (Invitrogen n.° Cat. R620-
07), que expresa de forma estable el antigeno nuclear del virus de Epstein-Barr (EBNA-1) y la proteina E1a
adenovirica, que produce mucho mas de 10 000 placas por placa de 110 mm (diametro). El virus se recogio en el dia
7 y se analizaron 96 clones como se describe anteriormente. En contraste con la baja cantidad de clones unicos
aislados de la primera coleccion, sin un sitio OriP, las 96 secuencias VH analizadas eran unicas. En conjunto estos
resultados demuestran que la adicion de la secuencia OriP al vector de la coleccion de expresion en adenovirus
potenciaba enormemente tanto el rescate del adenovirus de las células que expresan EBNA-1 como la diversidad de
la coleccion de adenovirus.

La adicién de la secuencia OriP (por ejemplo, figura 9C) a un vector adenovirico potencia la eficacia de generacion
de particulas adenoviricas recombinantes de células hospedadoras en presencia de proteina EBNA-1. Cuando se
construyen colecciones de expresion en adenovirus, la eficacia potenciada de generaciéon de virus mantiene la
diversidad/complejidad de la coleccion reduciendo la cantidad de clones perdidos. Ejemplo 7, a continuacion, detalla
la construccién y cribado de una coleccién de presentacion en superficie de mamifero que expresa variantes del
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dominio Ill de SAH que incorpora la secuencia OriP en un vector de expresion adenovirico esencialmente como se
describe anteriormente.

La figura 10 proporciona un esquema de un vector de expresion adenovirico genérico representativo para la
expresion de una o mas proteinas de interés. En este ejemplo, se proporciona un genoma adenovirico mutante en
que las partes E1 y/o E3 estan eliminadas. Los genes viricos perdidos se proporcionan en trans por la célula
hospedadora usada para el rescate del virus. Las eliminaciones evitan la replicacion del adenovirus en la célula
hospedadora usada para la expresion de la una o mas proteinas de interés. EI ADN de interés incluira todos los
componentes necesarios para la expresion de la una o mas proteinas incluyendo, aunque sin limitacion, la una o
mas secuencias, codificantes, una 0 mas secuencias promotoras, una 0 mas sefales de terminacién, una o mas
secuencias poliA, etc. Las proteina o proteinas de interés pueden ser solubles o pueden incluir una secuencia que
anclara la una o mas proteinas a la superficie celular, tal como un dominio transmembranario o una sefial de anclaje
de GPIL. Como se ejemplifica en este documento, los vectores adenoviricos pueden genomanipularse para que
expresen una coleccidon de proteinas variantes. El vector de expresion de adenovirus representado en la figura 10
proporciona la ubicacién de sitios de recombinacion att que se producirian usando plasmidos de entrada y destino
Gateway™ para su construccion. También se representa una posible ubicacién donde podria ubicarse una
secuencia de ADN de EBNA-1. se contemplan otras ubicaciones y orientaciones para los componentes del vector.
Un experto en la materia entendera que la orientacion y/o posicién relativa de las regiones del vector pueden
variarse.

6.7 Ejemplo 7 Uso de otras plataformas de presentacion para SAH y el dominio Il

Las tecnologias de presentacion en fagos y presentacion en superficie celular de mamifero también se evaluaron
como plataformas potenciales de presentacion para SAH y el dominio lll. Una plataforma de presentacion en fagos
no expresaba SAH y el dominio Il en la superficie de las células bacterianas, supuestamente debido a la abundancia
de enlaces disulfuro en estas moléculas (datos no mostrados). Sin embargo, el sistema de presentacion en células
de mamifero usando expresion superficial transitoria en células 293-F mediado mediante sefal de anclaje de
glucosilfosfatidilinositol (GPI) del factor de aceleracion del deterioro (por ejemplo, el DAF mutado como se describe
en el documento US 2007/0111260) fue satisfactorio para presentar SAH y el dominio Ill. Las proteinas presentadas
retenian la capacidad de unién a FcRn (datos no mostrados).

Se generd una construccion de expresion en mamifero adicional, denominada pEN-HSA-GPI,, en que se afadio una
marca epitépica (por ejemplo, marca Flag) para tincién doble y se afiadieron conectores tanto 5' como 3' de la SAH
para aumentar la flexibilidad de la proteina de fusion y facilitar la union de SAH a FcRn (figura 11A), esta
construccion se usé directamente para la transfeccion transitoria o se us6 para generar un vector de expresion
adenovirico que también incorpora la secuencia OriP, denominado pAd-HSA-GPI. Se expresé SAH funcional en la
superficie de células de mamifero (por ejemplo, células 293F) a partir de esta construccién tanto en ensayos de
transfeccion transitoria (datos no mostrados) como usando un sistema de expresion adenovirico. La figura 11
muestra el desplazamiento resultante en el histograma de células tefiidas con anti-SAH (figura 11B) o FcRn a
25 yg/ml y 5 pl/iml (figuras 11C y 11D, respectivamente). Por tanto, existen varios sistemas potenciales para
expresar SAH y variante del dominio Ill, y para cribar dichas variantes para (i) la unién a FcRn y (ii) la capacidad de
unirse a FcRn con afinidad aumentada respecto a, por ejemplo, construcciones no variantes.

Transfeccién de células 293F para presentar SAH en la superficie celular: Se afiadieron 1,5 pug de plasmido y 2,25 pl
de 293fectin a 100 yl de medio Optimem (Invitrogen) en un tubo diferente, se incubaron a TA durante 5 min y
después los dos componentes se combinaron juntos. Después de incubacion a temrs)eratura ambiente durante
20 min adicionales, la mezcla se afiadié a 2 ml de células 293F a una densidad de 1x10° células/ml en placa de 24
pocillos profundos. Las células transfectadas se cultivaron durante 24 horas a 250 r.p.m. en presencia de CO; al
8 %.

Generacién y uso del vector de expresion adenovirico: Se uso la tecnologia Gateway® (Invitrogen) para recombinar
SAH en el vector de entrada (pEN-HSA-GPI) con el vector de destino de Invitrogen para generar el vector de
expresion adenovirico. En resumen, se afadieron 150 ng de vector pEN-HSA-GPI, 300 ng de pAd/PL-DEST
(Invitrogen), 2 yl de LR Clonase Il (Invitrogen) y tampén TE a un total de 10 yl de mezclas de reaccion. Después de
incubacién a 25 °C durante una noche, se usaron 2 ul de la mezcla de reaccién para transformar células
competentes One-shot Top 10 (Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante. Las células TOP 10 transformadas
se sembraron en placa de Ampicilina y se incubaron a 37 °C durante una noche. Se recogieron colonias individuales
en medio LB para preparar el plasmido. El vector de expresion adenovirico que contenia el gen de SAH se linealizé
con Pac | antes de la transfeccion para generar el adenovirus. Se usaron 2 ug de vector adenovirico linealizado y
6 ul de lipofectamine-2000 para transfectar células 293F para producir el adenovirus. A los 7 dias después de la
transfeccion, el adenovirus se liberé de las células transfectadas alternando congelacion (a -80 °C) y descongelacion
(a 37 °C) 2-3 veces. Los desechos celulares se retiraron por centrifugacién a 3000 r.p.m. durante 10 minutos y el
sobrenadante que contenia adenovirus se separé en alicuotas en los nuevos tubos y se almacenaron a -80 °C. La
concentracion virica se determiné usando el kit de valoracion rapida Adeno-XTM (Clontech:PT3651-2) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El adenovirus se us6 a una MOI de 1 para expresiéon de construcciones de SAH.
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6.8 Ejemplo 8: Mutagénesis por barrido de alanina de bucles expuestos en superficie en DIl para identificar el
epitopo de unién a FcRn

Este ejemplo resumen la funcion de los bucles expuestos en la superficie en el dominio Ill en la mediacién de la
unién de FcRn a SAH.

El dominio Ill estd compuesto de 205 restos de aminoacido y codifica 10 hélices unidas mediante 9 bucles y
estabilizadas a través de 6 enlaces disulfuro (Sugio et al. 1999, Protein Eng. 12:439-46 y PDB: 1BMO0). Las
posiciones de los restos de aminoacido que comprenden estos bucles, asi como la longitud de cada bucle se
enumeran a continuacion. La numeracién de aminoacidos es respecto a la posicion de estos bucles en la proteina
SAH madura de longitud completa (SEQ ID NO: 2).

Bucle 1: restos 398-400 = 3 aminoacidos
Bucle 2: restos 415-419 = 5 aminoacidos
Bucle 3: restos 439-443 = 5 aminoacidos
Bucle 4: restos 468-470 = 3 aminoacidos
Bucle 5: restos 480-482 = 3 aminoacidos
Bucle 6: restos 492-509 = 18 aminoacidos
Bucle 7: restos 516-517 = 2 aminoacidos
Bucle 8: restos 537-541 = 5 aminoacidos
Bucle 9: restos 561-564 = 4 aminoacidos

Los bucles numerados 2, 3, 6, 8 y 9 son accesible al disolvente y estdn expuestos en la superficie de la molécula
(Sugio et al. ibid, y PDB: 1BMO).

En determinados ejemplos, aminoacidos alternativos en cada bucle individual accesible en la superficie se mutan en
alanina (excepto prolinas y cisteinas, que no se mutan) con restos de numeracién impar mutados en un conjunto e
incluso restos numerados mutados en otro conjunto. Dichos conjuntos mutantes por bucle se crean con la excepcion
del bucle 9 donde unicamente se necesita una construccion para ajustar el disefio experimental. Se crea un total de
9 de dichas construcciones en un vector para presentacion en superficie células (por ejemplo, el vector de
presentacion en levadura pYD1) y se evaluaron para la capacidad de unién a FcRn. Las variantes pueden evaluarse
usando ensayos in vitro convencionales descritos en la solicitud (por ejemplo, citometria de flujo). Se identifican una
0 mas variantes que presentan afinidad mejorada por FcRn. Cada variante también puede cribarse para determinar
si la afinidad mejorada por FcRn se produce Unicamente a pH acido, pero no a pH neutro. La afinidad mejorada por
FcRn a pH acido, pero no a pH neutro puede ensayarse para (i) construcciones del dominio Il variante en solitario;
(ii) construcciones del dominio Il variante presentadas en el contexto de SAH de longitud completa; o (iii) en el
contexto de SAH truncada o un polipéptido quimérico que comprende al menos el dominio Ill. Lo anterior se compara
con el dominio Il de tipo silvestre, una SAH de longitud completa de tipo silvestre o polipéptido quimérico sin las
mutaciones.

En determinados ejemplos, la informacion obtenida del cribado anterior identifican restos en los bucles accesibles en
la superficie que son susceptibles a variacion manteniendo al mismo tiempo (o incluso mejorando)la capacidad de
union a FcRn. Se construye una serie de variantes en que dichas posiciones identificadas se mutan a cada uno de
los otros 20 aminoacidos, y dichas variantes también se cribas. Posteriormente se construyen variantes adicionales
que incluyen mutaciones en mas de una posicion y se criban.

En determinados ejemplos, se crea una coleccién de variantes y se evalua.
6.9 Ejemplo 9: Mutagénesis por barrido de alanina de restos conservados expuestos en la superficie

Los restos de aminoacido accesibles en la superficie conservados en el dominio lll entre 13 diferentes especies
animales se identificaron por alineacion de secuencias de aminodacidos. Dichos restos conservados se mutan
individualmente en alanina para determinar su funcién en la unién a FcRn.

La secuencia de aminoacidos de dominio Il de SAH se comparé con secuencias del dominio Ill de seroalbumina de
12 especies diferentes incluyendo rata, ratén, bovino, perro, conejo, cerdo, pollo, burro, jerbo de Mongolia, oveja,
gato y caballo y se identificaron los restos que estan conservados entre todas estas especies (figura 6A-D). Como la
SAH de pollo es distinta de las proteinas SAH de mamifero, se proporciona una segunda alineacion de solamente
las especies de mamifero (figura 6E-H). La seroalbumina de cerdo, rata, raton, perro, oveja, conejo y bovino ya ha
demostrado unirse a FcRn humano por ELISA, inmunotransferencia y SPR (datos no mostrados). En un analisis
diferentes, los restos expuestos en la superficie en el dominio Il se identificaron usando el programa informatico
GETAREA 1.0 beta disponible en internet (http://curie.utmb.edu/getarea.html). Este programa informatico calcula las
areas superficiales accesibles de atomos individuales y sus gradientes y valores de cada resto de aminoacido para
la probabilidad de accesibilidad superficial expresada como "i" u "0", que indica inaccesible o accesible
respectivamente (tabla 3). Se identificaron los aminoacidos que estan tanto conservados entre todas estas especies
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diferentes como expuestos en la superficie, se calculan por el programa informatico y se confirman por inspeccion
visual de la estructura cristalina de SAH (en recuadro en la tabla 3).

Los 18 restos aminoacido asi identificados se mutan individualmente en alanina y se evaltan para el impacto sobre
la union a FcRn usando presentacion en superficie celular (por ejemplo, el sistema de presentacion en levadura
pYD1). Las mutaciones del dominio Il se introducen y criban en el contexto de uno o mas de los siguientes: dominio
Il en solitario, la proteina SAH completa, SAH truncada o un polipéptido quimérico que comprende al menos el
dominio lll. La cisteina y las prolinas expuestas en la superficie conservadas no se incluyen en el analisis.

En otro ejemplo, los 18 restos de aminoacido (o menos de los 18 si el experimento con alanina indica que posiciones
particulares no pueden tolerar una sustitucion) se mutan individualmente a cada uno de los otros 19 restos de
aminoéacido y se evaluan para el impacto sobre la unién a FcRn usando el sistema de presentacion en levadura
pYD1 (u otro sistema de presentacion).

En otro ejemplo, se construyen y evalian variantes que incluyen combinaciones de mutaciones. Las variantes
pueden evaluarse usando ensayos in vitro convencionales descritos en la solicitud (por ejemplo, citometria de flujo).
Se identifican una o mas variantes que presentan afinidad mejorada por FcRn. Cada variante también puede
cribarse para determinar si la afinidad mejorada por FcRn se produce Unicamente a pH acido, pero no a pH neutro.
La afinidad mejorada por FcRn a pH acido, pero no a pH neutro se ensaya para uno o mas de los siguientes (i)
construcciones del dominio Il variante en solitario; (ii) construcciones del domino Il variante en el contexto de SAH
de longitud completa o (lll) en el contexto de SAH truncada o un polipéptido quimérico que comprende al menos el
dominio Ill. Lo anterior se compara con el dominio Il de tipo silvestre, SAH de longitud completa de tipo silvestre o
polipéptido quimeérico sin las mutaciones.

Tabla 3. La tabla representa el parametro de accesibilidad del disolvente para todos los aminoacidos del dominio lll.
Los restos (numerados con respectos a la secuencia de SAH de longitud completa madura presentada en la SEQ ID
NO: 2) que estan conservados entre todas las especies alineadas de la figura 6A-D se muestran en negrita 'y
marcados (##) y los restos que estan tanto accesibles en la superficie como conservados entre todas las especies
alineadas estan en recuadro. http://curie.utmb.edu/getarea.html.

