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DESCRIPCIÓN 

 
Fusiones y métodos terapéuticos de nucleasa-albúmina 
 
Solicitudes relacionadas 5 
 
Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos n.º de serie 61/898.370, 
presentada el 31 de octubre de 2013, Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos n.º de serie 61/898.384, 
presentada el 31 de octubre de 2013, y la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos n.º de serie 61/898.393, 
presentada el 31 de octubre de 2013. 10 
 
Antecedentes 
 
La liberación excesiva de partículas (ribo)nucleoproteicas de células muertas y moribundas puede provocar patología 
lúpica por dos mecanismos: (i) La deposición o formación in situ de complejos de cromatina/anticromatina provoca 15 

nefritis y conduce a pérdida de la función renal; y (ii) las nucleoproteínas activan inmunidad innata a través de receptor 
de tipo toll (TLR) 3, 7, 8 y 9 así como ruta o rutas independientes de TLR. La liberación de nucleoproteínas puede 
actuar como un antígeno potente para autoanticuerpos en LES, lo que proporciona amplificación de la activación de 
linfocitos B y CD mediante conexión conjunta de receptores de antígenos y TLR. Por lo tanto, existe la necesidad de 
un medio para eliminar los antígenos inductores y/o atenuar la estimulación inmunitaria, amplificación inmunitaria y 20 
enfermedad mediada por complejos inmunitarios en sujetos que lo necesitan, por ejemplo, con moléculas de nucleasa 
de acción prolongada que atacan los complejos inmunitarios circulantes al digerir los ácidos nucleicos contenidos en 
los mimos. 
 
Sumario de la invención 25 
 
La invención se refiere, en parte, a una molécula híbrida de nucleasa-albúmina que comprende un primer dominio 
nucleasa y una albúmina, o una variante o fragmento de la misma, en donde el primer dominio nucleasa está 
operativamente acoplado a la albúmina, o variante o fragmento de la misma (es decir, moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina), y muestra una actividad farmacocinética potenciada en relación con el primer dominio nucleasa solo. Dichas 30 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina muestran una semivida en suero alterada (por ejemplo, mejorada) en 
relación con el primer dominio nucleasa solo a través de, por ejemplo, interacciones aumentadas con el receptor de 
Fc neonatal (FcRn), y tienen una toxicidad reducida en relación con dominios de nucleasa que tienen, por ejemplo, un 
dominio Fc, dada la falta de activación del receptor de Fc efector. 
 35 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina es un polipéptido que comprende una secuencia 
de aminoácidos de un dominio nucleasa y una secuencia de aminoácidos de una albúmina (o variante o fragmento de 
la misma). En algunas realizaciones, la molécula incluye además un primer dominio enlazador, y el primer dominio 
nucleasa está operativamente acoplado a la albúmina, o una variante o fragmento de la misma, a través del primer 
dominio enlazador. 40 
 
En las realizaciones, el primer dominio nucleasa es una RNasa, por ejemplo, RNasaI humana. 
 
En las realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye además un segundo dominio nucleasa (dominio 
DNasa1 humana), que está operativamente acoplado al primer dominio nucleasa o al extremo N o C de la albúmina, 45 
o una variante o fragmento de la misma, opcionalmente a través de un enlazador. El primer y segundo dominios 
nucleasa pueden ser iguales, por ejemplo, RNasa y RNasa, o DNasa y DNasa. En las realizaciones, el primer y 
segundo dominios nucleasa son diferentes, por ejemplo, RNasa y DNasa. 
 
En algunas realizaciones, el dominio RNasa es una RNasa de tipo silvestre, tal como RNasal humana de tipo silvestre 50 
(SEQ ID NO: 75 o 76). En otras realizaciones, el dominio RNasa es una RNasa mutante, tal como una RNasa 1 
aglicosilada, subglicosilada o desglicosilada, tal como RNasal N34S/N76S/N88S humana. (SEQ ID NO: 84). En 
algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina que contiene RNasa degrada el ARN circulante y el 
ARN en complejos inmunitarios, o inhibe la producción de interferón alfa, o ambos. En otras realizaciones más, la 
actividad de la RNasa no es inferior a aproximadamente 10 veces menos, tal como 9 veces menos, 8 veces menos, 7 55 
veces menos, 6 veces menos, 5 veces menos, 4 veces menos, 3 veces menos, o 2 veces menos que la actividad de 
una molécula de RNasa de control. En otras realizaciones más, la actividad de la RNasa es aproximadamente igual a 
la actividad de una molécula de RNasa de control. 
 
El dominio DNasa puede ser DNasa de tipo silvestre, tal como DNasal de tipo silvestre, humana (SEQ ID NO: 66 o 60 
67). En algunas realizaciones, el dominio DNasa es un dominio DNasa mutante. En el presente documento se describe 
DNasa1 A114F humana mutante (SEQ ID NO: 68). En algunas realizaciones, el dominio DNasa es una DNasa humana 
aglicosilada, subglicosilada o desglicosilada. En el presente documento se describe DNasa1 N18S/N106S/A114F 
humana mutante (SEQ ID NO: 83). En las realizaciones, el dominio DNasa es DNasal E13R/N74K/A114F/T205K 
humana mutante (SEQ ID NO: 108). En otras realizaciones, el dominio DNasa es DNasa1 65 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S humana mutante (SEQ ID NO: 109). 
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En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina que contiene DNasa degrada el ADN circulante y 
el ADN en complejos inmunitarios, o inhibe la producción de interferón alfa, o ambos. En otras realizaciones más, la 
actividad de la DNasa no es inferior a aproximadamente 10 veces menos, tal como 9 veces menos, 8 veces menos, 7 
veces menos, 6 veces menos, 5 veces menos, 4 veces menos, 3 veces menos, o 2 veces menos que la actividad de 5 
una molécula de DNasa de control. En otras realizaciones más, la actividad de la DNasa es aproximadamente igual a 
la actividad de una molécula de DNasa de control. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina tiene un enlazador gly-ser (por ejemplo, (Gly4Ser) 

3) que separa los dominios nucleasa primero y segundo, y/o los dominios nucleasa de la albúmina, o una variante o 10 
fragmento de la misma. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina tiene una semivida y/o actividad sérica aumentada 
con respecto al dominio nucleasa correspondiente que no está fusionado con la albúmina, o variante o fragmento de 
la misma. 15 
 
En algunas realizaciones, la albúmina, una variante o fragmento de la misma, es de ser humano, de primate (tal como 
chimpancé), gorila o macaco, de roedor (tal como hámster, ratón o rata), de cobaya, bovina (tal como vaca), equina 
(como caballo o burro), de conejo, de cabra, de oveja, de perro, de pollo y de cerdo. Preferentemente, la albúmina es 
albúmina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés). En algunas realizaciones, la variante de albúmina es más del 20 
80 %, tal como más del 85 %, más del 90 % o más del 95 % idéntica a la secuencia de aminoácidos de HSA (SEQ ID 
NO: 1). En algunas realizaciones, la albúmina es un fragmento de albúmina o una variante de la misma. 
 
En algunas realizaciones, el fragmento tiene al menos 20 aminoácidos, tal como al menos 40 aminoácidos, al menos 
60 aminoácidos, al menos 80 aminoácidos, al menos 100 aminoácidos, al menos 150 aminoácidos, al menos 200 25 
aminoácidos, al menos 300 aminoácidos, al menos 400 aminoácidos o al menos 500 aminoácidos de longitud. 
 
La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir el dominio DNasa1 A114F humana mutante expuesto en la 
(SEQ ID NO: 68). La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir el dominio DNasaI N18S/N106S/A114F 
humana mutante expuesto en la (SEQ ID NO: 83). En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina 30 
incluye el dominio RNasa I de tipo silvestre humana expuesto en la SEQ ID NO: 75. En otra realización, la molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina incluye el dominio RNasal N34S/N76S/N88S humana mutante expuesto en la SEQ ID 
NO: 84. En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye HSA expuesta en la SEQ ID NO: 1. En 
otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye el dominio enlazador (Gly4Ser)3 expuesto en la SEQ 
ID NO: 85. En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye un líder VK3LP (SEQ ID NO: 86). 35 
Estos dominios individuales se pueden acoplar operativamente entre sí en cualquier orden para formar una molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina que es enzimáticamente activa. 
 
En algunos aspectos, la invención proporciona moléculas híbridas de nucleasa-albúmina que tienen las secuencias 
de aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 112-114, 116, 117, 120-122, 124 y 125. En otros aspectos, las moléculas 40 
híbridas de nucleasa-albúmina tienen secuencias de aminoácidos al menos 90 % idénticas a las secuencias de 
aminoácidos expuestas en las SEQ ID NO: 112-114, 116, 117, 120-122, 124 y 125. 
 
En algunos aspectos, la presente invención proporciona composiciones que incluyen las moléculas híbridas de 
nucleasa-albúmina y un transportador, tal como un transportador o diluyente farmacéuticamente aceptable. 45 
 
En algunos aspectos, la presente invención proporciona moléculas de ácidos nucleicos que codifican las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, la presente invención 
proporciona un vector de expresión recombinante que tiene una molécula de ácido nucleico que codifica las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina divulgadas en el presente documento. En algunas realizaciones, la presente invención 50 
proporciona células hospedadoras transformadas con los vectores de expresión recombinantes que contienen las 
secuencias de los ácidos nucleicos que codifican las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina divulgadas en el 
presente documento. También se divulga en el presente documento un método para producir una molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina divulgada en el presente documento que implica proporcionar una célula hospedadora que 
comprende una secuencia del ácido nucleico que codifica la molécula híbrida de nucleasa-albúmina; y mantener la 55 
célula hospedadora en condiciones en las que se expresa la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 
 
También se divulga en el presente documento un método para tratar o prevenir una afección asociada con una 
respuesta inmunitaria anormal administrando a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de una molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina aislada divulgada en el presente documento. La condición puede ser una enfermedad 60 
autoinmunitaria. La enfermedad autoinmunitaria se puede seleccionar entre el grupo que consiste en diabetes mellitus 
insulinodependiente, esclerosis múltiple, encefalomielitis autoinmunitaria experimental, artritis reumatoide, artritis 
autoinmunitaria experimental, miastenia grave, tiroiditis, una forma experimental de uveorretinitis, tiroiditis de 
Hashimoto, mixoedema primario, tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis atrófica autoinmunitaria, enfermedad de 
Addison, menopausia prematura, infertilidad masculina, diabetes juvenil, síndrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, 65 
penfigoide, oftalmia del simpático, uveítis facogénica, anemia hemolítica autoinmunitaria, leucopenia idiopática, 
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cirrosis biliar primaria, hepatitis crónica activa Hbs negativa, cirrosis criptogénica, colitis ulcerosa, síndrome de Sjogren, 
esclerodermia, granulomatosis de Wegener, polimiositis, dermatomiositis, LE discoide, lupus eritematoso sistémico 
(LES) y enfermedad del tejido conectivo. La enfermedad autoinmunitaria puede ser LES o síndrome de Sjogren. 
 
También se divulga en el presente documento un método para tratar el LES o el síndrome de Sjogren que comprende 5 
administrar a un sujeto una composición que contiene una molécula híbrida de nucleasa-albúmina en una cantidad 
eficaz para degradar complejos inmunitarios que contienen ARN, ADN o tanto ARN como ADN. La composición puede 
incluir un transportador farmacéuticamente aceptable y una molécula híbrida de nucleasa-albúmina como se describe 
en el presente documento. La 
composición puede incluir una molécula híbrida de nucleasa-albúmina que comprende un polipéptido que tiene una 10 
secuencia de aminoácidos expuesta en las SEQ ID NO: 18-65, 110-125 y 138-139. 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a moléculas híbridas de nucleasa-albúmina para su uso en el 
tratamiento o prevención de una enfermedad caracterizada por un aclaramiento o procesamiento defectuoso de 
células apoptóticas y residuos celulares, tal como LES. En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-15 
albúmina es un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos expuesta en las SEQ ID NO: 112-114, 116, 
117, 120-122, 124 y 125. En otro aspecto, la invención proporciona un polipéptido o composición de la invención para 
usar en el tratamiento o prevención del síndrome de Sjogren 
 
En el presente documento se describe el uso de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina para fabricar un 20 
medicamento para el tratamiento de enfermedades caracterizadas por un aclaramiento o procesamiento defectuoso 
de células apoptóticas y restos celulares, tal como LES. La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede ser un 
polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos expuesta en las SEQ ID NO: 18-65, 110-125 y 138-139. 
 
Breve descripción de los dibujos 25 
 
Estas y otras características, aspectos y ventajas de la presente invención se entenderán mejor con respecto a la 
siguiente descripción, y dibujos adjuntos, en donde: 
 

Las FIG. 1A-C es un esquema que representa las diversas configuraciones de las fusiones híbridas de nucleasa-30 
albúmina RSVL-300 descritas en el presente documento. RSLV-329 tiene un enlazador NLG que conecta la DNasa 
a la HSA. 
 
La FIG. 2 es un gráfico que representa la cromatografía Q-Sepharose de RSLV-308. El punto en el que se inició el 
gradiente se indica mediante la línea discontinua. El eje x indica el tiempo de elución en minutos. 35 
 
La FIG. 3 representa el análisis SDS PAGE de las fracciones generadas durante la cromatografía Q-Sepharose de 
medio acondicionado recogido de células CHO-S transfectadas con RSLV-308. MP= material de partida. FC = flujo 
continuo. Fr = fracciones 7-28. 
 40 
La FIG. 4A es un gráfico que representa el perfil de elución de RSLV-308. El eje y indica DO280 y el eje x indica el 
tiempo en décimas de minuto. 
 
La FIG. 4B representa el análisis de fracciones individuales por SDS PAGE. SM = concentrado inicial de Q-
Sepharose agrupado. 45 
 
Las FIG. 5A-B representa el análisis de Transferencia Western de construcciones RSLV-300. A) se prueba para 
RNasal y HSA y B) se prueba para DNasaA1 y HSA. Tanto en A como en B, las ocho construcciones aparecieron 
de color amarillo, lo que indica la unión de ambos anticuerpos a las construcciones. 
 50 
Las FIG. 6A-C son gráficos que representan el análisis de tres construcciones de HSA por HPLC SEC. Los 
cromatogramas muestran el trazado a DO280 en función del tiempo de elución (minutos). A) 90 µg de RSLV-308; 
máximo a 7,64 min. B) 118 µg de RSLV-327; máximo a 7,64 min. C) 328 µg de RSLV-328; máximo a 7,73 min. 
 