Ademas, los restos que estan conservados en todas las especies alineadas en la figura 6E-H, excepto pollo, estan

marcados (@@).
Los restos se indican como (i) y (0), que indica inaccesible y accesible en la superficie, respectivamente.
Resto Total Apolar Estructura Cadena lateral Relacion (%) Dentro/fuera

Q@ LEU 380 56,42 56,02 0,75 55,67 38,1
Q@ VAL 381 19,57 19,57 0,00 19,57 16,0 d
GLU 382 99,24 31,30 0,67 98,57 69,8 f

GLU 383 69,94 52,61 5,53 64,41 45,6
@@ PRO 384 0,05 0,05 0,00 0,05 0,1 d
GLN 385 82,77 29,73 6,62 76,15 53,0 f
ASN 386 78,25 23,65 1,24 77,01 67,4 f
Q@ LEU 387 32,41 32,41 3,66 28,75 19,7 d
ILE 388 11,04 11,04 2,42 8,62 5,9 d
LYS 389 98,41 62,10 0,70 97,71 59,4 f
GLN 390 119,91 30,84 1,91 117,99 82,1 f

ASN 391 24,47 5,20 0,08 24,39 21,3
#HH CYS 392 5,45 2,53 0,11 5,34 52 d
GLU 393 99,50 48,97 2,36 97,14 68,8 f

LEU 394 63,00 63,00 0,87 62,13 42,5
PHE 395 31,26 30,80 0,46 30,80 17,1 d
Q@ GLU 396 114,69 53,25 27,05 87,64 62,1 f
GLN 397 140,39 48,20 36,11 104,28 72,6 f
LEU 398 37,07 28,66 11,72 25,35 17,3 d
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Resto Total Apolar Estructura Cadena lateral Relacion (%) Dentro/fuera
#Hit GLY 399 38,33 37,17 38,33 0,00 44,0
GLU 400 67,29 26,00 3,58 63,71 45,1
@@ TYR 401 45,66 45,21 0,90 44,76 23,2
LYS 402 110,95 67,17 1,41 109,53 66,6 f
## PHE 403 0,77 0,77 0,00 0,77 0,4 d
@@ GLN 404 2,71 0,00 0,00 2,71 1,9 d
@@ ASN 405 11,20 10,68 0,03 11,17 9,8 d
@@ ALA 406 27,44 24,63 11,95 15,49 23,9
LEU 407 4,22 4,22 0,00 4,22 2,9 d
LEU 408 0,25 0,25 0,00 0,25 0,2 d
@@ VAL 409 21,68 21,68 0,09 21,59 17,7 d
ARG 410 71,52 60,94 5,56 65,95 33,7
## TYR 411 7,20 1,62 0,00 7,20 3,7 d
#Hit THR 412 0,05 0,05 0,00 0,05 0,1 d
LYS 413 25,26 23,68 3,75 21,51 13,1 d
#i# LYS 414 11,99 7,84 0,02 11,97 7,3 d
VAL 415 0,20 0,20 0,04 0,16 0,1 d
## PRO 416 3,69 2,47 1,22 2,47 2,3 d
GLN 417 52,78 30,06 14,94 37,84 26,3
#Hit VAL 418 3,63 3,62 1,19 2,44 2,0 d
Q@ SER 419 54,77 51,36 9,44 45,33 58,6 f
#i# THR 420 9,84 7,74 0,88 8,96 84 d
@@ PRO 421 101,86 100,54 10,53 91,33 86,8 f
@@ THR 422 11,77 1,22 0,72 11,04 10,4 d
#Hit LEU 423 1,05 1,05 0,00 1,05 0,7 d
@@ VAL 424 5,56 5,56 0,00 5,56 4,5 d
GLU 425 66,36 34,10 4,64 61,72 43,7
VAL 426 0,54 0,54 0,00 0,54 04 d
SER 427 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 d
@@ ARG 428 28,01 6,40 0,00 28,01 14,3 d
ASN 429 27,74 1,54 0,00 27,74 243
@@ LEU 430 7,30 7,09 0,21 7,09 4,9 d
@@ GLY 431 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 d
LYS 432 80,30 40,11 0,01 80,29 48,8
@@ VAL 433 11,51 11,51 0,00 11,51 94 d
#i# GLY 434 0,14 0,02 0,14 0,00 0,2 d
SER 435 57,78 16,10 14,45 43,33 56,0 f
LYS 436 85,65 58,15 10,32 75,33 45,8
#Hit CYs 437 0,35 0,35 0,00 0,35 0,3 d
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Resto Total Apolar Estructura Cadena lateral Relacion (%) Dentro/fuera
#Hit CYS 438 8,30 1,53 6,41 1,89 1,8 d
LYS 439 162,28 116,42 39,17 123,11 74,8 f
HIS 440 38,03 24,38 3,93 34,10 22,1
@@ PRO 441 89,28 89,28 13,53 75,75 72,0 f
GLU 442 121,29 28,48 25,71 95,58 67,7 f
ALA 443 63,34 57,69 17,11 46,23 71,2 f
LYS 444 132,96 87,59 1,81 131,15 79,7 f
#Hit ARG 445 25,14 7,16 0,00 25,14 12,9 d
MET 446 10,99 10,94 0,05 10,94 6,9 d
PRO 447 29,51 28,45 1,15 28,37 27,0
## CYs 448 28,63 21,61 16,45 12,17 11,9 d
ALA 449 2,04 2,04 0,00 2,04 3,1 d
#Hit GLU 450 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 d
ASP 451 36,51 31,08 1,41 35,10 31,1
TYR 452 40,33 35,83 5,38 34,95 18,1 d
#i# LEU 453 14,95 14,95 0,00 14,95 10,2 d
SER 454 11,34 10,42 2,62 8,72 11,3 d
VAL 455 15,44 14,89 0,55 14,89 12,2 d
VAL 456 4,31 4,31 0,71 3,60 2,9 d
Q@ LEU 457 0,66 0,66 0,00 0,66 0,4 d
Q@ ASN 458 0,55 0,01 0,00 0,55 0,5 d
GLN 459 30,73 11,43 0,96 29,78 20,7
LEU 460 0,81 0,81 0,00 0,81 0,6 d
## CYs 461 5,78 5,21 0,59 5,19 5,1 d
VAL 462 12,56 11,51 1,05 11,51 9,4 d
Q@ LEU 463 11,00 11,00 0,00 10,99 7,5 d
Q@ HIS 464 8,67 7,03 4,93 3,74 24 d
GLU 465 81,88 39,50 12,23 69,65 49,3
@@ LYS 466 123,40 80,33 29,10 94,30 57,3 f
THR 467 66,67 56,99 5,55 61,12 57,6 f
PRO 468 92,50 70,96 21,54 70,96 67,5 f
@@ VAL 469 90,51 73,61 23,88 66,63 54,5 f
@@ SER 470 5,53 4,62 5,14 0,39 0,5 d
ASP 471 122,67 42,14 3,75 118,92 100,0 f
ARG 472 92,31 48,09 3,99 88,32 45,2
VAL 473 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 d
@@ THR 474 57,41 55,78 2,30 55,11 51,9 f
@@ LYS 475 131,17 87,36 4,11 127,07 77,2 f
#Hit CYs 476 0,27 0,00 0,00 0,27 0,3 d
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Resto Total Apolar Estructura Cadena lateral Relacion (%) Dentro/fuera

#Hit CYS 477 14,41 11,81 2,60 11,81 11,5 d
THR 478 89,89 62,73 11,19 78,69 741 f
GLU 479 98,03 36,44 36,37 61,66 43,7

@@ SER 480 18,58 18,58 4,99 13,59 17,6 d

@@ LEU 481 19,63 15,94 3,69 15,94 10,9 d
VAL 482 11,85 10,99 0,87 10,99 9,0 d
ASN 483 39,73 8,35 0,00 39,73 34,8

## ARG 484 11,05 4,76 0,00 11,05 5,7 d

#i# ARG 485 5,72 5,41 0,30 5,41 2,8 d
PRO 486 23,90 21,92 2,55 21,35 20,3

## CYs 487 20,34 9,90 8,30 12,03 11,8 d

#Hit PHE 488 0,15 0,15 0,00 0,15 0,1 d

@@ SER 489 28,76 10,00 17,50 11,26 14,5 d
ALA 490 84,33 64,50 32,36 51,97 80,1 f

@@ LEU 491 25,03 17,27 8,78 16,25 11,1 d
GLU 492 127,22 68,17 2,88 124,34 88,1 f
VAL 493 59,47 50,11 9,36 50,11 41,0

## ASP 494 23,97 5,10 11,99 11,99 10,6 d

Q@ GLU 495 151,35 58,71 32,51 118,84 84,2 f
THR 496 128,82 92,46 28,49 100,33 94,5 f

## TYR 497 39,86 23,56 15,79 24,07 12,5 d
VAL 498 127,91 120,24 7,78 120,14 98,2 f
PRO 499 48,26 38,96 9,29 38,96 37,0

@@ LYS 500 148,50 107,74 5,26 143,24 87,1 f
GLU 501 137,88 67,19 7,44 130,44 92,4 f
PHE 502 145,85 127,83 18,01 127,83 71,0 f
ASN 503 79,74 11,97 2,89 76,85 67,2 f
ALA 504 67,05 47,09 20,71 46,34 71,4 f
GLU 505 112,60 25,86 4,28 108,31 76,7 f
THR 506 61,97 54,22 17,79 44,18 41,6

## PHE 507 39,42 28,99 10,43 28,99 16,1 d

@@ THR 508 34,75 25,10 10,55 24,20 22,8

#Hit PHE 509 7,64 6,14 3,09 4,55 2,5 d

Q@ HIS 510 92,59 80,12 2,75 89,84 58,1 f
ALA 511 33,98 30,78 3,23 30,75 47 .4
ASP 512 79,47 46,67 5,24 74,23 65,7 f
ILE 513 0,51 0,51 0,00 0,51 0,3 d

## CYs 514 42,31 19,66 23,41 18,90 18,5 d

@@ THR 515 123,18 80,99 37,55 85,63 80,6 f
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Resto Total Apolar Estructura Cadena lateral Relacion (%) Dentro/fuera

Q@ LEU 516 48,28 43,20 7,83 40,45 27,7

SER 517 54,47 51,13 20,10 34,38 44,4

GLU 518 100,49 23,48 2,18 98,32 69,6 f

LYS 519 138,34 93,44 0,25 138,09 83,9 f

GLU 520 74,95 33,52 2,44 72,51 51,3 f

ARG 521 42,31 11,10 0,00 42,31 21,6

GLN 522 24,47 0,98 0,00 24,47 17,0 d

ILE 523 63,17 63,17 0,00 63,17 42,9
@@ LYS 524 86,04 57,44 1,03 85,01 51,7 f
@@ LYS 525 8,72 0,27 0,00 8,72 5,3 d
@@ GLN 526 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 d

THR 527 44,15 37,83 0,00 44,15 41,6
@@ ALA 528 2,30 2,30 0,31 2,00 3,1 d
#Hit LEU 529 1,24 1,24 0,00 1,24 0,8 d

VAL 530 0,18 0,18 0,17 0,02 0,0 d
@@ GLU 531 33,31 0,91 0,00 33,31 23,6

LEU 532 40,59 40,59 0,00 40,59 27,8

VAL 533 0,62 0,62 0,02 0,60 0,5 d
#Hit LYS 534 22,23 12,56 0,05 22,18 13,5 d
@@ HIS 535 16,21 12,70 3,51 12,70 8,2 d

LYS 536 125,97 80,88 1,15 124,82 75,9 f
#Hit PRO 537 27,87 20,96 6,91 20,96 19,9 d

LYS 538 175,55 132,98 24,90 150,65 91,6 f
@@ ALA 539 56,44 54,45 12,79 43,65 67,3 f
## THR 540 13,80 0,29 13,29 0,51 0,5 d

LYS 541 151,76 134,73 10,81 140,96 85,7 f

GLU 542 143,28 57,29 0,82 142,46 100,0 f

GLN 543 94,49 50,37 5,53 88,96 61,9 f
Q@ LEU 544 7,38 7,00 0,39 6,99 4.8 d

LYS 545 122,91 82,05 5,96 116,95 71,1 f

ALA 546 52,65 52,51 2,40 50,25 774 f
@@ VAL 547 37,83 37,83 0,46 37,37 30,6

MET 548 7,10 7,09 0,01 7,09 4,5 d

ASP 549 79,72 33,37 9,30 70,42 62,3 f

ASP 550 81,72 24,24 6,19 75,53 66,8 f
#i# PHE 551 16,40 16,40 0,00 16,40 9,1 d

ALA 552 26,97 15,46 11,51 15,46 23,8

ALA 553 46,71 43,76 6,20 40,51 62,4 f

PHE 554 31,60 31,60 0,92 30,68 17,0 d
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Resto Total Apolar Estructura Cadena lateral Relacion (%) Dentro/fuera
VAL 555 1,51 1,51 0,00 1,51 1,2 d
GLU 556 87,68 24,41 9,37 78,31 55,5 f
LYS 557 108,24 67,45 6,00 102,25 62,2 f
## CYs 558 0,47 0,00 0,47 0,00 0,0 d
#Hit CYs 559 40,50 20,21 20,91 19,58 19,1 d
LYS 560 171,40 121,84 23,55 147,84 89,9 f
ALA 561 40,51 22,45 32,45 8,06 12,4 d
ASP 562 140,81 38,02 34,22 106,59 94,3 f
ASP 563 89,28 21,77 5,33 83,95 74,3 f
LYS 564 179,18 123,99 17,96 161,22 98,0 f
GLU 565 81,62 24,70 3,45 78,18 55,4 f
THR 566 65,21 52,57 9,24 55,97 52,7 f
#Hit CYsS 567 18,00 6,61 2,26 15,75 15,4 d
#i# PHE 568 7,30 5,31 1,99 5,31 2,9 d
ALA 569 69,77 60,43 19,45 50,32 77,5 f
GLU 570 122,28 62,01 33,64 88,64 62,8 f
GLU 571 91,89 17,51 27,02 64,87 45,9
#Hit GLY 572 80,42 41,46 80,42 0,00 92,2 f

6.10 Ejemplo 10: Mutagénesis en cada resto del dominio Ill a todos los posibles aminoacidos para crear una
coleccién de mutantes de aminoacidos individuales

Cada aminoacido del dominio Ill, con la excepcion de cisteinas y prolinas, se muta a todos los 20 aminoacidos (es
decir, el aminoacido de tipo silvestre y los 19 aminoacidos que no son de tipo silvestre) para crear una coleccién de
mutantes de modo que cada mutante individual tenga una Unica mutacién en Unicamente una posicion. La longitud
completa de 205 aminoacidos se cubre en la construccion de la coleccidn; por consiguiente se mutan 184 restos
individualmente lo que produce una diversidad de coleccion total de 3496. Las mutaciones del dominio Il se
introducen y criban en el contexto de uno o mas de los siguientes: dominio Ill en solitario, proteina SAH completa,
SAH truncada o una proteina quimérica que comprende al menos el dominio Ill. Pueden utilizarse métodos
convencionales de mutagénesis para generar una coleccion de mutantes del dominio Ill. Opcionalmente o como
alternativa la coleccion de mutantes del dominio Ill se genera por una instalacion comercial tal como Geneart AG,
Alemania. La coleccién de mutantes se clona en un vector de presentacion tal como el vector de presentacion en
levadura pYD1 o el vector de presentacion en mamifero pEN-HSA-GPI descrito anteriormente, que comprende una
secuencia OriP para la generacion potenciada de adenovirus recombinante (véase, la figura 10 para un esquema de
un vector de entrada genérico que comprende un OriP) y se criban para la capacidad de unién a FcRn usando
ensayos in vitro convencionales descrito en la solicitud (por ejemplo, citometria de flujo). Se identifican una o mas
variantes que presentan afinidad mejorada por FcRn. Cada variante también se puede cribar para determinar si la
afinidad mejorada por FcRn se produce unicamente a pH acido, pero no a pH neutro. La afinidad mejorada por FcRn
a pH acido, pero no a pH neutro se ensaya para (i) construcciones del dominio Ill variante en solitario; (ii)
construcciones del dominio Ill variante presentadas en el contexto de SAH de longitud completa; o (iii) en el contexto
de un polipéptido quimérico. Lo anterior se compara con el dominio Il de tipo silvestre, SAH de longitud completa de
tipo silvestre o el polipéptido quimérico sin las mutaciones. El disefio experimental permite la identificacion del
epitopo de unidn, junto con una o mas mutaciones que mejoran la afinidad por FcRn.