La FIG. 7 es un gráfico que representa el perfil RNaseAlert de preparaciones de RNasa purificadas. Se perfilaron 55 
cantidades equivalentes de RSLV-132, RNasa 1 recombinante humana y RSLV-327 usando el sustrato RNase 
Alert y se compararon con RSLV-132 extrapolando a partir de una curva patrón separada. 
 
La FIG. 8 representa el análisis SDS PAGE de construcciones RSLV-300 purificadas. 
 60 
La FIG. 9 es un gráfico que representa la caracterización de la actividad hidrolítica de ARN basada en la inhibición 
de la activación inducida por poli(I:C) de las células HEK Blue hTLR3. Los símbolos abiertos en la parte inferior 
indican dónde se añadieron las diversas construcciones a las células en ausencia de poli(I:C) (controles negativos). 
 
La FIG. 10 representa gráficos que caracterizan la actividad hidrolítica del ADN basada en la inhibición de la 65 
activación inducida por ODN-2006-G5 de las células HEK Blue hTLR9. Los símbolos abiertos en la parte inferior 
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indican dónde se añadieron las diversas construcciones a las células en ausencia de ODN-2006-G5 (controles 
negativos). Las dos representaciones gráficas representan experimentos realizados en días diferentes. 
 
La FIG. 11 representa la comparación de la expresión después de la infección transitoria de células CHO-3E7 con 
vectores de expresión que codifican RSLV-132, RSLV-133 y RSLV-327, por electroforesis en gel SDS en 5 
condiciones de no reducción. Las dos flechas indican las posiciones de migración esperadas para RSLV-132 
(abajo) y RSLV-133 (arriba). 
 
La FIG. 12 representa gráficamente la evaluación de la actividad nucleasa (RNasa o DNasa) en los sobrenadantes 
cosechados. Se indica la cantidad de actividad detectada en cada uno de los sobrenadantes en comparación con 10 
las curvas patrón generadas con RSLV-133 purificado. 

 
Descripción detallada 
 
Descripción general 15 
 
El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria multisistémica caracterizada por la presencia 
de altos títulos de autoanticuerpos dirigidos contra partículas de nucleoproteínas propias. Hay fuertes pruebas de que 
un aclaramiento o un procesamiento defectuoso de células muertas y moribundas en LES conduce a enfermedad, 
predominantemente a través de la exposición de partículas de ribo y desoxirribonucleoproteínas (nucleoproteínas 20 
abreviadas). Las nucleoproteínas provocan daño mediante tres mecanismos: i) sirven como antígenos para generar 
autoanticuerpos circulantes de alta afinidad; ii) activación del sistema inmunitario innato para producir citocinas 
inflamatorias como resultado de la formación de complejos inmunitarios; y iii) median la disfunción orgánica como 
resultado del depósito de complejos inmunitarios en sitios locales tales como el riñón. 
 25 
En el presente documento se describen métodos para tratar enfermedades caracterizadas por un aclaramiento o 
procesamiento defectuoso de células apoptóticas y residuos celulares, tal como LES y síndrome de Sjogren, mediante 
la administración de una cantidad eficaz de una actividad nucleasa para degradar complejos inmunitarios que 
contienen ARN y ADN extracelulares. Dicho tratamiento puede inhibir la producción de interferones (IFN) de Tipo I que 
son citocinas predominantes en LES y están fuertemente correlacionados con la actividad de la enfermedad y nefritis. 30 
 
La presente invención se refiere, en parte, a la provisión de tales nucleasas enzimáticamente activas. En particular, la 
invención se refiere a nucleasas que están operativamente acopladas a albúmina, o una variante o fragmento de la 
misma. La albúmina es una proteína aglicosilada abundante producida en el hígado que regula la presión osmótica de 
la sangre y actúa como transportador de diversas sustancias en el torrente sanguíneo. La albúmina de tipo silvestre 35 
tiene una semivida en suero larga (aproximadamente 19 días), que en parte se puede atribuir a la unión al receptor de 
Fc neonatal (FcRn). En consecuencia, cuando están operativamente acopladas a una o más nucleasas, las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina resultantes muestran una semivida en suero alterada. Otra ventaja conferida por la 
albúmina es que no activa los receptores efectores de Fc y, por lo tanto, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
pueden evitar la toxicidad asociada con la activación de estos receptores. 40 
 
En consecuencia, un sujeto con una enfermedad caracterizada por un aclaramiento o procesamiento defectuoso de 
células apoptóticas y residuos celulares puede tratarse mediante la administración de una molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina, que incluye uno o más dominios nucleasa (p. ej., una DNasa, RNasa o combinación) acoplados a 
una albúmina o una variante o fragmento de la misma que conserva la actividad de la albúmina, de modo que la 45 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina tiene una biodisponibilidad y/o semivida en suero aumentadas con respecto al 
dominio nucleasa no conjugado. En un aspecto, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye el primer y 
segundo dominio nucleasa. 
 
Se proporciona un método para tratar el LES o el síndrome de Sjogren en el que se administra una cantidad suficiente 50 
o eficaz de una composición que contiene una molécula de nucleasa-albúmina a un sujeto. El tratamiento puede dar 
como resultado la degradación de complejos inmunitarios que contienen ARN, ADN o tanto ARN como ADN. El 
tratamiento puede dar como resultado la inhibición de interferones de Tipo I, tal como interferón-a, en un sujeto. 
 
En el presente documento se describe un método para tratar a un sujeto que comprende administrar una cantidad 55 
eficaz de una composición de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina que comprende un polipéptido que tiene 
una secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 112-114, 116, 117, 120-122, 124 y 125. 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a moléculas híbridas de nucleasa-albúmina para su uso en el 
tratamiento o prevención de una enfermedad caracterizada por un aclaramiento o procesamiento defectuoso de 60 
células apoptóticas y residuos celulares, tal como LES. En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-
albúmina comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos expuesta en las SEQ ID NO: 112-
114, 116, 117, 120-122, 124 y 125. 
 
En el presente documento se describe el uso de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina para fabricar un 65 
medicamento para el tratamiento de enfermedades caracterizadas por un aclaramiento o procesamiento defectuoso 
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de células apoptóticas y restos celulares, tal como LES. La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede comprender 
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos de las expuestas en las SEQ ID NO: 18-65, 110-125 y 
138-139. 
 
Definiciones 5 
 
Los términos utilizados en las reivindicaciones y especificaciones se definen como se establece a continuación a 
menos que se especifique lo contrario. 
 
"Aminoácido" se refiere a aminoácidos de origen natural y sintético, así como a análogos y miméticos de aminoácidos 10 
que funcionan de una manera similar a los aminoácidos de origen natural. Los aminoácidos de origen natural son los 
codificados mediante el código genético, así como aquellos aminoácidos que se modifican posteriormente, por 
ejemplo, hidroxiprolina, γ- carboxiglutamato y O-fosfoserina. Análogos de aminoácidos se refiere a los compuestos 
que tienen la misma estructura química básica que la de un aminoácido de origen natural, es decir, un carbono alfa 
que está unido a un hidrógeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, 15 
metionina sulfóxido, metionina metil sulfonio. Dichos análogos pueden tener grupos R modificados (por ejemplo, 
norleucina) o cadenas peptídicas modificadas, pero conservan la misma estructura química básica que un aminoácido 
de origen natural. Miméticos de aminoácidos se refiere a compuestos químicos que tienen una estructura que es 
diferente de la estructura química general de un aminoácido, pero que funcionan de manera similar a un aminoácido 
de origen natural. 20 
 
Los aminoácidos se pueden citar en el presente documento bien por sus símbolos habitualmente conocidos de tres 
letras, o mediante los símbolos de una letra recomendados por la Comisión de Nomenclatura bioquímica de la IUPAC-
IUB. Los nucleótidos, asimismo, se pueden citar por sus códigos de una sola letra comúnmente aceptados. 
 25 
Una "sustitución de aminoácidos" se refiere al reemplazo de al menos un resto de aminoácido existente en una 
secuencia de aminoácidos predeterminada (una secuencia de aminoácidos de un polipéptido de partida) con un 
segundo, resto de aminoácido de "reemplazo" diferente. Una "inserción de aminoácidos" se refiere a la incorporación 
de al menos un aminoácido adicional en una secuencia de aminoácidos predeterminada. Si bien la inserción 
generalmente consistirá en la inserción de uno o dos restos de aminoácidos, se pueden producir "inserciones de 30 
péptidos" más grandes, por ejemplo. inserción de aproximadamente tres a aproximadamente cinco o incluso hasta 
aproximadamente diez, quince o veinte restos de aminoácidos. El(los) resto(s) insertado(s) puede(n) ser de origen 
naturales o no natural como se divulga anteriormente. Una "supresión de aminoácidos" se refiere a la eliminación de 
al menos un resto de aminoácido de una secuencia de aminoácidos predeterminada. 
 35 
"Polipéptido", "péptido", y " proteína" se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse a un polímero 
de restos de aminoácidos. Los términos se aplican a los polímeros de aminoácidos en donde uno o más restos de 
aminoácidos son un mimético químico artificial de un aminoácido correspondiente de origen natural, así como a 
polímeros de aminoácidos de origen natural y a polímeros de aminoácidos de origen no natural. 
 40 
"Ácido nucleico" se refiere a desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos y polímeros de los mismos en forma de cadena 
simple o doble. A menos que esté específicamente limitado, el término abarca ácidos nucleicos que contienen 
análogos conocidos de nucleótidos naturales que tienen propiedades de unión similares al ácido nucleico de referencia 
y se metabolizan de manera similar a los nucleótidos de origen natural. A menos que se indique lo contrario, una 
secuencia particular del ácido nucleico también abarca implícitamente variantes modificadas conservativamente de la 45 
misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, así como la secuencia 
indicada explícitamente. Específicamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr mediante la 
generación de secuencias en las que la tercera posición de uno o más codones seleccionados (o todos) se sustituye 
con restos de base mixta y/o de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res 1991; 19:5081; Ohtsuka et al., JBC 
1985;260:2605-8); Rossolini et al., Mol Cell Probes 1994;8:91-8). Para la arginina y la leucina, las modificaciones en 50 
la segunda base también pueden ser conservativas. El término ácido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc 
y ARNm codificado por un gen. 
 
Los polinucleótidos de la presente invención pueden estar compuestos de cualquier polirribonucleótido o 
polidesoxirribonucleótido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Por ejemplo, los 55 
polinucleótidos pueden estar compuestos de ADN monocatenario y bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones 
mono y bicatenarias, ARN monocatenario y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones monocatenarias y 
bicatenarias, moléculas híbridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarios o, más habitualmente, 
regiones bicatenarias o una mezcla de mono y bicatenarias. Además, el polinucleótido puede estar compuesto de 
regiones de triple cadena que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. Un polinucleótido también puede 60 
contener una o más bases modificadas o cadenas de ADN o ARN modificadas por estabilidad o por otras razones. 
Las bases "modificadas" incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases infrecuentes tales como inosina. Se puede 
producir una variedad de modificaciones en el ADN y el ARN; por lo tanto, el "polinucleótido" abarca formas 
modificadas química, enzimática o metabólicamente. 
 65 
Como se usa en el presente documento, la expresión "operativamente unido" o "operativamente acoplado" se refiere 
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a una yuxtaposición en la que los componentes descritos están en una relación que les permite funcionar de la manera 
prevista. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "molécula híbrida de nucleasa-albúmina" se refiere a 
polinucleótidos o polipéptidos que comprenden al menos un dominio nucleasa y una albúmina, o una variante o 5 
fragmento de la misma. Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina también se denominan proteína(s) de fusión y 
gen(es) de fusión. Por ejemplo, en una realización, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede ser un 
polipéptido que comprende una albúmina, o una variante o fragmento de la misma, operativamente acoplada a un 
dominio nucleasa tal como DNasa y RNasa. Como otro aspecto de la divulgación, una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina puede incluir un dominio nucleasa RNasa, un dominio enlazador y una albúmina, o una variante o fragmento 10 
de la misma. Las SEQ ID NO: 18-65, 110-125 y 138-139 son ejemplos de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. 
Otros ejemplos se describen con más detalle a continuación. En una realización, una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina de la invención puede tener glucosilación alterada o incluir modificaciones adicionales. En otra realización, 
una molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede modificarse para añadir un resto funcional (por ejemplo, un fármaco 
o marcador). 15 
 
El término "albúmina" se refiere a una proteína que tiene la misma estructura tridimensional, o muy similar, que la 
albúmina humana (SEQ ID NO: 100) y que tiene una semivida en suero prolongada. Proteínas albúmina ejemplares 
incluyen albúmina sérica humana (HSA; SEQ ID NO: 1), albúmina sérica de primates (tal como albúmina sérica de 
chimpancé (SEQ ID NO: 2)), albúmina sérica de gorila o albúmina sérica de macaco (SEQ ID NO: 3), albúmina sérica 20 
de roedor (tal como albúmina sérica de hámster (SEQ ID NO: 4)), albúmina sérica de cobaya (SEQ ID NO: 5), albúmina 
sérica de ratón (SEQ ID NO: 6) y albúmina sérica de rata (SEQ ID NO: 7)), albúmina sérica bovina (como la albúmina 
sérica de vaca (SEQ ID NO: 8)), albúmina sérica equina (tal como la albúmina sérica de caballo (SEQ ID NO: 9) o 
albúmina sérica de burro (SEQ ID NO: 10)), albúmina sérica de conejo (SEQ ID NO: 11), albúmina sérica de cabra 
(SEQ ID NO: 12), albúmina sérica de oveja (SEQ ID NO: 13), albúmina sérica canina (SEQ ID NO: 14), albúmina 25 
sérica de pollo (SEQ ID NO: 15) y albúmina sérica de cerdo (SEQ ID NO: 16). 
 
La expresión "actividad de albúmina" se refiere a la capacidad de una albúmina, o una variante o fragmento de la 
misma, para prolongar la semivida de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina en comparación con una nucleasa 
no fusionada a la albúmina. La actividad de la albúmina también puede referirse a la capacidad de la albúmina, o una 30 
variante o fragmento de la misma, para unirse al receptor de Fc neonatal (FcRn), por ejemplo, FcRn humano (SEQ ID 
NO: 17). 
 
La expresión albúmina de "tipo silvestre" (TS) significa albúmina que tiene la misma secuencia de aminoácidos que 
se encuentra naturalmente en un animal o en un ser humano. En una realización, la albúmina de tipo silvestre es HSA 35 
(SEQ ID NO: 1). 
 
El término "variante", cuando se usa en el contexto de la albúmina, se refiere a un polipéptido derivado de una albúmina 
de tipo silvestre y difiere de la albúmina de tipo silvestre por una o más alteraciones, es decir, una sustitución, inserción 
y/o supresión, en una o más posiciones. Una sustitución significa un reemplazo de un aminoácido que ocupa una 40 
posición con un aminoácido diferente. Una supresión significa la eliminación de un aminoácido que ocupa una posición. 
Una inserción significa añadir 1 o más, tal como 1-3 aminoácidos, inmediatamente adyacentes a un aminoácido que 
ocupa una posición. Las albúminas variantes necesariamente tienen menos del 100 % de identidad de secuencia o 
similitud con la albúmina de tipo silvestre. En una realización preferida, la albúmina variante tendrá una secuencia de 
aminoácidos de aproximadamente el 75 % a menos del 100 % de identidad o similitud de secuencia de aminoácidos 45 
con la secuencia de aminoácidos de la albúmina de tipo silvestre, más preferentemente de aproximadamente el 80 % 
a menos del 100 %, más preferentemente de aproximadamente el 85 % a menos del 100 %, más preferentemente de 
aproximadamente el 90 % a menos del 100 % (por ejemplo, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) 
y lo más preferentemente de al aproximadamente el 95 % a menos del 100 %, por ejemplo, sobre la longitud de la 
molécula variante. 50 
 
Para los fines de la presente invención, el polipéptido de HSA expuesto en la SEQ ID NO: 1 se usa para determinar el 
resto de aminoácido correspondiente en otra albúmina, por ejemplo, una variante de albúmina o una variante de 
albúmina natural. La secuencia de aminoácidos de otra albúmina se alinea con el polipéptido maduro expuesto en la 
SEQ ID NO: 1, y en base a la alineación, el número de posición de aminoácido correspondiente a cualquier resto de 55 
aminoácido en el polipéptido maduro expuesto en la SEQ ID NO: 1 se determina utilizando el algoritmo de Needleman-
Wunsch (Needleman and Wunsch, JMB 1970;48:443-53) tal como se implementó en el programa Needle del paquete 
EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., Trends Genet 2000;16:276-
7), preferentemente versión 3.0.0 o posterior. La identificación del resto de aminoácido correspondiente en otra 
albúmina se puede confirmar mediante una alineación de múltiples secuencias de polipéptidos usando "ClustalW" 60 
(Larkin et al., Bioinformatics 2007;23:2947-8). Cuando el otro polipéptido (o proteína) ha divergido del polipéptido 
maduro expuesto en la SEQ ID NO: 1, de modo que la comparación tradicional basada en la secuencia no puede 
detectar su relación (Lindahl y Elofsson, JMB 2000;295:613-15), se pueden utilizar algoritmos de comparación de 
secuencia por pares. Se puede lograr una mayor sensibilidad en la búsqueda basada en secuencias utilizando 
programas de búsqueda que utilizan representaciones probabilísticas de familias de polipéptidos (perfiles) para buscar 65 
bases de datos. Por ejemplo, el programa PSI-BLAST genera perfiles a través de un proceso iterativo de búsqueda 
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en bases de datos y es capaz de detectar homólogos remotos (Atschul et al., Nucleic Acids Res 1997;25:3389-402). 
Se puede lograr una sensibilidad aún mayor si la familia o superfamilia del polipéptido tiene uno o más representantes 
en las bases de datos de estructuras de proteínas. Programas tales como GenTHREADER (Jones, JMB 1999;287:797-
81 5; McGuffin y Jones, Bioinformatics 2003;19:874-81) utilizan información de una variedad de fuentes (PSI-BLAST, 
predicción de estructura secundaria, perfiles de alineación estructural y potenciales de solvatación) como entradas a 5 
una red neuronal que predice el pliegue estructural para un secuencia de consulta. De manera similar, el método de 
Gough et al., JMB 2000;313:903-19, se puede usar para alinear una secuencia de estructura desconocida dentro de 
los modelos de superfamilia presentes en la base de datos SCOP. Estas alineaciones a su vez se pueden usar para 
generar modelos de homología para el polipéptido, y se puede evaluar la precisión de dichos modelos utilizando una 
variedad de herramientas desarrolladas para ese propósito. 10 
 
El término "fragmento", cuando se usa en el contexto de la albúmina, se refiere a cualquier fragmento de albúmina de 
longitud completa o una variante de la misma que extiende la semivida de un dominio nucleasa al que está fusionado 
o conjugado en relación con el dominio nucleasa no fusionado correspondiente. Un fragmento de una albúmina puede 
denominarse "porción", "región", o "resto". En algunas realizaciones, un fragmento de una albúmina puede referirse a 15 
un polipéptido que comprende una fusión de múltiples dominios de albúmina (véase, por ejemplo, el documento WO 
2011/124718), tal como los dominios I y III, y los dominios II y III, como se describe en más detalle infra. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "semivida en suero" se refiere al tiempo requerido para que la 
concentración de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina en suero in vivo disminuya en un 50 %. Cuanto más corta 20 
sea la semivida en suero de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina, menor será el tiempo que tendrá para ejercer 
un efecto terapéutico, aunque en algunas realizaciones como se analiza infra, es deseable una semivida en suero más 
corta de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. Se entiende que una "semivida en suero más larga" y expresiones 
similares están en relación con la molécula de albúmina de tipo silvestre correspondiente (por ejemplo, HSA con la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1). Por lo tanto, una variante con una semivida en suero más larga 25 
significa que la variante tiene una semivida en suero más larga que la albúmina de tipo silvestre correspondiente. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "glicosilación" o "glicosilado" se refiere a un proceso o resultado 
de añadir restos de azúcar a una molécula (por ejemplo, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina). 
 30 
Como se usa en el presente documento, la expresión "glicosilación alterada" se refiere a una molécula que está 
aglicosilada, desglicosilada o subglicosilada. 
 
Como se usa en el presente documento, "sitio(s) de glicosilación" se refiere a ambos sitios que potencialmente podrían 
aceptar un resto de carbohidrato, así como a los sitios dentro de la proteína en los que se ya ha unido un resto de 35 
carbohidrato e incluye cualquier secuencia de aminoácidos que podría actuar como un aceptor de un oligosacárido 
y/o carbohidrato. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "aglicosilación" o "aglicosilado" se refiere a la producción de una 
molécula (por ejemplo, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina) en una forma no glicosilada (por ejemplo, 40 
mediante la modificación por ingeniería de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina para que carezca de restos de 
aminoácidos que sirvan como aceptores de glicosilación). De manera alternativa, la molécula híbrida de nucleasa-
albúmina se puede expresar en, por ejemplo, E. coli, para producir una molécula híbrida de nucleasa-albúmina 

aglicosilada. 
 45 
Como se usa en el presente documento, el término "desglicosilación" o "desglicosilada" se refiere al proceso o 
resultado de la eliminación enzimática de restos de azúcar en una molécula. 
 
Como se usa en el presente documento, El término "subglicosilación" o "subglicosilado" se refiere a una molécula en 
la que una o más estructuras de carbohidratos que normalmente estarían presentes si se produjeran en una célula de 50 
mamífero se han omitido, eliminado, modificado o enmascarado. 
 
En determinados aspectos, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención pueden emplear uno o más 
"dominios enlazadores", tales como enlazadores de polipéptidos. Como se usa en el presente documento, el término 
"dominio enlazador" se refiere a una secuencia que conecta dos o más dominios en una secuencia lineal. Como se 55 
usa en el presente documento, la expresión "enlazador polipeptídico" se refiere a una secuencia de un péptido o 
polipéptido (por ejemplo, una secuencia de un péptido o polipéptido sintética) que conecta dos o más dominios en una 
secuencia de aminoácidos lineal de una cadena de polipéptido. Por ejemplo, los enlazadores polipeptídicos pueden 
usarse para conectar un dominio nucleasa a una albúmina, o una variante o fragmento de la misma. Preferentemente, 
estos enlazadores polipeptídicos pueden proporcionar flexibilidad a la molécula de polipéptido. En determinadas 60 
realizaciones, el enlazador polipeptídico se usa para conectar (por ejemplo, fusionar genéticamente) una albúmina, o 
una variante o fragmento de la misma, con uno o más dominios nucleasa. Una molécula híbrida de nucleasa-albúmina 
de la invención puede comprender más de un dominio enlazador o enlazador peptídico. Se conocen diversos 
enlazadores peptídicos en la técnica. 
 65 
Como se usa en el presente documento, la expresión "enlazador polipeptídico gly-ser" se refiere a un péptido que 
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consiste en restos de glicina y serina. Un enlazador polipeptídico gly/ser ejemplar comprende la secuencia de 
aminoácidos (Gly4Ser)n. En algunas realizaciones, n es 1 o más, tal como 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o 
más, 7 o más, 8 o más, 9 o más o 10 o más (p.ej., (Gly4Ser)10). Otro enlazador polipeptídico gly/ser ejemplar comprende 
la secuencia de aminoácidos (Gly4Ser)n. En algunas realizaciones, n es 1 o más, tal como 2 o más, 3 o más, 4 o más, 
5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más o 10 o más (p.ej., Ser(Gly4Ser)10). 5 
 
Como se usa en el presente documento, los términos "acoplado", "unido", "fusionado", o "fusión", se usan 
indistintamente. Estos términos se refieren a la unión de dos elementos o componentes o dominios más, por cualquier 
medio que incluya conjugación química o medios recombinantes. Los métodos de conjugación química (por ejemplo, 
usando agentes de reticulación heterobifuncionales) son conocidos en la técnica. 10 
 
Una secuencia polipeptídica o de aminoácidos "derivada de" un polipéptido o proteína designado se refiere al origen 
del polipéptido. Preferentemente, la secuencia polipeptídica o de aminoácidos que deriva de una secuencia particular 
tiene una secuencia de aminoácidos que es esencialmente idéntica a esa secuencia o una porción de la misma, en 
donde la porción consiste en al menos 10-20 aminoácidos, preferentemente al menos 20-30 aminoácidos, más 15 
preferentemente al menos 30-50 aminoácidos, o que de otra manera un experto en la materia puede identificar como 
que tiene su origen en la secuencia. Los polipéptidos derivados de otro péptido pueden tener una o más mutaciones 
en relación con el polipéptido de partida, por ejemplo, uno o más restos de aminoácidos que se han sustituido con otro 
resto de aminoácido o que tienen una o más inserciones o supresiones de restos de aminoácidos. 
 20 
En una realización, hay una diferencia de aminoácidos entre una secuencia polipeptídica de partida y la secuencia 
derivada de la misma. La identidad o similitud con respecto a esta secuencia se define en el presente documento como 
el porcentaje de restos de aminoácidos en la secuencia candidata que son idénticos (es decir, el mismo resto) con los 
restos de aminoácidos de partida, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr 
el máximo porcentaje de identidad de secuencia. 25 
 
En una realización, un polipéptido de la invención consiste en, consiste esencialmente en, o comprende una secuencia 
de aminoácidos seleccionada de la Tabla 1 y variantes funcionalmente activas de la misma. En una realización, un 
polipéptido incluye una secuencia de aminoácidos al menos un 80 %, tal como al menos un 81 %, al menos un 82 %, 
al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al 30 
menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al 
menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % idéntica a una secuencia 
de aminoácidos expuesta en la Tabla 1. En algunas realizaciones, un polipéptido incluye una secuencia de 
aminoácidos contigua al menos un 80 %, tal como al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos 
un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos 35 
un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos 
un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % idéntica a una secuencia de aminoácidos contigua 
expuesta en la Tabla 1. En algunas realizaciones, un polipéptido incluye una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos un 10, tal como al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, 
al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 40 
90, al menos 95, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, o al menos 500 (o cualquier número entero 
dentro de estos números) aminoácidos contiguos de una secuencia de aminoácidos expuesta en la Tabla 1. 
 
En algunas realizaciones, los péptidos de la invención están codificados por una secuencia de nucleótidos. Las 
secuencias de nucleótidos de la invención pueden ser útiles para una serie de aplicaciones, que incluyen: clonación, 45 
terapia génica, expresión y purificación de proteínas, introducción de mutaciones, vacunación con ADN de un 
hospedador que lo necesite, generación de anticuerpos para, por ejemplo, inmunización pasiva, PCR, generación de 
cebadores y sondas, diseño y generación de ARNip (véase, por ejemplo, el sitio web de Dharmacon siDesign), y 
similares. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos de la invención comprende, consiste en o consiste 
esencialmente en, una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de una molécula híbrida 50 
de nucleasa-albúmina seleccionada de la Tabla 1. En algunas realizaciones, una secuencia de nucleótidos incluye 
una secuencia de nucleótidos de al menos un 80 %, tal como al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, 
al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al 
menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al 
menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % idéntica a una secuencia de nucleótidos 55 
que codifica la secuencia de aminoácidos de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina en la Tabla 1. En algunas 
realizaciones, una secuencia de nucleótidos incluye una secuencia de nucleótidos contigua de al menos un 80 %, tal 
como al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 
86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 60 
98 %, o al menos un 99 % idéntica a una secuencia de nucleótidos contigua que codifica una secuencia de 
aminoácidos expuesta en la Tabla 1. En algunas realizaciones, una secuencia de nucleótidos incluye una secuencia 
de nucleótidos que tiene al menos 10, tal como al menos 15, tal como al menos 20, al menos 25, al menos 30, al 
menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 
75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, 65 
o al menos 500 (o cualquier número entero dentro de estos números) nucleótidos contiguos de una secuencia de 
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nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos expuesta en la Tabla 1. 
 