Se generé una coleccidon sintética del dominio 1lll (DIIl) como se describe anteriormente que tiene 6x10e4
transformantes independientes. Aunque la coleccion se disefid de modo que cada mutante individual tuviera una
unica mutacién en unicamente una posicion, se generaron varias mutaciones dobles e incluso triples. La coleccion
sintética DIIl se amplificé por PCR y se ensambl6 con DI y DIl para formar colecciones de SAH de longitud completa
por PCR solapante. La PCR se digirié con Sfi | y EcCoR | y se clon6 en el vector pEN-HSA-GPI, digerido de forma
similar, un vector de entrada Gateway™ de presentacion en mamifero potenciado que comprende una secuencia
OriP como se describe anteriormente (véanse, por ejemplo, las figuras 8B y 10). Los cebadores usados para
amplificar la coleccién DIII tiene seis (6) restos de aminoacido de tipo silvestre en los extremos N y C, por
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consiguiente, se elimin6 la diversidad en estos 12 aminoacidos del dominio Ill. Se generaron dos colecciones en el
vector pEN-HSA-GPI y se generaron las correspondientes colecciones adenoviricas esencialmente como se
describe anteriormente excepto que se usaron 12 ug del vector de expresion adenovirico linealizado PAC | para la
generacion de la coleccion. El tamafio de cada colecciéon se muestra en la tabla 4. Se examind la diversidad de las
colecciones de pEN-HSA-GPI, en la coleccion 1: ~50 % de los clones eran de tipo silvestre, mientras que en la
coleccién 2: ~30 % de los clones eran de tipo silvestre.

Tabla 4: Tamafo de la coleccion DIl
pEN-HSA pAd-HSA

coleccion 1 | 1,3x10° | 5,4x10°

coleccion 2 | 6,4 x 10° 1,7 x 10"

Se tifieron células infectadas con adenovirus que expresa SAH de tipo silvestre, la coleccion 1 de SAH-DIII o la
coleccion 2 de SAH-DIII con anticuerpo anti-SAH-FITC y FcRn biotina (detectado con SA-PE) esencialmente como
se describe en el ejemplo 5 anterior y se analizaron/cribaron por FACS como se describe a continuacion. Los niveles
de expresion de la SAH de tipo silvestre y las dos colecciones fueron comparables (figura 12A). Unicamente la
poblacidn celular que expresa las colecciones de SAH-DIII mostraron un desplazamiento en el histograma cuando se
tefiian con 10 pyg/ml de FcRn (figura 12B). La figura 13 muestra los perfiles FACS de doble tincién correspondientes.

Las poblaciones celulares enriquecidas se recuperaron de la clasificacién, se amplificaron y se sometieron a una
segunda ronda de enriquecimiento por clasificacion o se usaron para aislar clones individuales como se describe a
continuacién. Como puede observarse de los histogramas de la figura 14A, los niveles de expresion de SAH de tipo
silvestre, la coleccion de partida y las colecciones clasificadas son comparables. Sin embargo, la tincién con FcRn
muestra que las colecciones clasificadas de la ronda 1 y 2 se han enriquecido para células que expresan mutantes
de SAH-DIII que pueden unirse a FcRn presente a bajas concentraciones, 1 pg/ml e incluso 0,1 pg/ml (figuras 14B y
C).

Se aislaron varios clones individuales (como se describe a continuacion) y se cribaron para la unién a FcRn
dependiente del pH esencialmente como se describe en el ejemplo 2 anterior excepto en que el experimento se
realizé a pH 7,2. La figura 15 muestra histogramas representativos para las células de control, SAH de tipo silvestre
y varios clones de representativos a pH 5,5 (panel A) y pH 7,2 (panel B). Los niveles de expresion entre estos
mutantes de SAH y SAH de tipo silvestre son comparables (figura 15C). Como se muestra en la figura 16, los clones
identificados que retienen la unidon dependiente del pH (es decir, unién preferente a pH bajo) se secuencian y
pueden someterse a analisis FACS adicional usando varias concentraciones de FcRn (por ejemplo, 0,1 pg/ml,
1 pg/ml y 10 pg/ml de FcRn-biotina) junto con SAH de tipo silvestre y células de control para analizar la afinidad
relativa de las mutaciones por FcRn. Se secuenciaron ~1100 clones adicionales de la poblacion enriquecida antes
de cualquier otra caracterizacion. La tabla 5 proporciona un resumen de las sustituciones de aminoacido
identificadas en los clones aislados y/o secuenciados de las colecciones. Las posiciones en negrita indican que se
encontraron sustituciones en esa posicion entre aproximadamente un 1-5 % de los clones y pueden mencionarse
como "puntos preferidos”. Las posiciones en negrita y subrayadas indican que se encontraron sustituciones en esa
posicion en mas de un 5 % de los clones y pueden mencionarse como "puntos calientes". Las sustituciones de
aminoacido (columna AA sustituido) enumeradas en cursiva se identificaron Unicamente en el contexto de una
mutacion doblef/triple. Las sustituciones de aminoacido (columna AA sustituido) encontradas en 5 o mas clones se
muestran en negrita. Las combinaciones encontradas en tres o mas clones también se muestran en negrita con la
cantidad de clones identificados mostrada en paréntesis. La numeracion de los aminoacidos es respecto a la SAH de
longitud completa madura proporcionada en la SEQ ID NO: 2. Se aislaron multiples clones que contenian la misma
sustitucion de aminoacido en la misma posicién y/o sustituciones de aminoacido diferentes en la misma posicion
(véase la tabla 5), que indica que estas posiciones pueden representar puntos calientes de mutacion.

La ubicacidon de varios de los puntos preferidos y/o calientes en la estructura resuelta de SAH se indican en la figura
17. La mayoria de los puntos calientes y los puntos preferidos, excepto los aminoacidos 407, 415 y 463, se
encuentran en los bucles 6 y 7 (que abarcan los restos 492-509 y 516-518, respectivamente) y las hélices 7 y
(abarcando los restos 510-515 y 519-536, respectivamente), rodeados por un circulo en la figura 16.

Tabla 5 Resumen de mutaciones de DIl identificadas

Posicion* AA sustituido* Combinaciones®

V381| D2; N1 V381D/T506R/Q522R

E382| ninguno

E383| A1; G1 E383G/K413S

P384| Al; S2 P384A/L463N; P384S/Q459A
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Posicion* AA sustituido* Combinaciones*
Q385E/Q526H; Q385L/R472W; Q385L/T412G; Q385L/S454C;
Q385| E1; L4 Q385L/L463N
N386| S1 N386S/1523T
L387| ninguno
1388| ninguno
K389 G1; M1 K389M/406P/408E
Q390| ninguno
N391| E2; L1; T1; V2 N391T/D549L
C392| ninguno
E393| C2; V2 E393V/K524L; E393V/Q522H
L394| ninguno
F395| K1 F395K/K414N
E396| K1 E396K/1523H
Q397|G1 Q397G/L463N
L398| K3 L398K/L463F/K524H; L398K/K524H
G399| ninguno
E400] II E4001/1523T
Y401]| E1; K1; Q2; V1 Y401E/1523G; Y401K/F488Y/L516F; Y401V/F509G
K402| A1; D1; W2
F403| L1; N1; V1; W1 F403L/V426N/T515G; F403N/1523G; F403V/A443P
Q404| H1; N1; M1; T1; W2 Q404N/K524L; Q404M/K525E
N405T/T508R; N405T/E495D/H510P; N405T/K524L; N405T/E495D;
N405| E1; T5 N405T/L516C
A406| K1; M1; P1 K389M/406P/408E
L407N/P447S (3 Q); L407N/P447S/A539I (3); L407Y/F509M (5);
L407 | H2; M1; N6; Y6; R1 L407Y/Q526T; L407R/V555P
L408| E2; F1; R1 K389M/406P/408E
V409| P1; W1
R410| K1; L2; R410L/E495D
Y411A/455E; Y411H/I523L; Y411L/L463N/T508R; Y411L/1523Q (2);
Y411 Al; F1; H1; L3; Q3; Rl [Y411Q/H535N (3); Y411R/1523M
T412| G1; L1; R1; S1; W1 Q385L/T412G; T412R/K534G; T412L/E479Q/I1523A
K413| S1 E383G/K413S
K414/ N1; Q1; S3; Y1 K414S/V456N (3); K414Y/E465W; F395K/K414N
V415 C1; L1; T11 V415L/T467N; V415T/A569P; V415T/571K
P416| P1
Q417|P1 Q417P/1523D
V418 K1; L1
S419 M1; P1 S419M/K524L
T420[ K1; S1
P421| ninguno
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Posicion* AA sustituido* Combinaciones*

T422| ninguno

L423| H1; N1; R2; Y1 L423N/1523D; L423R/A443D (2)

V424| D1, I15; M2; Q4; W1 \V424D/E505H; V4241/L463F; V424M/E531I

E425| K3

F403L/V426N/T515G; V426E/K524L; V426H/Q526Y (2);

V426| E4; F1; H3; L1; N2; Q1 |V426L/E495D/Q526Y; V426N/T515G; V426Q/D512M/E520N
S427| ninguno

R428| E1; F2 R428E/T506M/L516I

N429| W1

L430| ninguno

G431| F1; M2 G431F/L516T/E520Y

K432| C1

V433| G1; T2 V433T/L463N/T508R; V433T/T508R

G434| C1; K1

S435| ninguno

K436| P2 K436P/1523G

C437| ninguno

C438| ninguno

K439| ninguno

H440| F1; R2 H440F/F488G

P441| ninguno

E442 K1 E442K/E450D/Q459R

A443| P2; D2 F403V/A443P; L423R/A443D (2)

K444/ S1; Q1 K444S/D549L; K444Q/E465G

R445| D2; W1; Y1 R445D/1523C; R445D/N503T; R445Y/K5191/K525V
M446| T1; W3 M446W/H535P; M446T/T515Y

P447| S7 L407N/P447S (3Q); L407N/P447S/A539I (3); P447S/A539V;
C448| ninguno

A449| ninguno

E450| D1 E442K/E450D/Q459R

D451| ninguno

Y452/ R1

L453| ninguno

S454| C4; E2; K1 Q385L/S454C; S454C/A539R

V455 D1; E1; G1; 11; N6 Y411A/455E; 455N/K524L
Wk K414S/V456N (3); VA56A/E518Y; VASBE/L516W; VAS6E/R521W;

A1; E3; F1; L2; N5; V456N/R472S/F509M (2)
L4S7 | F1; 115
N458| ninguno
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Posicion* AA sustituido* Combinaciones*

Q459 A1; P1; R1 P384S/Q459A; E442K/E450D/Q459R

L460| N1 L460N/K524L

C461| ninguno

V462 ninguno
P384A/L463N; Q385L/L463N; Q397G/L463N; L398K/L463F/K524H;
\V4241/L463F; L463F/E505I; L463N/T506N; L463N/T506Y; L463N/T508S
(2); L463N/T508Rr (~190¥%); L463G/D512Y; L463N/D512Y; L4631/S517W;

L463| F3; G1; I11; N~2301; S2  [L463N/Q526M (2); L463N/K534M;

H464| E2; V1 H464V/T474N

E465| G1; W2 K414Y/E465W; K444Q/E465G

K466 W3 K466W/S517W;

T467| N1; P1; W1 V415L/T467N;

P468| ninguno

V469| ninguno

S470| ninguno

D471 N1 D471N/R521Q

R472| D1, R1,; S2; W1 Q385L/R472W; V456N/R472S/F509M (2); R472D/1523G; R472R/Q522D

V473 E1; L2 V473L/S517W (2)

T474/N2; Q1 H464V/T474N

K475| LL

C476| ninguno

C477| ninguno

T478| ninguno

E479 Q1 T412L/E479Q/1523A

S480| ninguno

L481| ninguno

V482 E1; 11 V482E/I1523R; V4821/1523K

N483| K1 N483K/K524L

R484| ninguno

R485| P1 R485P/N503V

P486| ninguno

C487| ninguno

F488| G1; Y1 Y401K/F488Y/L516F; H440F/F488G

S489| ninguno

A490| ninguno

L491| ninguno

E492| ninguno

V493| ninguno

D494| ninguno
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Posicion* AA sustituido* Combinaciones*
N405T/E495D/H510P; N405T/E495D; R410L/E495D;
E495| D9 V426L/E495D/Q526Y; L463N/E495D/T508R (2); E495D/Q526Y
T496| ninguno
Y497| ninguno
V498| M1
P499| ninguno
K500| ninguno
E501| ninguno
F502| ninguno
N503| T1; V2 R445D/N503T; R485P/N503V; N503V/A539R
A504| ninguno
E505/ H1; 15 V424D/E505H; L463F/E505I
V381D/T506R/Q522R; R428E/T506M/L5161; L4A63N/T506N;
T506| M1; N1; R2; W1; Y6 L463N/T506Y; T506R/Q522C; T506Y/C559R
F507| V1; w1l F507W/1523F
T508| R~200; S3 N405T/T508R; V433T/T508R; L463N/T508Rr (~190¥); L463N/T508S (2);
Y401V/F509G; L407Y/F509M (5); F509W/K557G; 456N/R472S/F509M (2);
F509 D2; G1, 14, M12; P1; W6 |[F5091/T527Y (4);
H510] C5; P3; Q2; R1 N405T/E495D/H510P; H510C/H535L; H510R/K557G
A511| D1; F9; I1; R1; T1; V1; Y1|A511F/Q526P; A5111/K538W,; A511V/H535S/K541T; A511Y/V555E,;
D512| F1; M2%; Q1; Y13 V426Q/D512M/E520N; L463G/D512Y; L463N/D512Y; D512M/E520N
1513/ T1; Q1; 1513Q/1523Y
C514| Y1
C3; D2; E2; G1; H2; L2; [326N/T515G; F403L/V426N/T515G; M446T/T515Y; T515W/Q522K;
T515[N1; P2; Q11; S4; W2; Y2 [T515P/I523R; T515L/M548F; T515N/D549S;
C2; F3; G1; 11; T6; W6;  |Y401K/F488Y/L516F; N405T/L516C; R428E/T506M/L516l;
L516] Y1 G431F/L516T/E520Y; V456E/L516W; L516W/A539V; L516W/Q543W;
S517| C1, W7 L4631/S517W; K466W/S517W; V473L/S517W (2)
E518| A2; V1; Y1 V456A/E518Y;
K519 C3; D2; E1; 13 R445Y/K5191/K525V; T508R/K5191/K525V
E520| C1; N2; V1; W2; Y1 V426Q/D512M/E520N; G431F/L516T/E520Y; D512M/E520N
R521| H1; M1; Q1; T1; W18; Y1 [V456E/R521W; D471N/R521Q; R521M/D563F
C1; D1; H1; K1; R2; W1; |V381D/T506R/Q522R; E393V/Q522H; R472R/Q522D; T506R/Q522C;
Q522 Y2 T515W/Q522K;
N386S/1523T; E396K/1523H; E4001/1523T; F403N/1523G; Y411H/1523L;
A2; C1; D13; ES; F4; Y411L/1523Q (2); Y411R/1523M; T412L/E479Q/I523A; 416P/1523D;
G31; H3; K13; L1; M1, Q417P/1523D; L423N/I1523D; K436P/1523G; R445D/1523C; R472D/1523G;
P1; Q4; R11; S2; T3; W2; V482E/I523R; V4821/1523K; F507W/I523F; 1513Q/1523Y; T515P/I523R;
1523| Y2£ 1523Q/K538Y
E393V/K524L; L398K/L463F/K524H; L398K/K524H; Q404N/K524L;
N405T/K524L; S419M/K524L; V426E/K524L; 455N/K524L; LA60ON/K524L;
K524| H3; 12; L68; M2; Q3; V4 IN483K/K524L; K524L/T5401/571K; K524Q/K545M;
K525/ E1; V3 Q404M/K525E; R445Y/K5191/K525V; T508R/K5191/K525V
A4; F1; H1; L1; M10; P1; |Q385E/Q526H; V426H/Q526Y (2); V426L/E495D/Q526Y; L407Y/Q526T;
Q526|T1; V1; Y4 L463N/Q526M (2); E495D/Q526Y; A511F/Q526P; Q526 M/K557G
T527|E1; V1; Y7 F5091/T527Y (4);
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Posiciéon*

AA sustituido*

Combinaciones*

A528

G1; N1;

L529

F1

V530

E1; 11;

E531

G1;12; P1;

V424M/ES31]1;

L5632

V2;

V533

S1

K534

G1;, M1

T412R/K534G; L463N/K534M

H535

D1; K1; L1; N3; P5; S2

Y411Q/H535N (3); M446W/H535P; H510C/H535L; A511V/H535S/K541T;

K536

L1, R1; T1

P537

ninguno

K538

C1; D2; W1; Y1

A5111/K538W; 15623Q/K538Y

A539

I13; N1; R1; V2

L407N/P447S/A539I (3); P447S/A539V; P447S/A539I (3); S454C/A539R;
N503V/A539R; L516W/A539V

T540

11; K1

K524L/T5401/E571K,;

K541

P1; T2; F2

A511V/H535S/K541T; K541F/A561F

E542

W1

Q543

P1; w1

L516W/Q543W

L544

M1

K545

M1; N1

K524Q/K545M;

A546

11; D1

V547

ninguno

M548

F2

T515L/M548F;

D549

A1; L3; S2

N391T/D549L; K444S/D549L; T515N/D549S

D550

ninguno

F551

ninguno

A552

P2

A553

ninguno

F554

P2

V555

D1; E1; P2

L407RN555P; A511Y/V555E

E556

ninguno

K557

G11; N1; S1

F509W/K557G; H510R/K557G; Q526M/K557G

C558

ninguno

C559

R1

T506Y/C559R

K560

Q1

A561

F2; T1

K541F/A561F

D562

V1; $1

D563

A1;Y1; M1; F1

R521M/D563F

K564

I1; R2
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Posiciéon* AA sustituido* Combinaciones*

E565| K1; Y5; W1 L463N/T508R/E565Y;

T566| K1; W1

C567| ninguno

F568| 13; T1

A569| HZ; P2; Y1 V415T/A569P

E570] ninguno

E571| K5; D1 V415T/571K; K524L/T5401/E571K

G572/ E1; R2; Y1

K573 A1

K574| ninguno

L575 M1; Y1

V576| D2

A577| ninguno

A578| T1; V2

S579| ninguno

Q580| ninguno

A581| ninguno

A582| D2; T2

L583| ninguno

G584/ ninguno

L585| ninguno

* Numerado con respecto a SAH de longitud completa madura (SEQ ID NO: 2); el resto de aminoacido sustituido
esta seguido por un numero que indica el nUmero de veces que se encontré el resto; las combinaciones se
enumeran en general en la fila para cada posicién encontrada en la secuencia Q de combinacién no definitiva en la
posicion 407 de dos de los tres clones

T L463N identificado por primera vez como clon 12

€ L463N/T508R identificado por primera vez como clon 45

¥ ocasionalmente con una tercera sustitucion (por ejemplo, Y411L, V433T, E495D, A504G, E531G, 571K)

T estos clones también pueden tener una eliminacién en 523

£ 1523Y identificado por primera vez como clon 46

Se generaron varios mutantes asi identificados como proteina soluble por mutagénesis dirigida al sitio y se
purificaron como se describe a continuacion para analisis adicional. Se determinaron la afinidad de unién (Kp a pH
5,5) y la dependencia del pH (7,2 frente a 5,5) por ProteOn (que se describe a continuacién) y/o BlAcore
(esencialmente como se describe anteriormente). La tabla 6 proporciona un resumen de los estudios de union e
incluye las densidades de proteina para estos estudios. Se encontrdé que varios mutantes tenian union potenciada a
pH 5,5, incluyendo L407Y/Q526T; L463N/T508R; 1523G; V424Q; L83N/128R/1143G; y K144, en negrita en la tabla 6.

De los ensayados, todos los que mostraron unién potenciada a pH 5,5 también se encontré6 que mantenian la union
dependiente del pH (véase la Ultima columna de la tabla 6). Se encontré que varios mutantes ensayados tenian Kp
inalterada o incluso aumentada (es decir, union inalterada o peor) a pH 5,5. Hay varias razones posibles por las que
dichos clones pueden haberse identificado, por ejemplo, estas mutaciones pueden potenciar la expresion de
proteina o estabilidad en el sistema de presentacién. También es posible que el anclaje de GPI usado para la
presentacion pueda tener algun impacto sobre la union que estos mutantes puedan compensar y por €so no se
duplica cuando la SAH mutante se expresa como molécula soluble. Ademas, el disefio de la metodologia de cribado
optimizada para capturar la tasa de inactivacion estabilizé los mutantes, lo que puede traducirse o no en una mejora
de afinidad global. También puede reflejar que estas mutaciones proporcionan potenciacién cuando estan en
combinacién con una o mas mutaciones diferentes. Se encontraron varias mutaciones en combinaciones (véase la
tabla 5).
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Tabla 6 Resumen de estudios de union

huFcRn frente a Ko(pM)-ProteOn Densidad superficial (UR) Dependencia del pH
WT 2,83 1880 Y
L407Y/Q526T 0,191 3940 Y
L463N/T508R 0,105 3950 Y
F509W nb 4920
A511I nb 3720
K519E nb 3260
R521W 3,13 3940
1523G 0,074 3740 Y
huFcRn frente a Kp (uM)-BlAcore Densidad superficial (UR) Dependencia del pH
WT 0,91 2952 Y
V424Q 0,46 3441 Y
V426E 2,50 7279 Y
V426H 3,59 6665
L463N/T508R/1523G ~0,184** 6427
F509M ~27 4% 7337
A511F 1,48 3395 Y
D512Y 1,00 3355 Y
T5158 2,88 3522
L516T 5,02 6780
S517W 0,69 3144
K524L ~0,360** 6388

El blanco indica no ensayado; nb indica sin unién en las condiciones usadas
* Estimacion - afinidad débil + concentracion superior a 10 uM produjo Unicamente una curvatura marginal para la
isoterma Req frente a Conc.

* Estimacion - fuerte afinidad - unién de curvas de concentracion inferior no alcanzaron equilibrio "verdadero"

Tincion celular y andlisis FACS vy clasificacion: Se infectaron 30 millones de células 293F a una densidad de 1 x
10%ml con la coleccién adenovirica de SAH a MOI=1. Las células se recogieron 16 horas después de la
transduccién por centrifugacion, se lavaron con tampén FACS frio y se resuspendieron a ~1x10" células/ml. Se
afadiéo FcRn biotinilado a 10 yg/ml (212 nM) para la 1.2 ronda de clasificaciéon. Después de incubacién a 4 °C
durante 60 min, las células se lavaron dos veces con tampon FACS y se resuspendieron en Estreptavidina-PE a
diluciones de 1:500. Después de incubacion a 4 °C durante 30 min y lavado una vez con tampdn FACS y
clasificacién para la unién a FcRn, esto enriquece aquellas células que se unen a FcRn a pH 5,5. Las células
clasificadas se amplificaron para cribado adicional. Para la 2.2 ronda de clasificacion la poblacién de células
enriquecidas se clasificé esencialmente como se describe anteriormente excepto en que se us6é FcRn biotinilado a
1 pg/ml (21,2 nM) para enriquecer adicionalmente los mutantes de SAH de alta afinidad. El analisis adicional de las
colecciones enriquecidas también se realizé a 0,1 ug/ml (2,12 nM), véase, por ejemplo, la figura 14. En algunos
cribados se incorporé una etapa de "deseleccion" en la 1.2 y 2.2 ronda de cribado en que las poblaciones
enriquecidas de células se clasificaron para eliminar aquellas que se unian a FcRn a pH neutro (pH 7,4). Para
identificar las clones individuales, se extrajo el ADN virico de la poblacidn de células enriquecidas y las variantes de
DIll de SAH se clonaron en un vector de expresion de mamifero para la transfeccion transitoria de células 293F. Los
clones individuales se cribaron para la unién dependiente del pH por citometria de flujo a pH 55 y pH 7,4
esencialmente como se describe anteriormente.

Generacion y expresion de mutantes de SAH-DIIl: Se muta SAH de tipo silvestre para generar varios mutantes de
DIl usando protocolos convencionales (QuikChange® Il XL kit de mutagénesis dirigida al sitio, Agilent n.° de
Catalogo 200521) en un vector de expresion de mamifero usando cebadores mutagénicos especificos. Los mutantes
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se expresan en células 293F por transfeccion transitoria con reactivo de transfeccion 293fectin™ (Invitrogen, n.° de
Catalogo Sku12347-019) segun el protocolo del fabricante y los mutantes se purificaron en gel de afinidad ANTI-
FLAG M2 (Sigma-Aldrich n.° de Catalogo A2220) usando procedimientos convencionales. Todos los mutantes asi
purificados se analizaron por SDS-PAGE y cromatografia por exclusion de tamafio para evaluar la pureza y la
agregacion. Todos los mutantes se consideraron un ~99 % puros sin agregacion significativa (mas de un 95 %
monomeéricos) (datos no mostrados).

Analisis ProteOn: Se midi6 la afinidad (KD) de FcRn humano por las variantes de SAH en un sistema de micromatriz
de interaccion de proteinas ProteOn XPR36 (BioRad). En resumen, las variantes de SAH se inmovilizaron a alta
densidad en superficies de flujo separadas en un chip detector ProteOn GLM, usando el kit de acoplamiento de
amina ProteOn como se indica por el fabricante. Las densidades de SAH superficiales finales eran entre 3740-
3950 UR. También se prepar6é una superficie de flujo de referencia en el chip sin ninguna proteina usando el
protocolo de inmovilizacién idéntico. Se inyectaron diluciones en serie de factor de FcRn humano, que varian de
5,86 nM a 10 000 nM, en PO4 50 mM, tampén NaCl 150 mM a pH 5,5 sobre las superficies acopladas a proteina y
las superficies de células de referencia a un caudal de 25 ol/min. Se recogieron los datos de unién durante 8 min,
seguido por regeneracion con multiples inyecciones de 60 s de solucion salina tamponada con fosfato pH 7,4 que
contenia Tween20 al 0,05 %. La respuesta de union en equilibrio (Req) para cada inyeccion se represento frente a la
concentracion y se ajusté a un modelo de afinidad en equilibrio, usando el programa informatico ProteOn Manager
para obtener la constante de unién en equilibrio KD.

Basandose en este andlisis, se realiza un analisis adicional de las mutaciones de combinacién identificadas para
evaluar la actividad de cada mutacion individual. Adicionalmente, se realiza un cribado adicional para identificar si
diferentes combinaciones de mutaciones (por ejemplo, construcciones que tienen mutaciones en mas de una
posicion que no se identificaron directamente en el cribado) proporcionan afinidad mejorada por FcRn.

6.11 Ejemplo 11: Mutagénesis de combinacion de restos seleccionados en el dominio Ill

Para examinar las combinaciones de las mutaciones mas frecuentes identificadas en el ejemplo 10 (anterior) se
genera una coleccion sintética del dominio Ill de modo que los restos: 407; 415; 463; 495; 508; 509; 511; 512; 515;
516; 517; 521; 523; 524; 526; 527; y 557, se muten en los restos indicados en la tabla 7 para crear una coleccion de
mutantes de modo que cada mutante individual tenga 2-4 mutaciones. Como alternativa, la coleccion puede
generarse de modo que cada uno de los restos enumerados se mute en todos los 20 aminoacidos (es decir, el
aminoacido de tipo silvestre y los 19 aminoacidos que no son de tipo silvestre) para examinar un conjunto mas
amplio de combinaciones.

Las mutaciones de combinacién del dominio Il se introducen y criban en el contexto de uno o mas de los siguientes:
dominio Il en solitario, proteina SAH completa, SAH truncada o una proteina quimérica que comprende al menos el
dominio lll. Pueden utilizarse métodos convencionales de mutagénesis para generar una coleccién de mutantes del
dominio Ill. Opcionalmente o como alternativa la coleccion de mutantes del dominio Il se genera por una instalacion
comercial tal como Geneart AG, Alemania.

La coleccion de mutantes de combinacion se clona en un vector de presentacion tal como el vector de presentacion
en levadura pYD1 o el vector de presentacion en mamifero pEN-HSA-GPI descrito anteriormente y se criban para la
capacidad de unién a FcRn usando ensayos in vitro convencionales descrito en la solicitud (por ejemplo, citometria
de flujo). Pueden emplearse métodos de seleccidn positiva y/o negativa, tales como los descritos en el ejemplo 10.

Se identifica una o mas variantes de combinaciéon que presentan afinidad mejorada por FcRn. Cada variante de
combinacién también puede cribarse para determinar si la afinidad mejorada por FcRn se produce unicamente a pH
acido, pero no a pH neutro. La afinidad mejorada por FcRn a pH &cido, pero no a pH neutro se ensaya para (i)
construcciones del dominio Il variante en solitario; (ii) construcciones del dominio Ill variante presentadas en el
contexto de SAH de longitud completa; o (iii) en el contexto de un polipéptido quimérico. Lo anterior puede
compararse con el dominio Il de tipo silvestre, SAH de longitud completa de tipo silvestre o un polipéptido quimérico
sin las mutaciones. Como alternativa, u opcionalmente, las mutaciones de combinaciéon pueden compararse con el
dominio Ill, SAH de longitud completa o un polipéptido quimérico que comprende cada mutacién individualmente
para determinar si la combinacion potencia adicionalmente la afinidad por FcRn y/o la semivida en suero. El disefio
experimental permite la identificacion de mutaciones de combinacidon que mejoran la afinidad por FCRn y/o mejoran
la semivida en suero.

Tabla 7 Mutaciones para una coleccion de combinacion

Posicién Mutacion  |Posicion Mutacion  |Posicion Mutacion

407 N, Y 511 F 523 D,E,F, G, KR
415 T 512 M, Y 524 L

463 F, N 515 Q 526 A, M, Y
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Posicion Mutacion  [Posicién Mutacion  [Posicién Mutacion
495 D 516 T, W 527 Y

508 R, S 517 W 557 G

509 [, M, W 521 W

6.12 Ejemplo 12: Mutagénesis de restos en el dominio Il para crear mutantes de un Unico aminoacido a cribar para
afinidad por FcRn mejorada

Se seleccionan dieciocho aminoacidos individuales de aminoacidos conservados en el dominio Il y se mutan
individualmente en alanina de modo que cada variante tenga una uUnica mutaciéon en Unicamente una posicion
usando métodos convencionales descritos en la solicitud. Las dieciocho variantes se introducen y se criban en el
contexto de la proteina SAH completa, o como alternativa en una SAH truncada o proteina quimérica que
comprende al menos el dominio Ill. Las dieciocho variantes se criban para la capacidad de uniéon a FcRn usando
ensayos in vitro convencionales descrito en la solicitud. Se identifican una o mas variantes que presentan afinidad
mejorada por FcRn. Cada variante también se criba para determinar si la afinidad mejorada por FcRn se produce
Unicamente a pH acido, pero no a pH neutro. La afinidad mejorada por FcRn a pH acido, pero no a pH neutro se
ensaya para (i) construcciones del dominio Il variante en solitario; (ii) construcciones del dominio Il variante
presentadas en el contexto de SAH de longitud completa; o en el contexto de un polipéptido quimérico. Lo anterior
se compara con el dominio Ill de tipo silvestre, SAH de longitud completa de tipo silvestre o polipéptido quimérico sin
mutaciones.

Basandose en este analisis, se realiza un cribado adicional para identificar si las combinaciones de mutaciones (por
ejemplo, construcciones que tienen mutaciones en mas de una posicion) proporcionan afinidad mejorada por FcRn.