En algunas realizaciones, las secuencias polipeptídicas de la invención no son inmunogénicas y/o tienen 
inmunogenicidad reducida. 
 5 
Un experto en la materia también entenderá que las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención pueden 
alterarse de manera que varíen en secuencia de las secuencias de origen natural o naturales de las cuales derivan 
sus componentes (por ejemplo, dominios nucleasa, dominios enlazadores y dominios de albúmina), mientras 
conservan la actividad deseable de las secuencias naturales. Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones de 
nucleótidos o aminoácidos que conducen a sustituciones conservativas o cambios en restos de aminoácidos "no 10 
esenciales". Se puede crear una molécula de ácido nucleico aislada que codifique una variante no natural de una 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina derivada de una albúmina (por ejemplo, HSA) mediante la introducción de una 
o más sustituciones, adiciones o supresiones de nucleótidos en la secuencia de nucleótidos de la albúmina de manera 
que se introducen una o más sustituciones, adiciones o supresiones de aminoácidos en la proteína codificada. Las 
mutaciones pueden introducirse mediante técnicas convencionales, tales como mutagénesis de sitio dirigido y 15 
mutagénesis mediada por PCR. 
 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención pueden comprender sustituciones conservativas de 
aminoácidos en uno o más restos de aminoácidos, por ejemplo, en restos de aminoácidos esenciales o no esenciales. 
Una "sustitución de aminoácidos conservativa" es aquella en la que se reemplaza el resto de aminoácido por un resto 20 
de aminoácido que tenga una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de restos de aminoácidos 
que tienen cadenas laterales similares, incluyendo cadenas laterales básicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), 
cadenas laterales ácidas (por ejemplo, ácido aspártico, ácido glutámico), cadenas laterales polares no cargadas (por 
ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteína), cadenas laterales no polares (por ejemplo, 
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano), cadenas laterales beta-ramificadas (por 25 
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromáticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptófano, 
histidina). Por lo tanto, un resto de aminoácido no esencial en una molécula híbrida de nucleasa-albúmina se 
reemplaza preferentemente con otro resto de aminoácido de la misma familia de cadenas laterales. En otra realización, 
puede reemplazarse una serie de aminoácidos por una serie estructuralmente similar que difiere en cuanto a su orden 
y/o composición de miembros de la familia de cadenas laterales. De manera alternativa, en otra realización, las 30 
mutaciones pueden introducirse aleatoriamente a lo largo de toda o parte de una secuencia codificante, tal como por 
mutagénesis por saturación, y los mutantes resultantes pueden incorporarse en las moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina de la invención y explorarse para determinar su capacidad para unirse a la diana deseada. 
 
El término "mejorar" se refiere a cualquier resultado terapéuticamente beneficioso en el tratamiento de un estado de 35 
enfermedad, por ejemplo, por ejemplo, una patología autoinmunitaria (por ejemplo, LES, síndrome de Sjogren), que 
incluye profilaxis, disminución de la gravedad o progresión, remisión o cura de la misma. 
 
La expresión "in situ" se refiere a procesos que se producen en una célula viva que crece separada de un organismo 

vivo, por ejemplo, que crece en cultivo de tejidos. 40 
 
La expresión "in vivo" se refiere a procesos que se producen en un organismo vivo. 
 
El término "mamífero" o "sujeto" o "paciente" como se usa en el presente documento incluye tanto seres humanos 
como no humanos e incluye, aunque sin limitación seres humanos, primates no humanos, cánidos, felinos, murinos, 45 
bovinos, equinos y porcinos. 
 
La expresión porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o más secuencias de los ácidos nucleicos o 
polipeptídicas, se refiere a dos o más secuencias o subsecuencias que tienen un porcentaje específico de nucleótidos 
o restos de aminoácidos que son iguales (por ejemplo, cuando se comparan y alinean para una correspondencia 50 
máxima, medida con uno de los algoritmos de comparación de secuencias que se describen a continuación (por 
ejemplo, BLASTP y BLASTN u otros algoritmos disponibles para los expertos) o mediante inspección visual. 
Dependiendo de la aplicación, el porcentaje de "identidad" puede existir sobre una región de la secuencia a comparar, 
por ejemplo, sobre un dominio funcional, o, de manera alternativa, puede existir sobre la longitud total de las dos 
secuencias a comparar. 55 
 
Para la comparación de secuencias, generalmente una secuencia actúa como una secuencia de referencia con la que 
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparación de secuencias, las secuencias 
de prueba y referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, si fuera 
necesario, y se designan los parámetros del programa del algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparación de 60 
secuencias entonces calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la o las secuencias de prueba respecto a 
la secuencia de referencia, basándose en los parámetros del programa designados. 
 
La alineación óptima de secuencias para la comparación puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de homología 
local de Smith y Waterman, Adv Appl Math 1981;2:482, por el algoritmo de alineación de homología de Needleman y 65 
Wunsch, J Mol Biol 1970;48:443, por el método de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman, PNAS 1988;85:2444, 
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mediante implementaciones informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin 
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspección visual 
(véase generalmente Ausubel et al, infra). 
 
Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de 5 
secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J Mol Biol 1990;215:403-10. El software para 
realizar análisis BLAST está disponible públicamente a través del sitio web del Centro Nacional de Información 
Biotecnológica. 
 
LA expresión "cantidad suficiente" significa una cantidad suficiente para producir un efecto deseado, por ejemplo, una 10 
cantidad suficiente para modular la agregación de proteínas en una célula. 
 
La expresión "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad que es eficaz para mejorar un síntoma de una 
enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una "cantidad profilácticamente eficaz", ya que la 
profilaxis puede considerarse terapia. 15 
 
El término "aproximadamente" se entenderá por un experto en la materia y variará hasta cierto punto dependiendo del 
contexto en el que se utilice. Si hay usos del término que no están claros para los expertos en la materia dado el 
contexto en el que se utilizan, "aproximadamente" significará hasta más o menos un 10 % del valor particular. 
 20 
Debe destacarse que, como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular 
"un/o", "una" y "el" o "la" incluyen referentes plurales salvo que el contexto indique claramente lo contrario. 
 
Moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
 25 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención incluyen una albúmina, o a una variante o fragmento de 
la misma, que altera la semivida en suero de las moléculas de nucleasa a las que está fusionada en comparación con 
las moléculas de nucleasa que no están fusionadas a la albúmina, o a una variante o fragmento de la misma. Dichas 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se denominan en el presente documento "moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina" o "moléculas híbridas de albúmina-nucleasa", que se utilizan indistintamente. 30 
 
En algunas realizaciones, una composición de la invención incluye una molécula híbrida de nucleasa-albúmina. En 
algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye un dominio nucleasa operativamente 
acoplado a una albúmina, o a una variante o fragmento de la misma. En algunas realizaciones, la molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina es una proteína nucleasa. En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina es 35 
un polinucleótido de nucleasa. 
 
En algunas realizaciones, el dominio nucleasa está operativamente acoplado a la albúmina, o a una variante o 
fragmento de la misma, a través de un dominio enlazador. En algunas realizaciones, el dominio enlazador es un 
péptido enlazador. En algunas realizaciones, el dominio enlazador es un nucleótido enlazador. 40 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye una molécula líder, por ejemplo, un péptido 
líder. En algunas realizaciones, la molécula líder es un péptido líder colocado en el extremo N del dominio nucleasa. 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de la invención comprende un péptido líder en 
el extremo N de la molécula, en donde el péptido líder se escinde más tarde de la molécula híbrida de nucleasa-45 
albúmina. Los métodos para generar secuencias de los ácidos nucleicos que codifican un péptido líder fusionado a 
una proteína recombinante son bien conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, cualquiera de las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina de la presente invención puede expresarse con o sin un líder fusionado a su extremo 
N. Un experto en la materia puede predecir y/o deducir la secuencia de proteína de una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina de la presente invención después de la escisión de un péptido líder fusionado. 50 
 
Ejemplos de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la presente divulgación que incluyen adicionalmente un 
péptido líder VK3 (VK3LP),en las que el péptido líder está fusionado al extremo N de la molécula híbrida de nucleasa-
albúmina, se exponen en las SEQ ID NO: 18-41 (RSLV-301, RSLV-302, RSLV-303, RSLV-304, RSLV-305, RSLV-
306, RSLV-307, RSLV- 308, RSLV-309, RSLV-310, RSLV-311, RSLV-312, RSLV-313, RSLV-314, RSLV-315, RSLV-55 
316, RSLV-317, RSLV- 318, RSLV-319, RSLV-320, RSLV-321, RSLV-322, RSLV-323, RSLV-324, RSLV-325, RSLV-
326, RSLV-327, RSLV- 328, RSLV-329, RSLV-330, RSLV-331 y RSLV-332, respectivamente). Dichas secuencias 
líderes pueden mejorar el nivel de síntesis y secreción de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina en células de 
mamífero. En algunas realizaciones, el líder se escinde, produciendo moléculas híbridas de nucleasa-albúmina que 
tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 120-122, 124 y 125. En algunas realizaciones, una molécula 60 
híbrida de nucleasa-albúmina de la presente invención se expresa sin un péptido líder fusionado a su extremo N, y la 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina resultante tiene una metionina N-terminal. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluirá un codón de parada. En algunas 
realizaciones, el codón de parada estará en el extremo C de la albúmina, o de una variante o fragmento de la misma. 65 
En otras realizaciones, el codón de parada estará en el extremo C del dominio nucleasa (por ejemplo, dominio RNasa 
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y/o DNasa). El posicionamiento apropiado de un codón de parada diferirá dependiendo de la configuración de los 
componentes dentro de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina, y será evidente para el experto en la materia. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye además un segundo dominio nucleasa. 
En algunas realizaciones, el segundo dominio nucleasa está operativamente acoplado a la albúmina, o a una variante 5 
o fragmento de la misma, a través de un segundo dominio enlazador. En algunas realizaciones, el segundo dominio 
enlazador estará en el extremo C de la albúmina, o de una variante o fragmento de la misma. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye dos dominios nucleasa acoplados 
operativamente entre sí en tándem y acoplados adicionalmente de manera operativa al extremo N o C de la albúmina, 10 
o de una variante o fragmento de la misma. 
 
La Figura 1 muestra configuraciones ejemplares de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina, y la Tabla 1 
proporciona las secuencias de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina ejemplares de diversas configuraciones. 
 15 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina es un dominio multinucleasa (p. ej., tanto RNasa 
como DNasa) fusionado a una albúmina, o a una variante o fragmento de la misma, que se une específicamente a 
complejos inmunitarios extracelulares. En algunas realizaciones, la albúmina, o una variante o fragmento de la misma, 
muestra una mayor unión al receptor FcRn, aumentando así la semivida en suero y la biodisponibilidad de la molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina en circulación. En otras realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina tiene 20 
actividad contra sustratos de ARN monocatenarios y bicatenarios. 
 
En una realización, el dominio nucleasa está operativamente acoplado (p. ej., químicamente conjugado o 
genéticamente fusionado (p. ej., bien directamente o mediante un enlazador polipeptídico)) al extremo N de una 
albúmina, o de una variante o fragmento de la misma. En otra realización, el dominio de la nucleasa está 25 
operativamente acoplado (por ejemplo, químicamente conjugado o genéticamente fusionado (por ejemplo, bien 
directamente o mediante un enlazador polipeptídico)) al extremo C de una albúmina, o de una variante o fragmento 
de la misma. En otras realizaciones, el dominio de la nucleasa está operativamente acoplado (por ejemplo, 
químicamente conjugado o genéticamente fusionado (por ejemplo, bien directamente o mediante un enlazador 
polipeptídico)) a través de una cadena lateral de aminoácidos de una albúmina, o de una variante o fragmento de la 30 
misma. 
 
En determinadas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención comprenden dos o más 
dominios nucleasa y al menos una albúmina, o una variante o fragmento de la misma. Por ejemplo, los dominios 
nucleasa pueden estar acoplados operativamente tanto al extremo N como al extremo C de una albúmina, o de una 35 
variante o fragmento de la misma, con enlazadores opcionales entre los dominios nucleasa y la albúmina, o la variante 
o fragmento de la misma. Los dominios nucleasa pueden ser idénticos, por ejemplo, RNasa y RNasa, o DNasa1 y 
DNasaI. En algunas realizaciones, los dominios nucleasa son diferentes, por ejemplo, DNasa y RNasa. 
 
En otras realizaciones, dos o más dominios nucleasa están acoplados operativamente entre sí (por ejemplo, a través 40 
de un enlazador polipeptídico) en serie, y la matriz en tándem de dominios nucleasa está acoplada de manera 
operativa (por ejemplo, químicamente conjugada o genéticamente fusionada (por ejemplo, bien directamente o 
mediante un enlazador polipeptídico)) bien al extremo C o al extremo N de una albúmina, o de una variante o fragmento 
de la misma. En otras realizaciones, la matriz en tándem de dominios nucleasa está operativamente acoplada tanto al 
extremo C como al extremo N de una albúmina, o de una variante o fragmento de la misma. 45 
 
En otras realizaciones, uno o más dominios nucleasa pueden insertarse entre dos albúminas, o variantes o fragmentos 
de las mismas. Por ejemplo, uno o más dominios nucleasa pueden formar la totalidad o parte de un enlazador 
polipeptídico de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de la invención. 
 50 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina preferidas de la invención comprenden al menos un dominio nucleasa 
(por ejemplo, RNasa o DNasa), al menos un dominio enlazador y al menos una albúmina, o una variante o fragmento 
de la misma. 
 
En consecuencia, en algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención comprenden 55 
albúmina, o a una variante o fragmento de la misma, como se describe supra, aumentando así la semivida en suero y 

la biodisponibilidad de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. En algunas realizaciones, una molécula híbrida 
de nucleasa-albúmina es como se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: 112-114 116, 117, 120-122, 124 y 125. 
 
El experto en la materia entenderá que son posibles otras configuraciones de los dominios nucleasa y albúmina, con 60 
la inclusión de enlazadores opcionales entre los dominios nucleasa y/o entre los dominios nucleasa y la albúmina. 
También se entenderá que la orientación de los dominios se puede alterar, siempre que los dominios nucleasa estén 
activos en la configuración particular probada. 
 