7. Secuencias

SEQ ID NO: 1 - secuencia proteinica de DIl de SAH humana

VEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKC
CKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEV
DETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDD
FAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASOAALGL

SEQ ID NO: 2 - secuencia proteinica de SAH de longitud completa humana
DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVAD
ESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNL
PRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECC
QAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVARLSQRFP
KAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEK
PLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARR
HPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCEL
FEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAE
DYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETF
TFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADD
KETCFAEEGKKLVAASQAALGL

La figura 6 proporciona una alineacién del dominio Il de proteina seroalbumina de diversas especies.
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La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Il de seroalbumina de rata se expone en la figura 6
como la SEQ ID NO: 3. La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Ill de seroalbumina de ratén
se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 4. La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Ill de
seroalbumina de bovino se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 5. La secuencia de aminoacidos de tipo
silvestre para el dominio lll de seroalbumina de ser humano se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 2. La
secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Ill de seroalbumina de perro se expone en la figura 6
como la SEQ ID NO: 6. La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Il de seroalbumina de conejo
se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 7. La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Il de
seroalbumina de cerdo se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 8. La secuencia de aminoacidos de tipo
silvestre para el dominio Il de seroalbumina de pollo se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 9. La secuencia
de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Il de seroalbumina de burro se expone en la figura 6 como la SEQ
ID NO: 10. La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio Ill de seroalbdmina de jerbo de Mongolia
se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 11. La secuencia de aminoacidos de tipo silvestre para el dominio IlI
de seroalbumina de ovino se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 12. La secuencia de aminoacidos de tipo
silvestre para el dominio Il de seroalbumina de gato se expone en la figura 6 como la SEQ ID NO: 13. La secuencia
de aminoécidos de tipo silvestre para el dominio Il de seroalbumina de caballo se expone en la figura 6 como la
SEQ ID NO: 14.

Aunque se han analizado realizaciones especificas de la presente invencion, la anterior memoria descriptiva es
ilustrativa y no restrictiva. Muchas variaciones de la invencién llegaran a ser evidentes para los expertos en la
materia tras la revision de esta memoria descriptiva y las siguientes reivindicaciones. El alcance completo de la
invencion debe determinarse por referencia a las reivindicaciones, junto con su alance completo de equivalentes, y la
memoria descriptiva, junto con dichas variaciones.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Medimmune LLC

<120> Composiciones relacionadas con SAH y métodos de uso

<130> MEDO0554.PCT

<150> US61/304.954
<151> 16-02-2010

<150> US61/364.503
<151>15-07-2010

<160> 17

<170> Patentln versiéon 3.5
<210> 1

<211> 205

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Vval

Gln

Lys

Asn

Arg

65

Cys

Cys

vVal

Phe

Lys

145

Lys

Lys

Lys

<210>2
<211> 585
<212> PRT

Glu

Leu

Lys

Leu

50

val

Thr

Asp

His

130

Gln

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

Vval

35

Gly

Pro

Glu

Glu

115

Ala

Thr

Gln

Cys

Leu
185

<213> Homo sapiens

<400> 2

Pro

Glu

20

Pro

Lys

Cys

His

Ser

100

Thr

Ala

Leu

Lys
180

val

Gln

Tyr

Gln

Val

Ala

Glu

85

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

165

Ala

Ala
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Asn

Lys

vVal

Gly

Glu

70

Lys

Val

vVal

Cys

Val
150

Ala

Asp

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser

55

Asp

Thr

Asn

Pro

Thr

135

Glu

val

Asp

Ser

Ile

Gln

Thr

40

Lys

Tyr

Pro

Arg

Lys

120

Leu

Leu

Met

Lys

Gln
200

Lys

Asn

25

Pro

Cys

Leu

Val

Arg

105

Glu

Ser

val

Asp

Glu

185

Ala

72

Gln

10

Ala

Thr

Cys

Ser

Ser

90

Pro

Phe

Glu

Lys

Asp

170

Thr

Ala

Asn

Leu

Leu

Lys

val

75

Asp

Cys

Asn

Lys

His

155

Phe

Cys

Leu

Cys

Leu

Val

His

60

Val

Arg

Phe

Ala

Glu

140

Lys

Ala

Phe

Gly

Glu

vVal

Glu

45

Pro

Leu

Val

Ser

Glu

125

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu
205

Leu

Arg

val

Glu

Asn

Thr

Ala

110

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu
190

Phe

15

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

95

Leu

Phe

Ile

Ala

val
175

Glu

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

80

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr
160

Glu

Gly



Asp

Glu

Gln

Phe

Ser

65

Glu

Pro

Asp

Arg

145

Tyr

Cys

Ala

Asn

Cys

Ala

50

Leu

Glu

Arg

Arg

Asn

130

His

Lys

Leu

His

Phe

Pro

35

Lys

His

Thr

Asn

Leu

115

Glu

Pro

Ala

Leu

Lys

Lys

20

Phe

Thr

Thr

Tyr

Glu

100

val

Glu

Tyr

Ala

Pro
180

Ser

Ala

Glu

Cys

Leu

Gly

85

Cys

Arg

Thr

Phe

Phe

165

Lys
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Glu

Leu

Asp

val

Phe

70

Glu

Phe

Pro

Phe

Tyr

150

Thr

Leu

val

vVal

His

Ala

55

Gly

Met

Leu

Glu

Leu

135

Ala

Glu

Asp

Ala

Leu

vVal

40

Asp

Asp

Ala

Gln

val

120

Lys

Pro

Cys

Glu

His

Ile

25

Lys

Glu

Lys

Asp

His

105

Asp

Lys

Glu

Cys

Leu
185

73

Arg

10

Ala

Leu

Ser

Leu

Cys

90

Lys

val

Tyr

Leu

Gln

170

Arg

Phe

Phe

val

Ala

Cys

15

Cys

Asp

Met

Leu

Leu

155

Ala

Asp

Lys

Ala

Asn

Glu

60

Thr

Ala

Asp

Cys

Tyr

140

Phe

Ala

Glu

Asp

Gln

Glu

45

Asn

vVal

Lys

Asn

Thr

125

Glu

Phe

Asp

Gly

Tyr

30

Val

Cys

Ala

Gln

Pro

110

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys
190

Gly

15

Leu

Thr

Asp

Thr

Glu

95

Asn

Phe

Ala

Lys

Ala

175

Ala

Glu

Gln

Glu

Lys

Leu

80

Pro

Leu

His

Arg

Arg

160

Ala

Ser



Ser

Lys
225

Val

Ser

Cys

Leu

305

Glu

Tyr

Cys

Gln

385

Tyr

Gln

val

Ala

Ala

210

Ala

His

Ala

Lys

Ile

290

Ala

Ala

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

val

Gly

Lys

195

Phe

Glu

Thr

Asp

Leu

275

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

355

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser
435

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

260

Lys

Glu

Asp

Asp

Asp

340

Thr

Lys

Ile

Gln

Thr

420

Lys

Arg

Ala

Ala

Cys

245

Ala

Glu

val

Phe

Val

325

Tyr

Leu

Val

Lys

Asn

405

Pro

Cys
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Leu

Trp

Glu

230

Cys

Lys

Cys

Glu

val

310

Phe

Ser

Glu

Phe

Gln

390

Ala

Thr

Cys

Lys

Ala

215

val

His

Tyr

Cys

Asn

295

Glu

Leu

val

Lys

Asp

375

Asn

Leu

Leu

Lys

Cys

200

vVal

Ser

Gly

Ile

Glu

280

Asp

Ser

Gly

Val

Cys

360

Glu

Cys

Val

His
440

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

265

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

345

Cys

Phe

Glu

Val

Glu

425

Pro

74

Ser

Arg

Leu

Leu

250

Glu

Pro

Met

Asp

Phe

330

Leu

Ala

Lys

Leu

Arg

410

Val

Glu

Leu

Leu

Val

235

Leu

Asn

Leu

Pro

val

315

Leu

Leu

Ala

Pro

Phe

395

Tyr

Ser

Ala

Gln

Ser

220

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

300

Cys

Tyr

Ala

Leu

380

Glu

Thr

Arg

Lys

Lys

205

Gln

Asp

Cys

Asp

Glu

285

Asp

Lys

Glu

Leu

Asp

365

Val

Gln

Lys

Asn

Arg
445

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

350

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

430

Met

Gly

Phe

Thr

Asp

255

Ile

Ser

Pro

Tyr

Ala

335

Lys

His

Glu

Gly

val

415

Gly

Pro

Glu

Pro

Lys

240

Asp

Ser

His

Ser

Ala

320

Arg

Thr

Glu

Pro

Glu

400

Pro

Lys

Cys



Ala

Glu
465

Tyr

Ile

Lys
545

Ala

Ala

<210>3
<211> 205
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 3

Glu

450

Lys

vVal

vVal

Cys

Vval

530

Ala

Asp

Ala

Asp

Thr

Asn

Pro

Thr

515

Glu

Val

Asp

Ser

Tyr

Pro

Arg

Lys

500

Leu

Leu

Met

Lys

Gln
580

Leu

Val

Arg

485

Glu

Ser

vVal

Asp

Glu

565

Ala

ES 2678 144 T3

Ser

Ser

470

Pro

Phe

Glu

Lys

Asp

550

Thr

Ala

Vval

455

Asp

Cys

Asn

Lys

His

535

Phe

Cys

Leu

val

Arg

Phe

Ala

Glu

520

Lys

Ala

Phe

Gly

Val

Ser

Glu

505

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu
585

75

Asn

Thr

Ala

490

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu
570

Gln

Lys

475

Phe

Ile

Ala

vVal

555

Glu

Leu

460

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr

540

Glu

Gly

Cys

Cys

val

Phe

Lys

525

Lys

Lys

Lys

val

Thr

Asp

His

510

Gln

Glu

Cys

Lys

Leu

Glu

Glu

495

Ala

Thr

Gln

Cys

Leu
575

His

Ser

480

Thr

Asp

Ala

Lys
560

Val



Glu

Thr

Gln
65

Leu

Cys

Thr

Thr

Lys

145

Thr

Asp

Gly

<210> 4
<211> 205
<212> PRT

Val

Lys

Gln

Asn

50

Arg

Cys

Cys

vVal

Phe

130

Lys

Glu

Lys

Pro

Glu

Leu

Lys

35

Leu

Leu

Val

Ser

Asp

115

His

Gln

Asp

Cys

Asn
195

<213> Mus musculus

<400> 4

Glu

Gly

20

Ala

Gly

Pro

Leu

Gly

100

Glu

Ser

Thr

Gln

Cys

180

Leu

Pro

Glu

Pro

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Lys

vVal
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Lys

Tyr

Gln

val

Val

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Ala

Ala

Asn

Gly

Val

Gly

Glu

Lys

Vval

vVal

Cys

135

Ala

Thr

Ala

Arg

Leu

Phe

Ser

40

Thr

Asp

Thr

Glu

Pro

120

Thr

Glu

Vval

Asp

Ser
200

Val

Gln

25

Thr

Lys

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

185

Lys

76

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

Val

90

Arg

Glu

Pro

Vval

Gly

170

Asp

Glu

Thr

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Asp

Lys

155

Asp

Asn

Ala

Asn

vVal

Leu

Thr

60

Ala

Glu

Cys

Lys

Lys

140

His

Phe

Cys

Leu

Cys

Leu

Val

45

Leu

Ile

Lys

Phe

Ala

125

Glu

Lys

Ala

Phe

Ala
205

Glu

Val

30

Glu

Pro

Leu

Val

Ser

110

Glu

Lys

Pro

Gln

Ala
190

Leu

Arg

Ala

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

175

Thr

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Arg

80

Lys

Phe

Ile

Ala

160

Vval

Glu



Glu

Thr

Gln
65

val

Cys

Thr

Thr

Lys
145

Thr

Asp

Gly

<210>5
<211> 205
<212> PRT

Val

Lys

Gln

Asn

50

Arg

Cys

Cys

val

Phe

130

Lys

Ala

Thr

Pro

<213> Bos taurus

<400> 5

Glu

Leu

Lys

35

Leu

Leu

Leu

Ser

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Asn
195

Glu

Gly

Ala

Gly

Pro

Leu

Gly
100

Glu

Ser

Thr

Gln

Cys

180

Leu

Pro

Glu

Pro

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Lys

val
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Lys

Tyr

Gln

val

val

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Ala

Thr

Asn

Gly

val

Gly

Glu

Lys

Val

val

Cys

135

Ala

Thr

Ala

Arg

Leu

Phe

Ser

40

Thr

Asp

Thr

Glu

Pro

120

Thr

Glu

val

Asp

Cys
200

Val

Gln

25

Thr

Lys

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

185

Lys

77

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

Val

90

Arg

Glu

Pro

val

Asp

170

Asp

Asp

Thr

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

155

Asp

Thr

Ala

Asn

Ile

Leu

Thr

60

Ala

Glu

Cys

Lys

Lys

140

His

Phe

Cys

Leu

Cys

Leu

val

45

Leu

Ile

His

Phe

Ala

125

Glu

Lys

Ala

Phe

Ala
205

Asp

Val

30

Glu

Pro

Leu

Val

Ser
110

Glu

Lys

Pro

Gln

Ser
190

Leu

15

Arg

Ala

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

175

Thr

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Arg

80

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

160

Glu



Glu

Thr

Arg

Glu

65

Leu

Cys

Thr

Thr

Lys
145

Thr

Asp

Gly

<210> 6
<211> 205
<212> PRT

Val

Lys

Arg

Ser

Arg

Cys

Cys

Pro

Phe

130

Lys

Glu

Lys

Pro

Asp

Leu

Lys

35

Leu

Val

Thr

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

<213> Canis familiaris

<400> 6

Glu

Gly

Val

Gly

Pro

Leu

Glu

100

Glu

Ala

Thr

Gln

Cys

180

Leu

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Ala

Vval
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Gln

Tyr

Gln

Val

Thr

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Ala

val

Asn

Gly

Val

Gly

Glu

Lys

Val

val

Cys

135

val

Thr

Asp

Ser

Leu

Phe

Ser

40

Thr

Asp

Thr

Asn

Pro

120

Thr

Glu

val

Asp

Thr
200

Ile

Gln

25

Thr

Arg

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

185

Gln

78

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

Val

90

Arg

Ala

Pro

Leu

Glu

170

Glu

Thr

Gln

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Asp

Lys

155

Asn

Ala

Ala

Asn

Leu

Leu

Thr

60

Leu

Glu

Cys

Asp

Thr

140

His

Phe

Cys

Leu

Cys

Ile

Val

45

Lys

Ile

Lys

Phe

Glu

125

Glu

Lys

val

Phe

Ala
205

Asp

Val

30

Glu

Pro

Leu

Val

Ser

110

Lys

Lys

Pro

Ala

Ala
190

Gln

15

Arg

val

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Leu

Gln

Lys

Phe
175

val

Phe

Tyr

Ser

Ser

Arg

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala
160

val

Glu



Leu

Glu

Thr

Glu
65

Leu

Cys

Glu

Thr

Lys

145

Thr

Glu

Gly

<210>7
<211> 205
<212> PRT

Vval

Lys

Lys

Lys

50

Arg

Cys

Cys

Val

Phe

130

Lys

Asp

Lys

Pro

Asp

Leu

Lys

35

Leu

Met

Val

Ser

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

Glu

Gly

20

Ala

Gly

Ser

Leu

Glu

100

Glu

Ala

Thr

Gln

Cys
180

Leu

<213> Oryctolagus cuniculus

<400>7

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu
165

Ala

val

ES 2678 144 T3

Gln

Tyr

Gln

val

Ala

70

Glu

Leu

Tyr

Leu

Leu

150

Lys

Ala

Ala

Asn

Gly

Val

Gly

55

Glu

Lys

val

Val

Cys

135

Val

Thr

Glu

Ala

Leu

Phe

Ser

40

Thr

Asp

Thr

Asn

Pro

120

Thr

Glu

Val

Asn

Ala
200

val

Gln

25

Thr

Lys

Phe

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

185

Gln

79

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

val

90

Arg

Glu

Pro

Leu

Gly
170

Glu

Ala

Thr

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

155

Asp

Gly

Ala

Asn

Leu

Leu

Lys

60

Val

Glu

Cys

Asn

Ala

140

His

Phe

Cys

Leu

Cys

Leu

vVal

45

Lys

Val

Arg

Phe

Ala

125

Glu

Lys

Gly

Phe

val
205

Glu

Val

30

Glu

Pro

Leu

val

Ser

110

Glu

Lys

Pro

Ala

Ser
190

Leu

15

Arg

Val

Glu

Asn

Thr
95

Gly

Thr

Gln

Lys

Phe

175

Glu

Phe

Tyr

Ser

Ser

80

Lys

Leu

Phe

Val

Ala
160

Val

Glu



Glu

Thr

Glu
65

Leu

Cys

Gly

Thr

Lys

145

Thr

Asp

<210> 8
<211> 205
<212> PRT

Val

Gln

Lys

Ser

50

Arg

Cys

Cys

Pro

Phe

130

Lys

Asn

Lys

Gly

<213> Sus scrofa

<400> 8

Asp

Leu

Lys

35

Leu

Leu

Val

Ser

Asp

115

His

Gln

Asp

Cys

Pro

Glu

Gly

Val

Gly

Pro

Leu

Glu

100

Glu

Ala

Thr

Gln

Cys

Lys
195

Pro

Asp

Pro

Lys

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Ser

180

Leu
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Lys

Tyr

Gln

val

val

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Ala

vVal

Asn

Asn

Val

Gly

Glu

Lys

Val

Val

Cys

135

Val

Thr

Glu

Glu

Leu

Phe

Ser

40

Ser

Asp

Thr

Asp

Pro

120

Thr

Glu

Val

Asp

Ser

Val

Gln

25

Thr

Lys

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Val

Lys

Ser
200

80

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

val
90

Arg

Glu

Pro

Val

Gly

170

Glu

185

Lys

Gln

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

155

Glu

Ala

Ala

Asn

Leu

Leu

Lys

60

Val

Glu

Cys

Asn

Thr

140

His

Phe

Cys

Thr

Cys

Leu

Val

45

His

Val

Lys

Phe

Ala

125

Glu

Lys

Thr

Phe

Leu

Glu

Val

30

Glu

Pro

Leu

val

Ser

110

Glu

Arg

Pro

Ala

Ala

Gly
205

Leu

15

Arg

Ile

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Thr

Lys

His

Leu

175

val

190

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Arg

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

160

Leu

Glu



Glu

Thr

Glu
65

Leu

Cys

Thr

Thr

Lys

145

Thr

Gln

Gly

<210>9

<211> 198
<212> PRT

Val

Lys

Lys

Lys

50

Arg

Cys

Cys

Pro

Phe

130

Lys

Glu

Lys

Pro

Asp

Leu

Lys

35

Leu

Leu

Val

Thr

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

<213> Gallus gallus

<400>9

Glu

Gly

20

val

Gly

Ser

Leu

Glu

100

Glu

Ala

Thr

Gln

Cys

180

Phe

Pro

Glu

Pro

Leu

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Ala

Val
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Lys

Tyr

Gln

val

Ala

70

Glu

Leu

Tyr

Leu

Leu

150

Arg

Ala

Ile

Asn

Gly

val

Gly

55

Glu

Lys

val

Lys

Cys

135

Vval

Thr

Pro

Glu

Leu

Phe

Ser

40

Ser

Asp

Thr

Asn

Pro

120

Thr

Glu

Val

Asp

Ile
200

Ile

Gln

25

Thr

Arg

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Leu

His

185

Arg

81

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

val

90

Arg

Glu

Pro

Leu

Gly

170

Glu

Gly

Gln

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

155

Asn

Ala

Ile

Asn

Leu

Leu

Lys

60

Leu

Glu

Cys

val

Asp

140

His

Phe

Cys

Leu

Cys

Ile

val

45

Arg

Val

Lys

Phe

Glu

125

Glu

Lys

Ala

Phe

Ala
205

Glu

Val

30

Glu

Pro

Leu

val

Ser

110

Gly

Lys

Pro

Ala

Ala
190

Leu

Arg

val

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Thr

Gln

His

Phe

175

val

Phe

Tyr

Ala

Glu

Arg

80

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

160

val

Glu



His

His

Thr

Lys

Arg

65

Thr

Cys

Gly

Ser

Gly

145

Thr

Asp

Gly

<210> 10
<211> 205
<212> PRT

Ile

Asp

Lys

Lys

50

Arg

Cys

Cys

val

Phe

130

Gln

Glu

Lys

Ala

Lys

His

Lys

35

Met

Met

Arg

Ser

Asp

115

Asp

Met

Glu

Cys

Asn
195

<213> Equus asinus

<400> 10

Glu

Gly

20

Met

Thr

Ala

Lys

Gln

100

Thr

Glu

Lys

Gln

Cys

180

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

Cys

Gln

85

Leu

Lys

Lys

Leu

Ile

165

Lys

Ile
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Gln

Ala

Gln

Ile

Ser

70

Glu

Tyr

Tyr

Leu

Leu

150

Lys

Gln

vVal

Asp

Asp

val

Gly

55

Glu

Thr

Ala

val

Cys

135

Ile

Thr

Ser

Val

Phe

Pro

40

Thr

Gly

Thr

Asn

Pro

120

Ser

Asn

Ile

Asp

Val

Leu

25

Thr

Lys

Tyr

Pro

Arg

105

Pro

Ala

Leu

Ala

Ile
185

82

Lys

10

Lys

Asp

Cys

Leu

Ile

90

Arg

Pro

Pro

Ile

Asp

170

Asn

Thr

Ser

Leu

Cys

Ser

75

Asn

Pro

Phe

Ala

Lys

155

Gly

Thr

Asn

Ile

Leu

Gln

60

Ile

Asp

Cys

Asn

Glu

140

Arg

Phe

Cys

Cys

Leu

Leu

45

Leu

Val

Asn

Phe

Pro

125

Glu

Lys

Thr

Phe

Asp

Ile

30

Glu

Gly

Ile

val

Thr

110

Asp

Arg

Pro

Ala

Gly
190

Leu

15

Arg

Thr

Glu

His

Ser

95

Ala

Met

Glu

Gln

Met

175

Glu

Leu

Tyr

Gly

Asp

Asp

80

Gln

Met

Phe

Val

Met

160

Val

Glu



10

Glu

Thr

Glu
65

Leu

Cys

Glu

Thr

Lys

145

Thr

Ala

Gly

<210> 11

<211> 198
<212> PRT

Val

Glu

Lys

Thr

50

Arg

Cys

Cys

Leu

Phe

130

Lys

Lys

Lys

Pro

Glu

Val

Lys

35

Leu

Leu

Val

Thr

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

Glu

Gly

20

Ala

Gly

Pro

Leu

Asp

100

Glu

Ala

Ser

Gln

Cys

180

Leu

<213> Meriones unguiculatus

<400> 11

Leu Val Glu Glu

1

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

His

85

Ser

Gly

Asp

Ala

Leu

165

Gly

Val

Pro
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Lys

Tyr

Gln

val

Ser

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Ala

Ala

Gln

Ser

Asp

val

Gly

55

Glu

Lys

Ala

Ile

Cys

135

Ala

Thr

Glu

Ser

Asn

Leu

Phe

Ser

40

Ser

Asn

Thr

Glu

Pro

120

Thr

Glu

Val

Asp

Ser
200

Leu

Val

Gln

25

Thr

Arg

His

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Leu

Lys

185

Gln

vVal

83

Lys Lys
10

Asn Ala

Pro Thr

Cys Cys

Leu Ala
75

Val Ser
90

Arg Pro

Glu Phe

Pro Glu

Val Lys

155

Gly Asn
170

Glu Ala

Leu Ala

Lys Ser
10

Asn

Leu

Leu

Lys

60

Leu

Glu

Cys

Lys

Asp

140

His

Phe

Cys

Leu

Asn

Cys

Ile

val

45

Leu

Ala

Lys

Phe

Ala

125

Glu

Lys

Ser

Phe

Ala
205

Cys

Asp

Val

30

Glu

Pro

Leu

Ile

Ser

110

Glu

Lys

Pro

Ala

Ala
190

Leu

Arg

Ile

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

175

Glu

Phe

Tyr

Gly

Ser

Arg

80

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

160

val

Glu

Glu Leu Tyr

15



Glu

Thr

Arg

Lys

65

val

Cys

Pro

Thr

Glu

145

Thr

Glu

Gly

<210> 12
<211> 198
<212> PRT

Lys

Lys

Ser

Arg

Cys

Cys

val

Phe

130

Lys

Glu

Lys

Pro

<213> OQvis aries

<400> 12

Leu

Lys

35

Leu

Leu

Leu

Ser

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

Gly

20

Ala

Gly

Pro

Leu

Gly

100

Glu

Ala

Thr

Gln

Cys

180

Leu

Glu

Pro

Cys

His

85

Ser

Thr

Asn

Ala

Leu

165

Lys

vVal
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Tyr

Gln

val

val

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Gln

Ala

Gly

Val

Gly

Glu

Lys

Val

val

Cys

135

Ala

Lys

Glu

Phe

Ser

40

Thr

Asp

Thr

Glu

Pro

120

Thr

Glu

val

Asp

Gln

25

Thr

His

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Met

Lys
185

84

Asn

Pro

Cys

Leu

Val

90

Arg

Glu

Pro

Val

Gly

170

Glu

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

155

Asp

Ala

Val

Leu

Ala

60

Ala

Glu

Cys

Lys

Lys

140

His

Phe

Cys

Leu

val

45

Leu

Ile

Gln

Phe

Ala

125

Glu

Lys

Ala

Phe

val

30

Glu

Pro

Leu

Val

Ser

110

Glu

Lys

Pro

Glu

Ser
190

Arg

Ala

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Thr

Gln

Gln

Phe

175

Thr

Tyr

Ala

Lys

Arg

80

Lys

Leu

Phe

Met

Ala

160

Leu

Glu



Leu

Glu

Thr

Glu
65

Leu

Cys

Thr

Thr

Lys
145

Thr

Asp

Gly

<210> 13
<211> 198
<212> PRT

val

Lys

Arg

Ser

50

Arg

Cys

Cys

Leu

Phe

130

Lys

Asp

Lys

Pro

<213> Felis catus

<400> 13

Asp

His

Lys

35

Leu

Met

val

Thr

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

Glu

Gly

20

Ala

Gly

Pro

Leu

Glu

100

Glu

Ala

Thr

Gln

Cys

180

Leu

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Ala

Val
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Gln

Tyr

Gln

val

Thr

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Ala

Ala

Asn

Gly

val

Gly

55

Glu

Lys

val

val

Cys

135

val

Thr

Asp

Phe

Ser
40

Thr

Asp

Thr

Asn

Pro

120

Thr

Glu

Vval

Asp

Ile

Gln

25

Thr

Lys

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Met

Lys
185

85

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

val

90

Arg

Pro

Pro

Leu

Glu

170

Glu

Lys

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Asp

Lys

155

Asn

Gly

Asn

Leu

Leu

Ala

60

Leu

Glu

Cys

Asp

Thr

140

His

Phe

Cys

Cys

Ile

val
45

Lys

Ile

Lys

Phe

Glu

125

Glu

Lys

val

Phe

Glu

val

30

Glu

Pro

Leu

Val

Ser

110

Lys

Lys

Pro

Ala

val
190

Leu
15

Arg

Ile

Glu

Asn

Thr

95

Asp

Phe

Gln

Lys

Phe

175

Leu

Phe

Tyr

Ser

Ser

Arg

80

Lys

Phe

Ile

Ala

160

vVal

Glu



Leu

Glu

Thr

Glu
65

Leu

Cys

Gln

Thr

Lys

145

Thr

Asp

Gly

<210> 14
<211> 198
<212> PRT

Val

Lys

Lys

Ser
50

Arg

Cys

Cys

val

Phe

130

Lys

Glu

Lys

Pro

Glu

Leu

Lys

35

Leu

Leu

val

Thr

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

<213> Equus caballus

<400> 14

Glu

Gly

20

Val

Gly

Ser

Leu

Glu

100

Glu

Ala

Ser

Gln

Cys

180

Leu

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

His

85

Ser

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Ala

val
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His

Tyr

Gln

Val

Ala

70

Glu

Leu

Tyr

Leu

Leu

150

Lys

Ala

Ala

Asn

Gly

Val

Gly

Glu

Lys

vVal

val

Cys

135

val

Thr

Glu

Leu

Phe

Ser

40

Ser

Asp

Thr

Asn

Pro

120

Thr

Glu

val

Asp

Val

Gln

25

Thr

Lys

Tyr

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Met

Lys
185

86

Lys

10

Asn

Pro

Cys

val

90

Arg

Glu

Pro

Leu

Gly

170

Glu

Thr

Ala

Thr

Cys

Ser

75

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

155

Asp

Ala

Asn

Leu

Leu

Thr
60

val

Glu

Cys

Ser

Ala

140

His

Phe

Cys

Cys

Leu

Val

45

His

val

Arg

Phe

Ala

125

Glu

Lys

Gly

Phe

Glu

Val

30

Glu

Pro

Leu

val

Ser

110

Glu

Lys

Pro

Ser

Ala
190

Leu

15

Arg

Val

Glu

Asn

Thr

95

Ala

Thr

Gln

Lys

Phe

175

Glu

Phe

Tyr

Ser

Ala

Arg

80

Lys

Leu

Phe

Ile

Ala

160

vVal

Glu



Leu

Glu

Thr

Glu
65

Leu

Cys

Glu

Thr

Lys
145

Thr

Ala

Gly

<210> 15
<211> 641
<212> PRT

Vval

Glu

Lys

Thr

50

Arg

Cys

Cys

Leu

Phe

130

Lys

Lys

Lys

Pro

Glu

Val

Lys

35

Leu

Leu

Val

Thr

Asp

115

His

Gln

Glu

Cys

Lys
195

Glu

Gly

20

Ala

Gly

Pro

Leu

Asp

100

Glu

Ala

Ser

Gln

Cys
180

Pro

Glu

Pro

Lys

Cys

His

85

Ser

Gly

Asp

Ala

Leu

165

Gly

Val

<213> Virus 4 del herpes humano

<400> 15
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Lys

Tyr

Gln

val

Ser

70

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

150

Lys

Ala

Ser

Asp

Val

Gly

55

Glu

Lys

Ala

val

Cys

135

Ala

Thr

Glu

Leu

Phe

Ser

40

Ser

Asn

Thr

Glu

Pro

120

Thr

Glu

val

Asp

val

Gln

25

Thr

Arg

His

Pro

Arg

105

Lys

Leu

Leu

Leu

Lys
185

87

Lys

10

Asn

Pro

Cys

Leu

val
90

Arg

Glu

Pro

Val

Gly

170

Glu

Lys

Ala

Thr

Cys

Ala

75

Ser

Pro

Phe

Glu

Lys

155

Asn

Ala

Asn

Leu

Leu

Lys

60

Leu
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Gly

Gly

Gly
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Ala
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Gly
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Glu

<210> 16

<211> 1926

<212> ADN

<213> Virus 4 del herpes humano

<400> 16
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atgtctgacg
tctggaccag
cgaggacggg
ggatcaggge
ggctgcaaag
ggaggggcag
gcaggagggg
ggggcaggag
ggaggggcag
gcaggagggg
ggggcaggag
ggaggagggg
ggagcaggag
gcaggagcag
ggaggagggg
ggaggggcag
ggggcaggag
ggtagtggag
gccagggggg
cccaggagtce
ggtagaagge
ggtggcccag
gacccaggag
aaaggagggt
attgcagaag
ggaacttggg

aggcgaggaa

aggggccagg
aaggctcecgg
gaagaggacg
caagacatag
ggacccacgg
gagcaggagg
caggagcagg
caggaggagg
gaggggcagg
caggagcagg
caggaggggc
caggaggggc
gggcaggagc
gaggggcagg
caggaggggc
gagcaggagg
caggaggtgg
gceggggteg
gaagtcgtga
ccagtagtca
catttttcca
atggtgagcc
aaggcccaag
ggtttggaaa
gtttaagagc
tcgeeggtgt

ctgcecttge
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tacaggacct
cggecagtgga
aggacgagga
agatggtgtc
tggaacagga
aggggcagga
aggaggggca
ggcaggagca
aggggcagga
aggaggggca
aggaggggca
aggaggggca
aggaggggca
aggggcagga
aggagcagga
ggcaggaggg
aggccggggt
aggaggtagt
aagagccagg
gtcatcatca
ccctgtaggg
tgacgtgccc
cactggaccc
gcatcgtggt
tctectgget
gttcgtatat

tattccacaa

ggaaatggcc
cctcaaagaa
ggcggaagac
cggagaccce
gcaggagcag
gcaggaggag
ggagcaggag
ggaggagggg
gcaggaggag
ggaggggcag
ggaggggcag
ggagcaggag
ggaggggcag
gcaggaggag
ggggcaggag
gcaggagcag
cgaggaggca
ggaggccgcec
gggagaggtc
tcegggtcete
gaagccgatt
ccgggagcga
cggggtcagg
caaggaggtt
aggagtcacg
ggaggtagta

tgtecgtctta
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taggagagaa
gagggggtga
caggagcccc
aaaaacgtcc
gagcgggagg
gggcaggagg
gaggggcagg
caggaggggc
gggcaggagc
gaggggcagg
gagcaggagg
gggcaggagc
gagcaggagg
gggcaggagg
gggcaggagc
gaggaggggc
gtggaggceg
ggggtagagg
gtggacgtgg
caccgcgcag
attttgaata
tagagcaggg
gtgatggagg
ccaacccgaa
tagaaaggac
agacctccct

caccattgag

gggagacaca
taaccatgga
gggcggcetca
aagttgcatt
ggcaggagca
ggcaggaggg
aggggcagga
aggagcagga
aggaggaggg
agcaggagga
ggcaggagca
aggaggggca
ggcaggaggg
ggcaggagca
aggaggggca
aggagcagga
gggtcgagga
acgtgaaaga
agaaaagagg
gcceccteca
ccaccaagaa
ccccgcagat
caggcgcaaa
atttgagaac
taccgacgaa
ttacaaccta

tegtctecce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



tttggaatgg cccctggace
tatttcatgg tctttttaca
gaccttgtta tgacaaagcc
gacgatggag tagatttgcc
ggtgatgacg gagatgacgg
gagtga