En determinadas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención tienen al menos un 65 
dominio nucleasa específico para una molécula diana que media un efecto biológico. En otra realización, la unión de 
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las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención a una molécula diana (por ejemplo, ADN o ARN) da como 
resultado la reducción o eliminación de la molécula diana, por ejemplo, de una célula, un tejido o de la circulación. 
 
En otras realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención pueden ensamblarse juntas o con 
otros polipéptidos para formar proteínas de unión que tienen dos o más polipéptidos ("multímeros"), en donde al menos 5 
un polipéptido del multímero es una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de la invención. Las formas multiméricas 
ejemplares incluyen proteínas de unión alteradas diméricas, triméricas, tetraméricas y hexaméricas y similares. En 
una realización, los polipéptidos del multímero son iguales (es decir, proteínas de unión alteradas homoméricas, por 
ejemplo, homodímeros, homotetrámeros). En otra realización, los polipéptidos del multímero son diferentes (por 
ejemplo, heteromérico). 10 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina tiene una semivida en suero que aumenta al 
menos aproximadamente 1,5 veces, tal como al menos 3 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 
aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos 
aproximadamente 200 veces, al menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos 15 
aproximadamente 500 veces, al menos aproximadamente 600 veces, al menos aproximadamente 700 veces, al menos 
aproximadamente 800 veces, al menos aproximadamente 900 veces, al menos aproximadamente 1000 veces, o 1000 
veces o más en relación con la molécula de nucleasa correspondiente que no está fusionada a una albúmina, o a una 
variante o fragmento de la misma. En otras realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina tiene una 
semivida en suero que disminuye al menos aproximadamente 1,5 veces, tal como al menos 3 veces, al menos 5 veces, 20 
al menos 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos 
aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al menos aproximadamente 300 veces, al menos 
aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces, o 500 veces o menos en relación con la molécula 
de nucleasa correspondiente que no está fusionada a una albúmina, o a una variante o fragmento de la misma. Se 
pueden usar métodos de rutina reconocidos en la técnica para determinar la semivida en suero de las moléculas 25 
híbridas de nucleasa-albúmina de la invención. 
 
En algunas realizaciones, la actividad de la RNasa en la molécula híbrida de nucleasa-albúmina no es inferior a 
aproximadamente 10 veces menos, tal como 9 veces menos, 8 veces menos, 7 veces menos, 6 veces menos, 5 veces 
menos, 4 veces menos, 3 veces menos, o 2 veces menos que la actividad de una molécula de RNasa de control. En 30 
algunas realizaciones, la actividad de la RNasa en la molécula híbrida de nucleasa-albúmina es aproximadamente 
igual a la actividad de una molécula de RNasa de control. 
 
En algunas realizaciones, la actividad de la DNasa en la molécula híbrida de nucleasa-albúmina no es inferior a 
aproximadamente 10 veces menos, tal como 9 veces menos, 8 veces menos, 7 veces menos, 6 veces menos, 5 veces 35 
menos, 4 veces menos, 3 veces menos, o 2 veces menos que la actividad de una molécula de DNasa de control. En 
algunas realizaciones, la actividad de la DNasa en la molécula híbrida de nucleasa-albúmina es aproximadamente 
igual a la actividad de una molécula de control de DNasa. 
 
En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina incluyen una albúmina, o a una variante o 40 
fragmento de la misma, que, por ejemplo, permite la unión al receptor FcRn y, por lo tanto, aumenta la semivida y la 
biodisponibilidad en suero. En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina pueden ser activas 
hacia complejos inmunitarios extracelulares que contienen ADN y/o ARN, por ejemplo, bien en forma soluble o 
depositados como complejos insolubles. 
 45 
En algunas realizaciones, la actividad de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina es detectable in vitro y/o in vivo. 
 
En el presente documento se describe una molécula multifuncional de RNasa o DNasa que está unida a otra enzima 
o anticuerpo que tiene especificidad de unión, tal como un scFv dirigido a ARN o ADN o un segundo dominio nucleasa 
con las mismas o diferentes especificidades que el primer dominio. 50 
 
En algunas realizaciones, los dominios enlazadores incluyen (Gly4Ser) 3, 4 o variantes de 5 que alteran la longitud del 
enlazador por 5 progresiones de aminoácidos. En otra realización, un dominio enlazador tiene aproximadamente 18 
aminoácidos de longitud e incluye un sitio de glicosilación ligado a N, que puede ser sensible a la escisión por proteasas 
in vivo. En algunas realizaciones, un sitio de glicosilación ligado a N puede proteger las moléculas híbridas de 55 
nucleasa-albúmina de la escisión en el dominio enlazador. En algunas realizaciones, un sitio de glicosilación ligado a 
N puede ayudar a separar el plegamiento de dominios funcionales independientes separados por el dominio enlazador. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye sustancialmente la totalidad o al menos 
un fragmento enzimáticamente activo de una DNasa. En algunas realizaciones, la DNasa es una DNasa secretada de 60 
Tipo I. En el presente documento se describe una DNasa humana tal como la DNasa 1 pancreática humana madura 
(entrada de UniProtKB P24855, SEQ ID NO: 66; DNasal humana precursora, SEQ ID NO: 67). Un alelo variante de 
origen natural, A114F (SEQ ID NO: 68), que muestra una sensibilidad reducida a la actina, puede incluirse en una 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina de DNasa1 (véase Pan et al., JBC 1998;273:18374-81; Zhen et al., BBRC 
1997;231:499-504; Rodriguez et al., Genomics 1997;42:507-13). Un alelo variante de origen natural, G105R (SEQ ID 65 
NO: 69), que muestra una alta actividad DNasa en relación con la DNasal de tipo silvestre, puede incluirse en una 
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molécula híbrida de nucleasa-albúmina de DNasal (vésase Yasuda et al., Int J Biochem Cell Biol 2010;42:1216-25). 
En algunas realizaciones, esta mutación se introduce en una molécula híbrida de nucleasa-HSA para generar un 
derivado más estable de DNasal humana. En algunas realizaciones, la DNasa está mutada para eliminar posibles 
sitios de glicosilación ligados a N, es decir, frestos de asparagina en las posiciones 18 y 106 del dominio DNasal 
expuesto en la SEQ ID NO: 66 (es decir, DNasa1 humana N18S/N106S/A114F, SEQ ID NO: 83 ), que corresponden 5 
a restos de asparagina en las posiciones 40 y 128, respectivamente, de DNasal pancreática de longitud completa con 
el líder natural (SEQ ID NO: 67). 
 
En algunas realizaciones, la DNasa es una DNasal humana que comprende una o más sustituciones de aminoácidos 
básicas (es decir, cargadas positivamente) para aumentar la funcionalidad de la DNasa y la escisión de la cromatina. 10 

En algunas realizaciones, los aminoácidos básicos se introducen en DNasal humana en la interfaz de unión de ADN 
para potenciar la unión con fosfatos cargados negativamente sobre sustratos de ADN (véanse los documentos US 
7407785; US 6391607). Esta DNasa1 hiperactiva puede denominarse "cortador de cromatina". 
 
En algunas realizaciones, se introducen 4, 5 o 6 sustituciones de aminoácidos básicos en DNasal. Por ejemplo, tres o 15 
más de los siguientes restos están mutados para potenciar la unión al ADN: Gln9, Glul3, Thr14, His44, Asn74, Asn110, 
Thr205. En algunas realizaciones, tres o más de los aminoácidos anteriores están sustituidos con aminoácidos básicos 
tales como, arginina, lisina y/o histidina. Por ejemplo, una DNasa humana mutante puede incluir tres o más de las 
siguientes sustituciones: Q9R, E13R, T14K, H44K, N74K, N110R, T205K. En algunas realizaciones, la DNasal humana 
mutante también incluye una sustitución A114F, que reduce la sensibilidad a la actina (véase el documento US 20 
6348343). En una realización, la DNasal humana mutante incluye las siguientes sustituciones: E13R, N74K, A114F y 
T205K. 
 
En algunas realizaciones, la DNasal humana mutante incluye además mutaciones para eliminar posibles sitios de 
glicosilación, por ejemplo, restos de asparagina en las posiciones 18 y 106 del dominio DNasal expuesto en la SEQ 25 
ID NO: 66, que corresponden a restos de asparaginas en las posiciones 40 y 128, respectivamente, de la DNasal 
pancreática de longitud completa con el líder natural (SEQ ID NO: 67). En una realización, la DNasa1 humana mutante 
incluye las siguientes sustituciones: E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S. 
 
La DNasa puede ser una enzima similar a DNasa 1 (DNasaL), 1-3 (entrada de UniProtKB Q13609; SEQ ID NO: 70). 30 
La DNasa puede ser la tres prima exonucleasa 1 de reparación (TREX1; entrada de UniProtKB Q9NSU2; SEQ ID NO: 
71). La DNasa puede ser DNasa2. La DNasa2 puede ser DNAsa2 alfa (es decir, DNasa2; entrada UnitProtKB 
O00115SEQ ID NO: 72) o DNasa2 beta (es decir, DNasa ácida similar a DNasa2; entrada UnitProtKB Q8WZ79; SEQ 
ID NO: 73). Los sitios de glicosilación ligados a N de DNasa 1L3, TREX1, DNasa2 alfa o DNasa2 beta pueden estar 
mutados para eliminar posibles sitios de glicosilación ligados a N. 35 
 
En algunas realizaciones, se produce una DNasa-enlazador-albúmina que contiene un dominio enlazador de 20 o 25 
aa. En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina incluyen RNasa-albúmina-enlazador-
DNasal, en donde el dominio DNasal está ubicado en el lado COOH de la albúmina. En otras realizaciones, las 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina incluyen DNasa1-albúmina-enlazador-RNasa, en donde el dominio DNasal 40 
está ubicado en el lado NH2 de la albúmina. En algunas realizaciones, ae producen moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina que incorporan DNasa1 e incluyen: DNasal-albúmina-RNasa, RNasa- albúmina-DNasa1, DNasa1-
enlazador-albúmina-enlazador-RNasa, RNasa-enlazador-albúmina-enlazador-DNasa 1, DNasa 1-enlazador-RNasa- 
albúmina, RNasa-enlazador-DNasal-albúmina, albúmina-DNasal-enlazador-RNasa y albúmina-RNasa-enlazador-
DNasal. Configuraciones ejemplares de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina que comprenden DNasal se 45 
muestran en la Figura 1. En estas realizaciones, la RNasa puede ser, por ejemplo, RNasaI humana. 
 
Una molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir TREX1 (SEQ ID NO: 71). Una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina con TREX1 puede ser capaz de digerir cromatina. Una célula puede expresar una molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina con TREX1. La molécula híbrida de nucleasa-albúmina expresada puede incluir TREX-1 murina y 50 
una albúmina, o una variante o fragmento de la misma. Se puede eliminar una región hidrófoba de aproximadamente 
72 aa del extremo COOH de TREX-1 antes de la fusión a la albúmina, o a una variante o fragmento de la misma, a 
través del dominio enlazador. En algunas realizaciones, una versión de dominio enlazador de 20 aminoácidos de la 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina muestra altos niveles de expresión en comparación con los controles y/u otras 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. En algunas realizaciones, los ensayos de enzimas cinéticas se utilizan para 55 
comparar la actividad enzimática de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina y los controles de forma cuantitativa. 
 
La optimización adicional de la unión de fusión elegida para el truncamiento de una enzima TREX1 puede usarse para 
mejorar la expresión de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. 
 60 
La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de dominio 
TREX1-enlazador-albúmina humano con dominos enlazadores de 20 y/o 25 aa. En algunas realizaciones, los dominios 
enlazadores son variantes de un casete (Gly4Ser)4 o (Gly4Ser)5 con uno o más sitios de restricción unidos para su 
incorporación en la construcción de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. Debido a la dimerización cabeza-cola 
útil para la actividad de la enzima TREX1; se puede usar un dominio enlazador más largo y flexible para facilitar el 65 
plegamiento adecuado. 
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La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede ser una molécula híbrida de nucleasa-albúmina con tándem de 
TREX1. Un método alternativo para facilitar el plegamiento cabeza-cola de TREX1 es generar una molécula híbrida 
de nucleasa-albúmina TREX1-TREX1-albúmina que incorpore dos dominios TREX1 en tándem, seguidos de un 
dominio enlazador y un dominio de albúmina. La posición de los cassettes TREX1 de manera cabeza-cola puede 5 
corregirse para el plegamiento cabeza-cola en cualquier brazo de la inmunoenzima e introducir un dominio funcional 
TREX1 único en cada brazo de la molécula. Cada inmunoenzima de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede 
tener dos enzimas TREX1 funcionales unidas a una única HSA, o a una variante o fragmento de la misma. 
 
La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir TREX1-enlazador1-albúmina-enlazador2-RNasa. La molécula 10 
híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir RNasa-albúmina -enlazador-TREX1. Se pueden derivar casetes para la 
fusión tanto de amino como carboxilo de cada enzima para su incorporación en moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina donde se invierte la configuración de la enzima. La enzima RNasa puede mostrar una actividad funcional 
comparable independientemente de su posición en las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. En algunas 
realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina alternativas pueden diseñarse para probar si una 15 
configuración particular demuestra una expresión y/o función mejorada de los componentes de la molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina. 
 
La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir DNasa 1L3-albúmina. La DNasa 1L3 puede construirse a 
partir de una secuencia humana (SEQ ID NO: 70) o murina (SEQ ID NO: 74) y expresarse. Se puede construir y 20 
expresar una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de DNasa 1L3-albúmina-RNasa humana. La molécula puede 
incluir DNasa 1L3-albúmina humana, DNasa 1L3-albúmina-RNasa humana y/o RNasa-albúmina-DNasa 1L3 humana. 
 