<210> 17

<211> 1976
<212> ADN
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cggcccacaa
aactcatata
cgctcectace
tcectggttt

agatgaagga

<213> Virus 4 del herpes humano

<400> 17

cctggccege taagggagtc cattgtcetgt
tttgctgagg ttttgaagga tgcgattaag
tgcaatatca gggtgactgt gtgcagcttt
ccacctatgg tggaaggggc tgccgcggag

ggtgatggag atgagggtga ggaagggcag

93

1680

1740

1800

1860

1920

1926



cctttatgtg
aggggcccag
accgataagc
ccctaaacgg
ttcaatagca
gtcctaagga
tcaggattcc
gagcgggcag
atagaataac
tcaggtgacg
acaccaatat
tctgaatatc
ccatctcaca
ggttattaag
tttgtaacaa
acacccccga
ccactctttt
cggttttgga
tgcggtcaaa
taggtgggcg
cttgegectg
cacggtggge

ctatcctaat

taactcttgg
gaagactacg
ggaccctcaa
gtagcatatg
tatgttaccc
acagcgatat
acgagggtag
tgaactctece
tgctgagttg
cccccagaat
aaccctcaca
tttaacaata
cgaatttatg
atgtgtccca
ggggaaagag
aaattaaacg
ttttgaaatt
ctgtaaaata
ccacttgcce
ggccaagata
agcgccaagce
taatgttgcece

ctatatctgg
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ctgaagctct
ggaggctaca
gagggcatta
ctteceegggt
aacgggaagc
ctcccaccce
tgaaccattt
tgaatcttceg
tgaacagtaa
aaaatttgga
aaccccttgg
gaaatccatg
gctatgggea
ggcagggacc
agtggacgcc
gggctccacg
gtggagtggg
agggtgtaat
acaaaaccac
ggggcgegat
acagggttgt
atgggtagca

gtagcatagg

tacaccaatg
ccaacgtcaa
gcaatagtgt
agtagtatat
atatgctatc
atgagctgtc
tagtcacaag
cctgettett
ggtgtatgtg
cggggggtte

gcaataaata

gggtggggac
acacataatc
aagacaggtg
gacagcagcg
ccaatggggc
ggcacgcgtc
aacttggctg
taatggcacc
tgctgegatce
tggtcctcat
tatactaccc

ctatcctaat

94

ctgggggaca
tcagaggggce
ttataaggcce
actatccaga
gaattagggt

acggttttat

ggcagtgget
cattctcett
aggtgctcga
agtggtggca
ctagtgtagg
aagccgtaaa
ctagtgcaat
aaccatgttg
gactccactg
ccataaacaa
agcccccaca
attgtaaccc
ccggggaata
tggaggacaa
attcacgagg
aaatatctgg

ctatatctgg

tgtacctccce
ctgtgtagct
cccttgttaa
ctaaccctaa
tagtaaaagg
ttacatgggg
gaagatcaag
cgtttagcta
aaacaaggtt
ttgtgctatg
aatgaaacat
gactggatgt
atgatactgg
ttacactcta
gttgtctcta
agacaagtgg
cgccgecectg
cgctaaccac
cctgcataag
attacacaca
tcgctgagag
atagcatatg

gtagcatatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



ctatcctaat
ctatcctaat
ctatcctaat
ctatcctaat
cctaatctat
cctaatctat
cctaatttat
cctaatctat
cctcatgecat

catatgccge

ctatatctgg
ctatatctgg
ctgtatcegg
ttatatctgg
atctgggtag
atctgggtag
atctgggtag

atctgggtag

atacagtcag

cacctcccaa
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gtagtatatg
gtagcatatg
gtagcatatg
gtagcatata
catatgctat
catatgctat
cataggctat
tatatgctat

catatgatac

gggggcgtga

ctatcctaat
ctatcctaat
ctatcctaat
ctacccaaat
cctaatctat
cctaatctat
cctaatctat
cctaatctgt
ccagtagtag

attttcgcectg

95

ttatatctgg
ctatatctgg
agagattagg
atctggatag
atctgggtag
atctgggtag
atctgggtag
atccgggtag

agtgggagtg

cttgtcettt

gtagcatagg
gtagtatatg
gtagtatatg
catatgctat
cataggctat
tatatgctat
catatgctat
catatgctat
ctatcctttg

tcectge

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1976



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2678 144 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende una parte de seroalbumina humana (SAH), cuya parte de SAH comprende el
dominio Ill de SAH o un fragmento de union al receptor Fc neonatal (FcRn) del mismo, en el que:

el dominio Ill de SAH comprende una o mas sustituciones de aminoacido en cualquiera de las siguientes
posiciones, numeradas respecto a la posicion en la SAH madura de longitud completa (SEQ ID NO: 2): resto
407, resto 415, resto 424, resto 426, resto 463, resto 506, resto 508, resto 509, resto 511, resto 512, resto 515,
resto 521, resto 523, resto 524, resto 526, resto 535 y resto 557;

la una o mas sustituciones de aminoacido aumentan una o ambas de la afinidad por FcRn y semivida en suero
del polipéptido respecto a un polipéptido de control en que la parte de SAH no incluye dichas sustituciones de
aminoacido; y en el que,

las sustituciones de aminoacido en la posicion 506 se seleccionan de T506F, T506W, T506Y;

las sustituciones de aminoacido en la posicién 508 se seleccionan de T508K, T508R, T508S; y

las sustituciones de aminoacido en la posicion 535 se seleccionan de H535D, H535E, H535P.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido se une a FcRn con una mayor afinidad que dicho
polipéptido de control, y en el que dicha afinidad se mide a pH acido.

3. El polipéptido de la reivindicacion 1 o 2, en el que el dominio lll se SAH comprende una o mas sustituciones de
aminodcido en las posiciones seleccionadas de las posiciones 463, 508, 523 y 524.

4. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que al menos una de dichas sustituciones de
aminoacido en el dominio Il de SAH se selecciona del grupo que consiste en: L407F, L407N, L407Q, L407W,
L407Y, V415C, V415S, V415T, V424A, V424G, V4241, V4241, V424N, V424Q, V426D, V426E, V426H, V426P,
L463N, L463Q, F509C, F509I, F509L, F509M, F509V, F509W, F509Y, A511F, A511W, A511Y, D512F, D512W,
D512Y, T515C, T515H, T515N, T515P, T515Q, T515S, R521F, R521W, R521Y, 1523A, 1523D, 1523E, 1523F, 1523G,
1523K, 1523L, 1523N, 1523Q, 1523R, 1523V, 1523W, 1523Y, K524A, K524G, K524I, K524L, K524V, Q526C, Q526M,
Q526S, Q526T, Q526Y, K557A, K557G, K5571, K557L y K557V.

5. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las sustituciones de aminoacido estan en
las posiciones 407 y 509, 0 426 y 526, 0 463 y 508, 0 526 y 557.

6. El polipéptido de la reivindicacion 5, en el que las sustituciones de aminoacido son L407N y F509M, o V426H y
Q526Y, o L463N y T508R, o Q526M y K557G.

7. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las sustituciones de aminoacido estan en
las posiciones 463, 508 y 523, 0 463, 523 y 524.

8. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la parte de SAH comprende ademas al
menos una parte del dominio | de SAH; o al menos una parte del dominio Il de SAH; o al menos una parte del
dominio | de SAH y al menos una parte del dominio Il de SAH.

9. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que comprende un proteina heteréloga o un agente no
proteinico heterdlogo, en el que el polipéptido retiene una actividad funcional de la proteina heteréloga o agente no
proteinico heterélogo, y puede unirse a un FcRn.

10. El polipéptido de la reivindicacion 9, en el que la proteina heteréloga comprende un anticuerpo o un fragmento de
union a antigeno del mismo.

11. El polipéptido de la reivindicacion 9 o 10, en el que la proteina heterdloga se conjuga de forma quimica o
recombinante a la parte de SAH, o en el que el agente no proteinico heterélogo se conjuga quimicamente a la parte
de SAH.

12. Una composicion que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

13. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una composicion de acuerdo con
la reivindicacion 12 para su uso como un medicamento.

14. Una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
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15. Un método de aumento de una o ambas de la afinidad por FcRn y la semivida en suero de una proteina, que
comprende conjugar o fusionar de forma recombinante la proteina al polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

16. Un método de aumento de una o ambas de la afinidad por FcRn y la semivida en suero de un agente no

proteinico, que comprende conjugar el agente no proteinico al polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones
1a8.
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SAH D-

Figura 5A
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D-{ll 48 h

SAH 48 h

scfv 48 h

(1 LN VA (1

Figura 5B
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SR (SEQIDNOY
VR Raten  (SEQIDNO:)
HAPIPILESS vas gD NS
izf'Serhumano (SEQIDNO:)
{ pero (SEQIDNO:H
| PQVSTPTLVE[SRS consio (SEQIDNGL)
p@VSTPTLVEW? cerdo (SEQIDNO:8)

(SEQIDNO:9)
BRI (SEQIDNO: 10
BRS sato (SEQIDNO: 1)
I8 owia  (SEQIDNG:T)
VRS Gao  (SEQIDNO: 13
[GR] csbate (SEQIDN:14

| || II ||II||||II

| Resto conservado en las especies (que no es Cys)

E Resto de Cys conservado

Figura 6A
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5l o0 10 80 90 100

I |
VGTKPC? ? P;LNRLCVLHEKTPVQEKVTKCCQ(" SRata (SEQIDNO:)
LVGTKP“”LPE{@RLPP. , ITHCCSE raen — (SEQ DN
LGKVGT'PC‘?KPEQE ﬁfLNRLCVLHEKTPVQEKVTKCCTE vaca  (SEQIDNO:)
L TTHCCTE Ser mumanofSEQ DNO:
AVTRCCSE pero (SEQIDNO:G)
TVINRLOVLEEKTRVSEKVTHCCSE conero — (SEQIDNO:T)
CAEDYLSLVLNRLCVLHEKTPVQEKVTKCCTE cerdo  (SEQIDNO:)
GYLSIV 2D CRRORTTATN DAV 0CSE poto (SEQUIDNC:G)
Al _;;;_ LNRLCVLHEKTPVQE}{TKCC@ﬂ auro (SEQIDNO: 10)
PR DL TINRCLARKTOVSTJVTACCSG oo (SEQUDNOL 1)
’*’PEQERIPCJ ELNRLCVLHEKTPVQEKVTKCCTE owia  [SEQIDNC: 1)
?;r KPC’?*?IPEIERLlCAEDYLSj LNRLCVLHEKTPVQEE (SEQIDNO: 13
LGRVASH VCKLPEQERLPCE LE ) LNRLCVLHEKTPVQE TTRCCT] cabatio(SEQ IDNO: 14)

| Resto conservado en las especies (que no es Cys)

1 Resto de Cys conservado

Figura 6B
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101 110 120 130 i) 150

éLvﬂRRPcFSALTVDETYVPKEFKAETFTFﬂgﬁlCTLPgKEKQIKKQTAL Rata  (SEQIDNO:3
SLVERRPCRSALTY RTTVPKFKAE T TFHE DI CTLOBREKQIKRTAL Raten  (SEQIDNO:4)
SLVNRRPPFQALTHBETWPEBEE;}FTFHEDICTLEKQIKKQTAL vaca  (SEQIDNG:5)
SLVNRRPCTSALEY mwmmmmmmwmﬁmm%me%WMM)
SLVNRRPCESIH‘VDETYVPKEF: K (SEQIDNO: 6)

% o 1 SEQIDNO:7)
(SEQIDN:8)
(SEQIDNO:)
(SEQIDNO: 10)
(SEQIDNO: 1)
(SEQIDNO:12)
(SEQIDNO: 13
(SEQIDNO: 14

SLVNRRPF3§L iy f??xFTFHADI“TL 1
SLVNRRPLFSA (VORTYVPREEGARTFTRRADICTLY ;
bl DR ATVPREFKAETFTFEADICTLPEL

| Resto conservado en las especies (que no es Cys)

E Resto de Cys conservado

Figura 6C
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7 SI Vaca
}DKF TARRGE *KLVA@;
‘KCCAAE VK EEGPKLVA?.

K PRTEETMRS
LVKHKPKM{EQLKTV;G@ t@wp(co @DKEACFAEEGPKLV —

| Resto conservado en las especies (que no es Cys)

' Resto de Cys conservado

Figura 6D
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(SEQIDNO:3)
(SEQIDNO:4)
(SEQIDNO:5)

SEQIDNO:6)
SEQIDNO:T)
SEQIDNO:8)
SEQIDNO:9)
(SEQIDNO: 10
(SEQIDNO: 11)
(SEQIDNO:12)
(SEQIDNO 13)
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I
1 10 20 3l &0 30
I I | | I I

LVEEPRNLAINCELYERLGRYGR (KEPQVSTPTLVEALRY Reta  (SEQIDNO:3)
RPN KGR 3R Raon  (SEQIDNO:)
LN AN B FRLGEY S SPVSTPTIVEVSRS Veea  (SEQIDNO:S
WVREPONLTY NCELFELLGEYLI ST TIESR ser mumandSEQ DNG: )
EPONLKINCELFEHLGRYG (oo SEQIDNO:G)
ENLQICELE LAY TSR consie (SEQIDNO:T
DEERNL] NCELFEKLGEYIJFQNALI LRl cero (SEQIDNO:Y)
S LN LFEENGEYC R NRLD TR Buro (SEQIDNG: 10)
5~NCEL|EILGEY;FQNI[ ; Jebo(SEQIDNO: 1)
TR N TN RLFRKHGRYGRONALL < owia  (SEQIDNO:12)
LVEEP*INL—‘IK?JNCELFEILGEY STQUALL e EEDIOD)

IVREBKSLY iN‘LEEh”‘GEYIIFQNALf?VRYT OVSTRTINETS RI casalle (SEQID N 14)

|Resto conservado en las especies (que no es Cys)

N Tk I o |

S S s W S | B T T s 1

E Resto de Cys conservado

Figura 6E
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LFKVqu K@

|Resto conservado en las especies (que no es Cys)

i -S?‘}LCVLHEKT%

fiLNiiCVLHEKTPVSE;
CARDYLSVLNRTCVARKTRVSER
S ;;1LN; CILAERT2VSE

f !:j_f Rata

4 Ratén

KCCTE vaca

fLﬂVLﬂﬁKTPVSaf

ELLVLqEKTPVS“V

E'ﬁiﬂLHEKTPVSn{

ad

1 Resto de Cys conservado

Figura 6F
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F<’ITK C

VTKVCTF Gato

Caballo

(SEQDNO:3)

(SEQIDNO:4)
(SEQIDNO:3)

VTKLCTE Ser humano (SEQ ID NO 2)

SEQIDNO6)
SEQIDNO:T)
(SEQIDNO:8)
SEQIDNO: 10)
(SEQIDNO: 1)
SEQIDNO:12)
(SEQIDNO:13)
(SEQIDNO: 14)
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T3

| | | | | |
120 130 140 150
VDETTVPRER CTIPIRE)TRETAL met

SLIRRPCFSAL

TIDETYVPKPED3RE
STVNRRRCFSAL

; “VDETYVPKEF?"
SLVNRRECSALE
SLVNRRPCFSAL;.:
SLTRRCIHLE
SIVIRRCTSALE
SLVNRRPCFSAM;

EVDETWPKEE:.

NDRTYVPRERSAFT

T ffiQIKKQTAL et
?QIKKQTAL Vace

’\AETFTFHADILTL

QAETFTFHADUCTL’E AT

@E'WPKEE
INRIN

{AFTFTFHADICTL

o0

ﬁKKQTAL Perro
HIRKQTAL Conei
IKKQTAL Cerco
TRKQSAL Buro

PEEGUEHQTAL oo

OIKEQTAL oveja

T TRKQSAL ceto
’QIKKQSAL Caballo

| Resto conservado en las especies (que no es Cys)

E Resto de Cys conservado

Figura 6G
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(SEQIDNO:3)
(SEQIDNO: 4)
(SEQIDNO: 5)

SEQID 0 0
SEQIDNO: )
(SEQIDNO: )
(SEQIDNO: 10
(SEQIDNO: 11
(SEQIDNC: 12
(SEQIDNO: 13)
SEQIDNO: 14
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170 180 190 200

(SEQIDNO:)

raton (SEQIDNO:4)

IEQLKTVENEVRTY. (SEQIDNO:5)

VELVKHKPKAT: MODEAATVERCCRADDRE] _;S Ser humano (SEQ D NO:2)

VELEKHKPW' TVMADECATVERCCRAEHKE SEQIDNO:

SEQIDNO:7)

(SEQIDNO: )

g (SEQIDNO: 10)

;;;@"EGPKLVA (SEQIDNO: 1)

" _KHKPKATff. CTLEGELR  owa  (SEQIDNO:1)

VELLKARPRATE TSR cme  (SEQIDNG:fY

ELIVER PAAT NCTUERCOTE  cabalo  (SEQIDNC: 14
AT H

|Resto conservado en las especies (que no es Cys)

E Resto de Cys conservado

Figura 6H
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Terminador de la transcripcion rrnB T1

Terminador de la transcripcion rrnB T2 |

Origen pUC

il

SR

Senal poliA de SV40

poliA de BGH

ool {4258]
Senal de anclaje a GPI de DAF

—

Sapl{4a02)

pENDisplay

Fc-lgG1 humana 343 pb

"Promotor CMVie

H
£t

§fllgyy  tnton

Secuencia Iiderl | Pt [2586)

Figura 8A
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Terminador de la transcripcién rrnB T1

Terminador de la transcripciéon rrnB T2 Origen puc

attLt

Sefial poliA de SV40 i

P

poliA de BGH

BoRl{gosh)

Senal de anclaje a GPI de DAF

Secuencia lider
Sillaz9)

Sapt{4102] Bt (og15)

Fc-lgG1 humana :SCFV
Hotl 3431
Figura 8B
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Proteina EBNA-1

M DEGPCTGRGNGLGERGDTSGPEGS GESGRORREGINAGRERGRGRGRGGORPGARGGGSGERARDGVRR PORRPSCIGCRCTHGE
TGAGRGAGGAGRGGAGAGGGAGAGGGACGACGAGEAGAGGGAGACGLAGGAGGAGAGGGAGAGGGAGGAGRGELAGGAGCAGACERAG
AGGGAGGAGAGGGAGGAGGAGAGGGRGAGGAGGAGGAGAGGAGACGGAGLAGGAGAGGAGACLAGA GGACAGGAGCAGACGAGEAGAC
GAGGAGAGGGAGGAGAGGGAGGAGAGGAGGAGAGRAGGAGAGGACGAGAGGGACACEAGAGEAERGRGGIGARGREGSGERGREGSGE
RRGRGRERARGGSRERARGRGRGRGERRPRSPSSQSSSSGSPPRRPPPGRRPFFHPVGEADY FEY HOEGGPDGEP DV 2PCATEQGPAD
DPGEGPSTGPRGOGDGGRRKRGGHE GRHRGOGGSNPKFEN [ AEGLRALLARSHYERTTDEGTWVAGYE VYGGSKTSLYNLRRGTALAL
POCRLTPLSRLPFGMAPGPGPQPGPLRESIVCYFMVFLOTHI FARVLKDATK DL YMTKPAPTCNIRVIVCSFDDGYDL P PHEPEMVEG
AAAEGDDGDCGDEGGDGDEGEEGQE  (SEQ ID NC: 19)

Figura 9A
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Secuencia génica de EBNA-1

AIGICTGACGRGGGGCCAGCTACACLACCTCOAAATGGCCTAGGAGAGAAGGLAGACACAICTGGACCAGRAGGCTCCORCGGCAGIG
GACCTCAAAGAAGAGGGGGTGATAACCATGLACGAGGACGEOGAAGAGGACGRGGACGAGGAGRCGERAGACCAGGAGCCCCORGEGE
CICAGGATCAGGGCCAAGACATAGAGATGRT GTCCGLAGACCCCAARRACGT CCRAGT TGCATTGGCT GCAARGGEACCCACGETGGA
ACAGGAGCAGGAGCAGGAGCEORACEGGCACGAGCAGGAGGEGCAGEAGCAGEAGCAGGCECAGGAGCAGGAGGACGOOCACGAGEGE
CAGGAGGGECAGGAGGGGCACGAGCAGAGLAGGGECAGGAGCAGGAGGAGOEGCAGGACGLECAGGAGGGGCAGGAGCAGGAGGAGG
GGCAGGAGCAGGAGEAGGEECAGGACGSGCAGGAGCAGGACGAGGEECAGEAGGCECAGCACGGCAGRAGCAGGAGGAGGECCAGGA
GCAGGAGGAGGGGCAGGACCEGCACLAGCAGGAGGAGGGGCAGGAGELGCAGRACCEGCAGEAGCACGAGGAGLRCCAGGACCAGGAG
GGGCAGGAGGGGCAGGAGCLECAGCAGCAGEAGGGGCAGGAGCACGAGGAGEEGCAGGACCEGCAGEAGGEGCACCAGCAGEAGGGGC
AGGAGCAGGAGGGGCAGGACCAGGACGEGCAGGAGCAGGAGLEGCACGAGGEECACCAGCAGTAGGGECAGGAGEEGCAGGAGCAGGA
(GGGGCAGGAGOGGCAGGACCAGGACLAGGEECAGEAGGGGCAGGAGCAGGAGRACEEGCAGEAGGGECAGGAGCAGGAGRGECAGGAG
GGGCAGGAGCAGGAGGGGCACGAGGGGCAGCAGCAGGAGGEECAGCAGGGGCAGCAGCACCAGRAGGGECAGGAGCAGGAGEGECAGE
AGCAGGAGGTGGAGGCCGGEETCGAGGAGGCAGTGGAGGCCEEEGTCEAGGACG TACTGCACGCCGEERTCGAGRAGGTACTGEAGGE
CGCCOOGETAGAGGACGTGARRGAGCCAGGLGGSGAAGTCETGAAAGRGCCAGGLEGAGACETCGTGEACCTGGACARRAGAGGCCCA
GGAGTCCCAGTAGTCAGTCATCATCATCCAORTCTCCACCECGCAGGLCCCCTCCAGGTAGAAGGCCATTTTICCACCCTGTAGGGGA
AGCCGATTATTTTGARTACCACCAAGRAGGTGGCCCAGAT GOTGAGCCTGACCTGCCCCCCERAGCCATAGAGCAGGGCCCCGCAGAT
GACCCAGGAGAAGGCCCARGCACTGGACCCCOGEGTCAGGETGATCEAGGCACGCECARAARAGGAGGETGOTT TCGARAGCATCATC
GICAAGGAGGT TCCARCCCCARATTTGAGAACATTGCAGAAGGT TTARGAGCTCTCCTGGCTAGGAGT CACGTAGRARGGACTACCGA
CGAAGGAACTTGGEICGCCLETGTCT TCGTATATGGAGGTAGTAAGACCTCLCTTTACARCCTAAGGCGAGGRACTGCCCTTGCTATT
CCACRATGTCGTCTTACACCATTGAGTCGICTCCCCTTTGRARTGLCCCCTGRACCCOGCCCACAACCTGRCCCGCTARGGGACTCCR
TTGICTGTTAT T TCATGGTCTTTTTACAAACT CATATAT T TGCTGAGGTTTTCAAGGATCCCATTARGGACCTTCTTATGACARAGCT
CGCTCCTACCTGCAATATCAGGGTCACTGIGTGCAGCT T I GACGATGGAGTAGATTTGCCTCCCTGGT TTCCACCTATGRTCGARGGE
GCTGCCGCOGAGGETGATCACGGAGRTGACGRAGAT GAAGEAGGT CATGGAGAT CAGGGTCAGGAAGGGCAGGAGTGA

(SEQ ID NO: 10)

Figura 9B
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Secuencia de ADN de Orip

CCTTTATGTGTAACTCTTGGCTGAAGCTCTTACACCARTGCTGOGGGACATGTACCTCCCAGGGGCCCAGGAAGRCTACCGEAGGCTA
CACCAACGTCAATCAGAGGGGCCTGTCTAGCTACCGATAAGCGGACCCICAAGAGCGCATTAGCAATAGT GTTTATAAGGCCCCCTTG
TTAACCCTAAACGLETAGCATATGCT TCCCOGETAGTAGTATATACTATCCAGACTAACCCTAAT TCAATAGCATATGTTACCCAACG
GGARGCATATGCTATCGRATTAGGGT TAGTARARGGGTCCTAAGGAACAGCGATATCTCCCACCCCATGAGCTGTCACGGT T TTATIT
ACATGGGGTCAGGATTCCACCAGGGTACTGAACCATTTTAGT CACRAGGGCRGT CCCTGAACATCARGCAGCGGECAGI CARCTCTCE
TGARTCITCGCCTGCTTCTICATICTCCTICGTTTAGCTARTAGRATAACTGCT GAGT TG GAACAGTAAGGT GTATGT GAGGTGCTC
GAARACAAGGTTTCAGGTGACGCCCCCAGAATARAATTTGGACGGOGGGT TCAGTGGICGCATTGIGCTATGACACCARTATAACCCT
CACARACCCCTTGGGCARTARATACTAGTGTACCARTGAAACATTCTGAATATCTT TAACAATAGRART CCATGGRGTGGEGACAAGC
CGTARAGACTGGATGTCCATCTCACRCGAATTTATGGCTATCGGCAACACATAATCCTAGTGCARTAT GATACTGGGGT TAT TAAGAT
GIGTCCCAGGCAGGGACCAAGACAGGTGARCCAT GTTGTTACACTCTATTTGTAACAAGGGGARRGAGRGTGGACGCCGACAGCAGCG
GACTCCACTGGTTGICTCTAACACCCCCGAAAATTARACGGGGCTCCACGCCAATGGGGCCCATARACAAAGACRAGTGCCCACTCTT
TTTTTTGAARTTGTGGAGTCOGEGCACGCGTCAGCCCCCACACGCCGCCCTRCGETTITGGACTGTARAATAAGGGTGTART AACTTG
GCTGATTGTAACCCCOCTAACCACTGOGGTCARACCACTIGCCCACARAACCACTAATCGCACCCCGGEEAATACCTGCATAAGTAGS
TGGGCGGECCRAGATAGGGECGCGRT TGCTGCCATCTCEAGGACRART TACACACACTTGCOCCTGAGCGCCAAGCACAGGGTTCTTG
GICCTCATATTCACCAGGTCCCTGAGACCACGCT GOGCTARTGTTGCCATGRGTACCATATACTACCCAARTATCTGGATACCATATG
CTATCCTAATCTATATCTGGRTAGCR TAGGCTAT CCTARTCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGCGT AGTATA
TGCTATCCTART TTATATCTGGGTAGCATAGGCTATCCTAATCTATATCTGRGTAGCATATCCTATCCTARTCTATATCT GGG TAGTA
TATGCTATCCTAATCTGTATCCGGGTAGCATATGCTATCCTAATAGACAT TAGGCTAGTATATGCTATCCTAATTTATATCTGGGTAG
CATATACTACCCAAATATCTGGATAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTARTCTATATCTGRGTAGCA
TAGGCTATCCTAATCTATATCTGGCTAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGCTAGTATATGCTATCCTAATTTATATCTGGGTAG
CATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGET AGCATATGCTATCCTAATCTATATCTCCOTAGTATATGCTATCCTARTCTGTATCCGOGT
AGCATATGCTATCCTCATGCATATACAGTCAGCATATGATACCCAGTAGTAGAGTCGRAGTCCTATCCTTIGCATATGCCECCACCTC
CCARGGGGGCGTGAATTTTCGCTGCTTRICCTTITCCIGE  (SEQ ID NO: 17)

Figura 9C
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Sitio de enzima
de restriccion
infrecuente Origen de E. coli (por ejemplo, ori pUC)

Genoma de adenovirus
AE1 ylo AE3

Resistencia a antibiético
(por ejemplo, ampicilina)

Sitio de enzima
de restriccion infrecuente

Vector de expresion
adenovirico con OriP y
opcionalmente EBNA-1

Sitio de recombinacion
att si se utiliza

.
- ADN de interés

Sitio de recombinacién:

tt si tili | Secuencia de EBNA-1 (si se desea)
att si se utiliza

0rP

Figura 10

124



ES 2678 144 T3

Conector (G4S)3 SAH Conector (G4S)3

LR L AR AL RS R R R RS

AR Y \ Y ,
—l B rrernnnn s — SRR

AR AL

DAF-GP|

Sec. senal

Figura 11A
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Anti-SAH

control

Figura 11B
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25 Ug/ml FeRn

control

24h

16N

I T T
PEA

Figura 11C
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5 ug/ml FeRn

control

24h

16h

BRI B L B

g i

T
PEA

Figura 11D
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0o

anti-SAH-FITC

4

SAH-wt
SAH-DIII-lib1
SAH-DIII-lib2
AL T '
R T LT L
FcRn-biotina+ SA-PE
Figura 12
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FITC

ES 2678 144 T3

SAH-wt

1049 )

S g
M ——
LT LT VA T

FcRn-biotina+ SA-PE

Figura 13A
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SAH-DIIlI-lib1

134 021

6

0

FCRN-DiotiNG+ SA-PE e——

Figura 13B
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SAH-DIII-lib2

1186 028

FCRN-DiotiNa+ SA-PE m——

Figura 13C
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Nivel de expresion

A
3 i
A
i ..\\.\
: \ﬁ@g@ i
o .\mm\‘:‘\‘?:.'.-\\%? gt M’

Coleccion 1

Coleccion 1-R1

Coleccion 1-R2

control

w0 ¢

Alexa Fluor 438-A

Figura 14A

133



ES 2678 144 T3

1 ug/ml FcRn

wt

t

Coleccion 1
Coleccién 1-R1

Coleccién 1-R2
control

i

1

i

i
PE-A

1

i

Figura 14B
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0.1 ug/ml FcRn

Coleccion 1

Coleccion 1-R1

Coleccion 1-R2

control

T

1

Figura 14C
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A B ¢
0,1 ug/ml FcRn (pH5 5) 10 ug/ml FRn (pH7.2) Nivel de expresion de SAH
control
Wt
n.° 46
n.° 45
n.°12
ML BRI IR
100 100 102 10° 10¢ 100 10" 100 10° 10¢ 100 10" 107 10° 10¢
FcRn-biotina+SA-PE  FcRn-biotina+SA-PE anti-SAH-FITC

Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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