La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir DNasa2 alfa (SEQ ID NO: 72) o DNasa2 beta (SEQ ID NO: 
73). Se puede construir y expresar una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de DNasa2 alfa-albúmina-RNasa 25 
humana o de DNasa2 beta-albúmina-RNasa humana. La molécula puede incluir DNasa2 alfa-albúmina humana, 
DNasa2 alfa-albúmina-RNasa humana y/o RNasa-albúmina-DNasa2 alfa humana. La molécula puede incluir DNasa2 
beta-albúmina, DNasa2 beta-albúmina-RNasa y/o RNasa-albúmina-DNasa2 beta humana. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye una RNasal, preferentemente RNasal 30 
pancreática humana (entrada de UniProtKB P07998; hRNasa1 madura, SEQ ID NO: 75; precursor de hRNasa1, SEQ 
ID NO: 76) de la familia de RNasa A. En algunas realizaciones, la RNasa1 humana está mutada para eliminar todos 
los posibles sitios de glicosilación ligados a N, es decir, restos de asparagina en las posiciones 34, 76 y 88 del dominio 
RNasal expuesto en la SEQ ID NO: 75 (es decir, RNasa1 N34S/N76S/N88S humana, SEQ ID NO: 84 ), que 
corresponden a restos de asparagina en las posiciones 62, 104 y 116, respectivamente, de RNasa1 pancreática de 35 
longitud completa con el líder natural (SEQ ID NO: 76). Un experto en la materia podría determinar que las posiciones 
34, 76 y 88 del dominio RNasa1 expuestas en la SEQ ID NO: 75 cambiarían dependiendo de la longitud de una 
secuencia líder incluida en la construcción. En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina 
comprende RNasal humana unida a la albúmina a través de un dominio enlazador de 20-25 aminoácidos. En algunas 
realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina incluyen DNasa-albúmina-enlazador-RNasaI, en donde el 40 
dominio RNasal está ubicado en el lado COOH de la albúmina. En otras realizaciones, las moléculas híbridas de 
nucleasa-albúmina incluyen RNasaI-albúmina-enlazador-DNasa, en donde el dominio RNasal está ubicado en el lado 
NH2 de la albúmina. En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina incorporan RNasa1 
humana e incluyen: RNasa1-albúmina-DNasa, DNasa-albúmina-RNasal, RNasa1- enlazador-albúmina-enlazador-
DNasa, DNasa-enlazador-albúmina-enlazador-RNasa1, RNasa1-enlazador-DNasa-albúmina, DNasa-enlazador-45 
RNasal-albúmina, albúmina-RNasal-enlazador-DNasa, y albúmina-DNasa-enlazador-RNasal. Configuraciones 
ejemplares de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina que comprenden RNasal se muestran en la Figura 1. En 
estas realizaciones, la DNasa puede ser, por ejemplo, DNasa1 humana. 
 
En algunas realizaciones, se optimizan las uniones de fusión entre dominios enzimáticos y los otros dominios de la 50 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 
 
En algunas realizaciones, las dianas de la actividad enzimática de RNasa de las moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina de RNasa son principalmente extracelulares, que consiste en, por ejemplo, ARN contenido en complejos 
inmunitarioss con autoanticuerpos anti-RNP y ARN expresado en la superficie de las células que sufren apoptosis. En 55 
algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina de RNasa es activa en el ambiente ácido de las 
vesículas endocíticas. En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de RNasa que incluye 
una albúmina, o una variante o fragmento de la misma, se adapta para ser activa tanto extracelularmente como en el 
entorno endocítico. En algunos aspectos, esto permite que una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de RNasa que 
incluye una HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma, detenga la señalización de TLR7 a través 60 
de complejos inmunitarios previamente absorbidos o mediante ARN que activan TLR7 después de una infección vírica. 
En algunas realizaciones, la RNasa de tipo silvestre de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de RNasa no es 
resistente a la inhibición por un inhibidor citoplasmático de RNasa. En algunas realizaciones, la RNasa de tipo silvestre 
de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina de RNasa no es activa en el citoplasma de una célula. 
 65 
En las realizaciones reivindicadas, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina incluyen tanto DNasa como RNasa. 
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En algunas realizaciones, estas moléculas híbridas de nucleasa-albúmina pueden mejorar la terapia del LES porque 
pueden, por ejemplo, digerir complejos inmunitarios que contienen ARN, ADN o una combinación tanto de ARN como 
de ADN; y cuando además incluyen una albúmina, o una variante o fragmento de la misma, son activas tanto 
extracelularmente como en el compartimento endocítico donde se pueden ubicar TLR7 y TLR9. 
 5 
Albúmina o una variante o fragmento de la misma 
 
Las albúminas adecuadas para su uso en las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina pueden ser de ser humano, 
de primate, de roedor, bovina, equina, de burro, de conejo, de cabra, de oveja, de perro, de pollo o de cerdo. En 
algunas realizaciones, la albúmina es una albúmina sérica, por ejemplo, una albúmina sérica humana (SEQ ID NO: 10 
1),albúmina sérica de primates (p. ej., albúmina sérica de chimpancé, albúmina sérica de gorila), albúmina sérica de 
roedores (p. ej., albúmina sérica de hámster, albúmina sérica de cobaya, albúmina sérica de ratón y albúmina sérica 
de rata), albúmina sérica bovina, albúmina sérica equina, albúmina sérica de burro, albúmina sérica de conejo, 
albúmina sérica de cabra, albúmina sérica de oveja, albúmina sérica de perro, albúmina sérica de pollo y albúmina 
sérica de cerdo. 15 
 
La porción de albúmina, o una variante o fragmento de la misma, de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina de 
acuerdo con la invención generalmente tiene una identidad de secuencia con la secuencia de HSA de tipo silvestre 
como se expone en la SEQ ID NO: 1 de al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, 
al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al 20 
menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 %. 
 
En un aspecto, el número de alteraciones, por ejemplo, sustituciones, inserciones o supresiones, en las variantes de 
albúmina de la presente invención es 1-20, por ejemplo, 1-10 y 1-5, tales como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 alteraciones 
en comparación con la albúmina de tipo silvestre correspondiente (p. ej., HSA). 25 
 
Además de la albúmina de tipo silvestre, las variantes de albúmina con una semivida en suero aumentada en relación 
con la albúmina de tipo silvestre, y/o que aumentan la semivida en suero de las moléculas con las que están fusionadas 
o conjugadas, se consideran aplicables como compañeros de fusión con las moléculas de nucleasa de la invención. 
Ejemplos no limitantes de tales variantes incluyen una o más alteraciones (por ejemplo, sustituciones, supresiones o 30 
inserciones) en una o más posiciones correspondientes a las posiciones 417, 440, 464, 490, 492, 493, 494, 495, 496, 
499, 500, 501, 503, 504, 505, 506, 510, 535, 536, 537, 538, 540, 541, 542, 550, 573, 574, 575, 577, 578, 579, 580, 
581, 582 y 584 de HSA (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una variante comprende una alteración de al menos 
una de estas posiciones, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, o todas estas posiciones. Las sustituciones pueden ser cualquier sustitución donde el 35 
aminoácido en la secuencia de albúmina natural se sustituye con un aminoácido diferente seleccionado entre los 19 
aminoácidos de origen natural restantes, siempre que la(s) sustitución(es) aumenten la semivida de la molécula de 
nucleasa con la que está fusionada o conjugada en relación con la molécula de nucleasa no fusionada con la variante 
o una molécula de nucleasa fusionada con la albúmina de tipo silvestre. Variantes ejemplares con semivida en suero 
alterada y/o unión a FcRn son aquellas que incluyen una o más de las siguientes sustituciones de aminoácidos en 40 
HSA (SEQ ID NO: 1), como se describe en la solicitud publicada de EE. UU. N.º 2012-0220530: Q417A, Q417H, 
H440Q, H464Q, A490D, E492G, E492T, E492P, E492H, V493P, V493L, D494N, D494Q, D494A, D494E, D494P, 
E495Q, E495A, T496A, P499A, K500E, K500G, K500A, K500S, K500C, K500P, K500H, K500F, K500N, K500W, 
K500T, K500M, K500Y, K500V, K500Q, K500L, K500I, K500R, E501A, E501P, E501Q, N503K, N503D, E503H, 
A504E, E505K, E505D, T506F, T506S, H510Q, H535Q, K536A, P537A, K538A, K538H, T540S, K541A, K541D, 45 
K541G, K541N, K541E, E542P, E542D, D550N, K573Y, K573W, K573P, K573H, K573F, K573V, K573I, K573T, 
K573N, K573S, K573G, K573M, K573C, K573A, K573E, K573Q, K573R, K573L, K573D, K574N, Q580K, L575F, 
A577T, A577E, A578R, A578S, S579C, S579T, Q580K, A581D, A582T, G584A. En realizaciones particulares, la 
variante tiene la posición 573 de HSA (SEQ ID NO: 1) sustituida con prolina (P), triptófano (W) o tirosina (Y). En otras 
realizaciones más, la variante comprende múltiples alteraciones, tales como sustituciones, en las posiciones 50 
correspondientes a 494 y 496; 492 y 493; 494 y 417; 492 y 503; 492 y 573 (p.ej., E492G+K573P, E492G+K573A); y 
492, 503 y 573 (p.ej., E492G+N503H+K573P). Debe entenderse que las variantes que contienen cualquier alteración 
(por ejemplo, sustitución, inserción, supresión) en cualquiera de las posiciones anteriores de HSA (SEQ ID NO: 1), o 
en cualquier otra posición o posiciones, son adecuadas para su uso en las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
de la invención siempre que alteren la semivida de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina en relación con un 55 
dominio nucleasa no fusionado o no conjugado o un dominio nucleasa fusionado o conjugado con la albúmina de tipo 
silvestre correspondiente. 
 
Variantes de albúmina con semivida en suero aumentada, como se describe en el documento WO2011/051489, 
incluyen E492G, K500R, N503H, N503K, D550E, K573Y, K573W, K573P, K573H, K573F, K573V, K573I, K573T, 60 
K573N, K573S, K573G, K573M, K573C, K573A, K573E, K573Q, K573R, K573L, K573D, K574N, Q580K, 
E492G+N503K, E492G+N503H, E492G+K573A, E492G+K573P, E492G+N503K+K573P, E492G+N503H+K573P, 
E492G+N503K+K573A K573P+L575F+G584A, K573P+A578S+S579T+G584A, 
K573P+A577E+A578S+Q580K+A582T, K573P+K574N+A577T+A578R+S579C+Q580K+A581D+G584A y 
E492H+E501P+N503H+E505D+T506S+T540S+K541E. Será evidente para el experto en la materia que las variantes 65 
con otras sustituciones de aminoácidos o combinaciones de sustituciones de aminoácidos se pueden probar fácilmente 
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con métodos de rutina para determinar si muestran una semivida en suero aumentada. 
 
Algunas variantes naturales de albúmina también muestran una semivida en suero incrementada, y son adecuadas 
para su uso en las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención. Dichas variantes naturales de HSA con 
una semivida en suero incrementada son conocidas en la técnica, tal como E501K, E570K (Iwao et al. 2007, B.B.A. 5 
Proteins and Proteomics 1774,1582-90), E505K (Gallino et al., supra), K536E, K574N (Minchiotti et al., Biochim 

Biophys Acta 1987:916:411-418), D550G (Takahashi et al., PNAS 1987:84:4413-7), y D550A (Carlson et al., PNAS 
1992:89:8225-9). 
 
El experto en la materia entenderá que cualquier variante de albúmina o variante natural con una semivida en suero 10 
incrementada en comparación con la albúmina de tipo silvestre correspondiente (por ejemplo, HSA), o que aumenta 
la semivida en suero del dominio nucleasa al que se fusiona o conjuga, es adecuada para su uso en moléculas híbridas 
de nucleasa-albúmina. 
 
En algunas realizaciones, la albúmina variante tiene una sustitución de aminoácidos que aumenta la afinidad de la 15 
albúmina a FcRn, lo que se correlaciona con un aumento de la semivida en suero. Dichas sustituciones de aminoácidos 
incluyen, aunque sin limitación, HSA con K573P (es decir, lisina en la posición 573 sustituida con una prolina). Se 
pueden usar métodos de rutina, tal como la resonancia de plasmón de superficie (SPR), como se describe en el 
documento WO2011/051489, para determinar si una variante de albúmina particular muestra una afinidad aumentada 
a FcRn con respecto a la albúmina de tipo silvestre correspondiente. Será evidente para el experto en la materia que 20 
se puede determinar una afinidad aumentada con FcRn comparando las constantes de unión KD de la variante de 
albúmina y la albúmina de tipo silvestre. En el contexto de la presente invención, las albúminas variantes que tienen 
una KD que es más baja que la KD para HSA natural se considera que tienen una semivida plasmática más alta que 
HSA. 
 25 
En determinadas realizaciones, puede ser deseable que la albúmina variante, o fragmento de la misma, disminuya la 
semivida en suero de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina. Dichas albúminas variantes, o fragmentos de las 
mismas, pueden disminuir la unión de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina a FcRn en relación con las 
moléculas de nucleasa fusionadas sin albúmina o las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina en las que la albúmina 
es la albúmina de tipo silvestre correspondiente. Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina con semividas en suero 30 
disminuidas, por ejemplo, aquellas con afinidad de unión a FcRn disminuida, son útiles, por ejemplo, para la 
administración a un mamífero donde puede ser ventajoso un tiempo de circulación acortado, por ejemplo, para 
imágenes de diagnóstico in vivo o en situaciones en las que el polipéptido de partida tiene efectos secundarios tóxicos 
cuando está presente en la circulación durante períodos prolongados. Las variantes de albúmina con disminución de 
la afinidad de unión a FcRn también tienen menos probabilidades de cruzar la placenta y, por lo tanto, también son 35 
útiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas. Además, otras aplicaciones en las 
que puede desearse una afinidad de unión a FcRn reducida incluyen aquellas aplicaciones en las que se desea la 
localización en el cerebro, riñón y/o hígado. En una realización ejemplar, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
de la invención muestran un transporte reducido a través del epitelio de los glomérulos renales desde la vasculatura. 
En otra realización, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención muestran un transporte reducido a 40 
través de la barrera hematoencefálica (BBB) desde el cerebro, hacia el espacio vascular. En una realización, una 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina con unión a FcRn alterada comprende al menos un dominio de albúmina (por 
ejemplo, dominio III de HSA) que tiene una o más sustituciones de aminoácidos dentro de la "región de unión de FcRn" 
de un dominio de albúmina. Ejemplos de variantes de albúminas que muestran una semivida en suero disminuida se 
divulgan en, por ejemplo, el documento WO2011/124718 e incluyen Q417A, H464Q, D494N, D494Q, D494A, E495Q, 45 
E495A, T496A, P499A, K500E, K500G, K500D, K500A, K500S, K500C, K500P, K500H, K500F, K500N, K500W, 
K500T, K500M, K500Y, K500V, K500Q, K500L, K500I, K500R, D500N, E501A, E501Q, N503K, N503D, H510Q, 
H535Q, K536A, P537A, K541G, K541D, K541A, K541N, E492T+N503D, E492G+V493P, D494E+Q417H, 
E495Q+T496A, D494N+E495Q+T496A, E492G+K538H+K541N+E542D, E492G+V493P+K538H+K541N+E542D, 
A490D+E492T+V493L+E501P+E503D+A504E+E505K+T506F+K541D. Las variantes de albúmina natural ejemplares 50 
que exhiben una semivida en suero disminuida incluyen D494N (Peach et al., Biochim Biophys Acta 1991;1097:49-
54), y K541E y K560E (Iwao et al., B.B.A. Proteins and Proteomics 2007;1774:1582-90). 
 
Se pueden alterar una o más posiciones de albúmina, o una variante o fragmento de la misma, para proporcionar 
restos de superficie reactivos para, por ejemplo, conjugación con un dominio DNasa y/o RNasa. Las posiciones 55 
ejemplares en HSA (SEQ ID NO: 1) que se pueden alterar para proporcionar restos de cisteína competentes para 
conjugación incluyen, aunque sin limitación, los descritos en el docuento WO2010/092135, tales como, D1C, A2C, 
T79C, E82C, E86C, D121C, D129C, S270C, A364C, A504C, E505C, D549C, D562C, A578C, A579C, A581C, L585C 
y L595C. De manera alternativa, se puede añadir un resto de cisteína al extremo N o C de la albúmina. Los métodos 
adecuados para producir albúmina, o una variante o péptido de la misma competente para conjugación, así como para 60 
unir covalentemente albúmina, o una variante o fragmento de la misma, con un compañero o compañeros de 
conjugación (por ejemplo, un dominio RNasa y/o DNasa) son rutinarios en la técnica y se describen en, por ejemplo, 
los documentos WO2010/092135 y WO 2009/019314. En una realización, los conjugados pueden unirse 
convenientemente a través de un grupo tio libre presente en la superficie de HSA (resto de aminoácido 34 de HSA 
madura) usando métodos reconocidos en la técnica. 65 
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Además de la albúmina o variantes de la misma descritas supra, los fragmentos de albúmina, o los fragmentos de 
variantes de la misma, son adecuados para su uso como componente de albúmina de las moléculas híbridas de 
nucleasa-albúmina de la invención. Fragmentos ejemplares de albúmina que son adecuados para su uso en las 
fusiones híbridas de nucleasa-albúmina se describen en el documento WO 2011/124718. Un fragmento de albúmina 
(por ejemplo, un fragmento de HSA) generalmente tendrá al menos 20 aminoácidos de longitud, tal como al menos 40 5 
aminoácidos, al menos 60 aminoácidos, al menos 80 aminoácidos, al menos 100 aminoácidos, al menos 150 
aminoácidos, al menos 200 aminoácidos, al menos 300 aminoácidos, al menos 400 aminoácidos, o al menos 500 
aminoácidos de longitud, y alterarán (por ejemplo, aumentarán) la semivida en suero del dominio nucleasa al que está 
fusionado (por ejemplo, dominio RNasa y/o DNasa) en relación con el dominio nucleasa no fusionado. 
 10 
En algunas realizaciones, un fragmento puede comprender al menos un subdominio completo de albúmina. Los 
dominios de HSA se han expresado como proteínas recombinantes (Dockal et al., JBC 1999;274:29303-10), donde el 
dominio I se definió como que consiste en los aminoácidos 1-197 (SEQ ID NO: 77), el dominio II se definió el dominio 
II como que consiste en los aminoácidos 189-385 (SEQ ID NO: 78), y el dominio III se definió como que consiste en 
los aminoácidos 381-585 (SEQ ID NO: 79) de HSA (SEQ ID NO: 1). El solapamiento parcial de los dominios se produce 15 
dada la estructura extendida de la hélice α (h10-h1) que existe entre los dominios I y II, y entre los dominios Il y III 
(Peters, 1996, op. cit, Tabla 2-4). HSA también comprende seis subdominios (subdominios IA, IB, NA, NB, INA y NIB). 
El subdominio IA comprende los aminoácidos 6-105, el subdominio IB comprende los aminoácidos 120-177, el 
subdominio NA comprende los aminoácidos 200-291, el subdominio NB comprende los aminoácidos 316-369, el 
subdominio INA comprende los aminoácidos 392-491 y el subdominio NIB comprende los aminoácidos 512-583 de la 20 
SEQ ID NO: 1. 
 
Un fragmento puede comprender la totalidad o parte de uno o más dominios o subdominios como se define 
anteriormente, o cualquier combinación de esos dominios y/o subdominios. Un fragmento puede comprender o 
consistir en al menos el 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o 99 % de una albúmina o de un dominio de una 25 
albúmina, o una variante o fragmento de la misma. De manera adicional, pueden usarse fusiones heterólogas simples 
o múltiples que comprenden cualquiera de los anteriores; o fusiones heterólogas simples o múltiples a albúmina, o a 
una variante o fragmento de cualquiera de estos. Dichas fusiones incluyen fusiones de albúmina N-terminal, fusiones 
de albúmina C-terminal y fusiones de albúmina N-terminal y C-terminal conjuntamente como se ejemplifica en el 
documento WO 01/79271. En algunas realizaciones, el fragmento de albúmina o una variante de la misma conserva 30 
la capacidad de unirse a FcRn. En una realización, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina contienen el dominio 
III de albúmina, o una variante de la misma. En otra realización, las moléculas híbridas de nucleasa albúmina contienen 
el dominio III de la albúmina y un dominio adicional seleccionado del grupo que consiste en el dominio I, el dominio II 
y el dominio III. En otra realización más, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina contienen dominios I, II y III de 
albúmina. 35 
 
Dominios Enlazadores 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye un dominio enlazador. En algunas 
realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina incluye una pluralidad de dominios enlazadores. En algunas 40 
realizaciones, el dominio enlazador es un enlazador polipeptídico. En determinados aspectos, es deseable emplear 
un enlazador polipeptídico para fusionar la albúmina, o una variante o fragmento de la misma, con uno o más dominios 
nucleasa para formar una molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 
 
En una realización, el enlazador polipeptídico es sintético. Como se usa en el presente documento, el término 45 
"sintético" con respecto a un enlazador polipeptídico incluye péptidos (o polipéptidos) que comprenden una secuencia 
de aminoácidos (que puede ser o no de origen natural) que está unida en una secuencia lineal de aminoácidos a una 
secuencia (que puede ser o no ser de origen natural) (p. ej., una secuencia de albúmina) a la que no está naturalmente 
unida en la naturaleza. Por ejemplo, el enlazador polipeptídico puede comprender polipéptidos de origen no natural 
que son formas modificadas de polipéptidos de origen natural (p. ej., que comprenden una mutación tal como una 50 
adición, sustitución o supresión) o que comprenden una primera secuencia de aminoácidos (que puede ser o no de 
origen natural). Los enlazadores polipeptídicos de la invención pueden emplearse, por ejemplo, para asegurar que la 
albúmina, o una variante o fragmento de la misma, se yuxtapone para asegurar el plegamiento y la formación 
adecuados de una albúmina funcional, o una variante o fragmento de la misma. Preferentemente, un enlazador 
polipeptídico compatible con la presente invención será relativamente no inmunogénico y no inhibirá ninguna 55 
asociación no covalente entre las subunidades monoméricas de una proteína de unión. 
 
En determinadas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención emplean un enlazador 
polipeptídico para unir dos o más dominios en marco en una única cadena de polipéptidos. En una realización, los dos 
o más dominios pueden seleccionarse independientemente de cualquiera de las albúminas, o variantes o fragmentos 60 
de las mismas, o dominios de nucleasa analizados en el presente documento. Por ejemplo, en determinadas 
realizaciones, se puede usar un enlazador polipeptídico para fusionar fragmentos de albúmina idénticos, formando así 
una región de albúmina homomérica. En otras realizaciones, se puede usar un enlazador polipeptídico para fusionar 
diferentes fragmentos de albúmina (por ejemplo, dominios I y III, o dominios II y III de HSA), formando así una región 
de albúmina heteromérica. En otras realizaciones, un enlazador polipeptídico de la invención puede usarse para 65 
fusionar genéticamente el extremo C de un primer fragmento de albúmina al extremo N de un segundo fragmento de 
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albúmina para formar un dominio completo de albúmina. 
 
En una realización, un enlazador polipeptídico comprende una porción de una albúmina, o una variante o fragmento 
de la misma. Por ejemplo, en una realización, un enlazador polipeptídico puede comprender un fragmento de albúmina 
(por ejemplo, dominio I, II o III), o una porción diferente de una albúmina o una variante de la misma. 5 
 
En otra realización, un enlazador polipeptídico comprende o consiste en un enlazador gly-ser. Como se usa en el 
presente documento, la expresión "enlazador gly-ser" se refiere a un péptido que consiste en restos de glicina y serina. 
Un ejemplo de enlazador gly/ser comprende una secuencia de aminoácidos de la fórmula (Gly4Ser)n, en la que n es 
un número entero positivo ( p. ej., 1, 2, 3, 4 o 5). En determinadas realizaciones, el enlazador gly/ser es (Gly4Ser)1. En 10 
determinadas realizaciones, el enlazador gly/ser es (Gly4Ser)2. En determinadas realizaciones, el enlazador gly/ser es 
(Gly4Ser)3. En determinadas realizaciones, el enlazador gly/ser es (Gly4Ser)4. En determinadas realizaciones, el 
enlazador gly/ser es (Gly4Ser)5. En determinadas realizaciones, el enlazador gly-ser puede insertarse entre otras dos 
secuencias del enlazador polipeptídico (por ejemplo, cualquiera de las secuencias de enlazadores polipeptídicos 
descritas en el presente documento). En otras realizaciones, un enlazador gly-ser se une en uno o ambos extremos 15 
de otra secuencia del enlazador polipeptídico (por ejemplo, cualquiera de las secuencias de enlazadores polipeptídicos 
descritas en el presente documento). En otras realizaciones más, dos o más enlazadores gly-ser se incorporan en 
serie en un enlazador polipeptídico. 
 
En otras realizaciones, un enlazador polipeptídico de la invención comprende una secuencia peptídica biológicamente 20 
relevante o una porción de secuencia de la misma. Por ejemplo, una secuencia peptídica biológicamente relevante 
puede incluir, pero sin limitación, secuencias derivadas de un péptido antirrechazo o antiinflamatorio. Dichos péptidos 
antirrechazo o antiinflamatorios pueden seleccionarse del grupo que consiste en un péptido inhibidor de citocinas, un 
péptido inhibidor de la adhesión celular, un péptido inhibidor de trombina y un péptido inhibidor de plaquetas. En una 
realización preferida, un enlazador polipeptídico comprende una secuencia peptídica seleccionada del grupo que 25 
consiste en una secuencia peptídica inhibidora o antagonista de IL-1, una secuencia peptídica mimética de 
eritropoyetina (EPO), una secuencia peptídica mimética de trombopoyetina (TPO), secuencia peptídica mimética de 
G-CSF, una secuencia peptídica antagonista de TNF, una secuencia peptídica de unión a integrina, una secuencia 
peptídica antagonista de selectina, una secuencia peptídica antipatogénica, una secuencia peptídica mimética de 
péptido intestinal vasoactivo (VIP), una secuencia peptídica antagonista de calmodulina, un antagonista de mastocitos, 30 
una secuencia peptídica antagonista de SH3, una secuencia peptídica antagonista del receptor de uroquinasa (UKR), 
una secuencia peptídica mimética de somatostatina o cortistatina, y una secuencia peptídica inhibidora de macrófagos 
y/o linfocitos T. Se divuglan secuencias peptídicas ejemplares, cualquiera de las cuales puede emplearse como un 
enlazador polipeptídico, en la patente de EE.UU. N.º 6.660.843. 
 35 
Otros enlazadores que son adecuados para su uso en las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina son conocidos en 
la técnica, por ejemplo, los enlazadores ricos en serina divulgados en el documento US 5.525.491, los enlazadores 
peptídicos formadores de hélice (por ejemplo, A(EAAAK)nA (n =2-5)) divulgados en Arai et al., Protein Eng 
2001;14:529-32, y los enlazadores estables divulgados en Chen et al., Mol Pharm 2011;8:457-65, es decir, el enlazador 
dipeptídico LE, un enlazador ciclopeptídico disulfuro sensible a la trombina, y el enlazador formador de hélice alfa 40 
LEA(EAAAK)4ALEA(EAAAK)4ALE (SEQ ID NO: 89). 
 
Otros enlazadores ejemplares incluyen enlazadores GS (es decir, (GS)n), enlazadores GGSG (SEQ ID NO: 81) (es 
decir, (GGSG)n), enlazadores GSAT (SEQ ID NO: 82), enlazadores SEG y enlazadores GGS ( es decir, (GGSGGS)n), 
en los que n es un número entero positivo (p. ej., 1, 2, 3, 4 o 5). Se pueden encontrar otros enlazadores adecuados 45 
para su uso en las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina usando bases de datos disponibles públicamente, tales 
como la base de datos Linker (ibi.vu.nl/programs/linkerdbwww). La Base de Datos Linker es una base de datos de 
enlazadores interdominio en enzimas multifuncionales que sirven como enlazadores potenciales en nuevas proteínas 
de fusión (véase, por ejemplo, George et al., Protein Engineering 2002;15:871-9). 
 50 
Se entenderá que se pueden crear formas variantes de estos enlazadores polipeptídicos ejemplares introduciendo 
una o más sustituciones, adiciones o supresiones de nucleótidos en la secuencia de nucleótidos que codifica un 
enlazador polipeptídico de tal manera que se introduzcan una o más sustituciones, adiciones o supresiones de 
aminoácidos en el enlazador polipeptídico. Las mutaciones pueden introducirse mediante técnicas convencionales, 
tales como mutagénesis de sitio dirigido y mutagénesis mediada por PCR. 55 
 
Los enlazadores polipeptídicos de la invención tienen al menos un aminoácido de longitud y pueden tener longitudes 
variables. En una realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene una longitud de aproximadamente 1 a 
aproximadamente 50 aminoácidos. Tal como se usa en este contexto, el término "aproximadamente" indica +/- dos 
restos de aminoácidos. Debido a que la longitud del enlazador debe ser un número entero positivo, la longitud de 60 
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 aminoácidos de longitud, significa una longitud de 1 a 48-52 aminoácidos 
de longitud. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene una longitud de aproximadamente 10-
20 aminoácidos. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene una longitud de aproximadamente 
15 a aproximadamente 50 aminoácidos. 
 65 
En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene una longitud de aproximadamente 20 a 
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aproximadamente 45 aminoácidos. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene una longitud 
de aproximadamente 15 a aproximadamente 25 aminoácidos. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la 
invención tiene una longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 
58, 59, 60 o 61 o más aminoácidos. 5 
 
Los enlazadores polipeptídicos pueden introducirse en secuencias de polipéptidos usando técnicas conocidas en la 
técnica. Las modificaciones pueden confirmarse mediante análisis de secuencia de ADN. El ADN plasmídico puede 
usarse para transformar células hospedadoras para la producción estable de los polipéptidos producidos. 
 10 
Moléculas híbridas de nucleasa-albúmina ejemplares 
 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención son modulares y pueden configurarse para incorporar 
diversos dominios individuales. Por ejemplo, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir el dominio DNasaI 
A114F humana mutante expuesto en la (SEQ ID NO: 68). La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir el 15 
dominio DNasa1 N18S/N106S/A114F humana mutante expuesto en la SEQ ID NO: 83. En otra realización más, la 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir el dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K humana mutante 
expuesto en la SEQ ID NO: 108 y/o el dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S humana mutante 
expuesto en la SEQ ID NO: 109. 
 20 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir el dominio RNasaI humana de tipo silvestre 
expusto en la SEQ ID NO: 75. En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede incluir el dominio 
RNasal N34S/N76S/N88S humana mutante expuesto en la SEQ ID NO: 84. En otra realización, la molécula híbrida 
de nucleasa-albúmina puede incluir la HSA expuesta en la SEQ ID NO: 1. En otra realización, la molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina puede incluir el dominio enlazador (Gly4Ser)3 expuesto en la SEQ ID NO: 85. En otra realización, 25 
la molécula híbrida de nucleasa-HSA puede incluir un líder VK3LP (SEQ ID NO: 86). Los expertos en la materia 
entenderán que estos dominios individuales se pueden acoplar operativamente entre sí en cualquier orden para formar 
una molécula híbrida de nucleasa-albúmina que sea enzimáticamente activa. Por ejemplo, como se detalla en los 
ejemplos específicos a continuación, RNasal se puede acoplar operativamente a HSA. En otro ejemplo, RNasal se 
puede acoplar operativamente a HSA a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3. En otro ejemplo más, DNasal 30 
A114F se puede acoplar operativamente a HSA. En otro ejemplo más, DNasal A114F se puede acoplar 
operativamente a HSA madura a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3. Son posibles otras configuraciones 
diversas, con configuraciones ejemplares no limitantes detalladas a continuación y en la Figura 1. 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio RNasal humana de tipo 35 
silvestre operativamente acoplado a una albúmina de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En una 
realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de una HSA de tipo 
silvestre, o una variante o fragmento de la misma, operativamente acoplada en su extremo C a un dominio RNasa1 
humana. En el presente documento se describe una molécula de HSA-RNasa; RSLV-301 (SEQ ID NO: 18). La 
molécula de HSA-RNasa puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 42). 40 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio 
RNasal humana de tipo silvestre operativamente acoplado al extremo N de la HSA de tipo silvestre o una variante o 
fragmento de la misma. En el presente documento se describe una molécula de RNasa-HSA; RSLV-302 (SEQ ID NO: 
19). La molécula de RNasa-HSA puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 43). 45 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio RNasal humana de tipo 
silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o 
mutante o fragmento de la misma. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder 
VK3LP, seguido de una HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma operativamente acoplada en 50 
su extremo C a través de un enlazador (Gly4Ser)3 a un dominio RNasal humana. En el presente documento se describe 
una molécula de HSA-enlazador-RNasa; RSLV-303 (SEQ ID NO: 20). La molécula de HSA- enlazador-RNasa puede 
carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 44). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio 55 
RNasal humana de tipo silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N 
de HSA de tipo silvestre, o de una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una 
molécula de RNasa - enlazador-HSA; RSLV-304 (SEQ ID NO: 21). La molécula de RNasa-enlazador-HSA carece del 
líder VK3LP (SEQ ID NO: 45). 
 60 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio RNasa1 humana de tipo 
silvestre operativamente acoplado a una albúmina de tipo silvestre, o mutante o fragmento de la misma, que está 
operativamente acoplada a un segundo dominio RNasal humana de tipo silvestre. En una realización, la molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un primer dominio RNasa1 humana de tipo 
silvestre operativamente acoplado al extremo N de la HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma, 65 
y un segundo dominio RNasal humana de tipo silvestre operativamente acoplado al extremo C de la HSA de tipo 
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silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una molécula de RNasa-
HSA-RNasa; RSLV-305; (SEQ ID NO: 22). La molécula de RNasa-HS-RNasa puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID 
NO: 46). 
 
Una molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede comprender un dominio RNasa1 humana de tipo silvestre 5 
operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o mutante o fragmento 
de la misma, que está operativamente acoplada a través de un enlazador (Gly4Ser)n a un segundo dominio RNasal 
humana de tipo silvestre. La molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede comprender un líder VK3LP, seguido de 
un primer dominio RNasal humana de tipo silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador 
(Gly4Ser)3 al extremo N de la HSA de tipo silvestre, o mutante o fragmento de la misma, y un segundo dominio Rnasal 10 
humana de tipo silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la 
HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma (por ejemplo, una molécula RNasa-enlazador-HSA-
enlazador-RNasa; RSLV-306; (SEQ ID NO: 23)). La molécula de RNasa-enlazador-HSA-enlazador-RNasa puede 
carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 47). 
 15 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio RNasaI humana de tipo 
silvestre operativamente acoplado a una albúmina de tipo silvestre, o mutante o fragmento de la misma, que está 
operativamente acoplada a un dominio DNasal humana mutante. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-
albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio RNasal humana de tipo silvestre operativamente 
acoplado al extremo N de la HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma, y el dominio DNasal A114F 20 
humana mutante está operativamente acoplado al extremo C de la HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento 
de la misma. En el presente documento se describe una molécula de RNasa-HSA-DNasa A114F; RSLV-307 (SEQ ID 
NO: 24). La RNasa-HSA-DNasa A114F puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 48). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio 25 
DNasal A114F humana mutante operativamente acoplado al extremo N de la HSA de tipo silvestre o una variante o 
fragmento de la misma, y el dominio RNasa humana de tipo silvestre está operativamente acoplado al extremo C de 
la HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una molécula 
de DNasa A114F-HSA-RNasa; RSLV-309 (SEQ ID NO: 26)). La molécula de DNasa A114F-HSA-RNasa puede 
carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 50). 30 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio RNasal humana de tipo 
silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o 
mutante o fragmento de la misma, que está operativamente acoplada a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a 
un dominio DNasaI humana mutante. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un 35 
líder VK3LP, seguido de un dominio RNasal humana de tipo silvestre operativamente acoplado a través de un dominio 
enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de la HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma, y el dominio 
DNasa A114F mutante está operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la 
HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una molécula 
de RNasa-enlazador-HSA-enlazador-DNasa A114F; RSLV-308 (SEQ ID NO: 25). La molécula de RNasa-enlazador-40 
HSA-enlazador-DNasa A114F puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 49). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio 
DNasa1 A114F mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de la HSA de tipo 
silvestre o una variante o fragmento de la misma, y el dominio RNasaI humana de tipo silvestre operativamente 45 
acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de 
la misma. En el presente documento se describe, una molécula DNasal A114F-enlazador-HSA-enlazador-RNasa1; 
RSLV-310 (SEQ ID NO: 27). La molécula de DNasal A114F-enlazador-HSA-enlazador-RNasa1 puede carecer del 
líder VK3LP (SEQ ID NO: 51). 
 50 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio DNasal humana mutante 
operativamente acoplado a una albúmina de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En una realización, 
la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio DNasal A114F humana 
mutante operativamente acoplado al extremo N de la HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma. 
En el presente documento se describe una molécula DNasal A114F-HSA; RSLV- 311 (SEQ ID NO: 28). La molécula 55 
de DNasa A114F-HSA puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 52). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de una HSA de tipo 
silvestre o una variante o fragmento de la misma, operativamente acoplado en su extremo C a una DNasa A114F 
humana mutante. En el presente documento se describe una molécula de HSA-DNasa A114F; RSLV-312 (SEQ ID 60 
NO: 29). La molécula de HSA-DNasa A114F puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 53). 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio DNasa1 humana 
mutante operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o a 
una variante o fragmento de la misma. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un 65 
líder VK3LP, seguido de un dominio DNasal A114F humana mutante operativamente acoplado a través de un dominio 
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enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre, o de una variante o fragmento de la misma. En el presente 
documento se describe una molécula DNasal A114F-enlazador-HSA; RSLV-313 (SEQ ID NO: 30). La molécula de 
DNasa A114F-enlazador-HSA puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 54). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de una HSA de tipo 5 
silvestre, o una variante o fragmento de la misma, operativamente acoplada en su extremo C a través de un enlazador 
(Gly4Ser)3 a unA DNasAl humanA mutante. En el presente documento se describe una molécula de HSA-enlazador-
DNasa A114F; RSLV-314 (SEQ ID NO: 31). La molécula de HSA-enlazador-DNasa A114F puede carecer del líder 
VK3LP (SEQ ID NO: 55). 
 10 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina está aglicosilada y comprende un dominio RNasal 
humana mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o 
mutante o fragmento de la misma. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada 
comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio RNasa1 N34S/N76S/N88S humana mutante operativamente 
acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre, o de una variante o 15 
fragmento de la misma. En el presente documento se describe una molécula de RNasal N34S/N76S/N88S-enlazador-
HSA; RSLV-315 (SEQ ID NO: 32). La molécula de RNasal N34S/N76S/N88S-enlazador-HSA puede carecer del líder 
VK3LP (SEQ ID NO: 56). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un líder VK3LP, seguido de 20 
una HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma, operativamente acoplada en su extremo C a través 
de un enlazador (Gly4Ser)3 a un dominio RNasal N34S/N76S/N88S humana. En el presente documento se describe 
una molécula HSA-enlazador-RNasa1 N34S/N76S/N88S; RSLV-316 (SEQ ID NO: 33). La molécula de HSA-
enlazador-RNasa1 N34S/N76S/N88S puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 57). 
 25 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicosilada comprende un dominio DNasa1 
humana mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o 
mutante o fragmento de la misma. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada 
comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio DNasal N18S/N106S/A114F humana mutante operativamente 
acoplado través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre, o de una variante o fragmento de 30 
la misma. En el presente documento se describe una molécula de DNasal N18S/N106S/A114F-enlazador-HSA; RSLV- 
317 (SEQ ID NO: 34). La molécula de DNasal N18S/N106S/A114F-enlazador-HSA puede carecer del líder VK3LP 
(SEQ ID NO: 58). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un líder VK3LP, seguido de 35 
una HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma operativamente acoplada en su extremo C a través 
de un enlazador(Gly4Ser)3 a un dominio DNasa1 N18S/N106S/A114F humana mutante. En el presente documento se 
describe una molécula HSA-enlazador-DNasa1 N18S/N106S/A114F; RSLV-318 (SEQ ID NO: 35). La molécula de 
HSA-enlazador-DNasal N18S/N106S/A114F puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 59). 
 40 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicosilada comprende un dominio RNasal 
humana mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o 
mutante o fragmento de la misma, que está operativamente acoplada a través de un enlazador (Gly4Ser)n a un dominio 
DNasaI humana mutante. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un 
líder VK3LP, seguido de un dominio RNasa1 N34S/N76S/N88S humana mutante operativamente acoplado a través 45 
de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de una HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma, y un 
dominio DNasa A114F mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA 
de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una molécula de 
RNasa1 N34S/N76S/N88S-enlazador-HSA-enlazador-DNasal A114F; RSLV-319 (SEQ ID NO: 36). La molécula de 
RNasa1 N34S/N76S/N88S-enlazador-HSA-enlazador-DNasal A114F puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 60). 50 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un líder VK3LP, seguido de un 
dominio DNasal A114F mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de una 
HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma, y un dominio RNasa1 N34S/N76S/N88S humana 
mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA de tipo silvestre, o una 55 
variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una molécula de DNasal A114F-enlazador- 
HSA-enlazador-RNasa1 N34S/N76S/N88S; RSLV-320 (SEQ ID NO: 37). La molécula de DNasa1 A114F-enlazador- 
HSA-enlazador-RNasa1 N34S/N76S/N88S puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 61). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un líder VK3LP, seguido de un 60 
dominio RNasal N34S/N76S/N88S humana mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al 
extremo N de una HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma, y un dominio DNasa 
N18S/N106S/A114F mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA 
de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una moécula de 
RNasal N34S/N76S/N88S-enlazador-HSA-enlazador-DNasa1 N18S/N106S/A114F; RSLV-321 (SEQ ID NO: 38). La 65 
molécula de RNasa1 N34S/N76S/N88S-enlazador-HSA-enlazador-DNasa1 N18S/N106S/A114F puede carecer del 
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líder VK3LP (SEQ ID NO: 62). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un líder VK3LP, seguido de un 
dominio DNasa N18S/N106S/A114F mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo 
N de una HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma, y un dominio RNasa1 N34S/N76S/N88S 5 
humana mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA de tipo 
silvestre, o una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe una moécula de DNasal 
N18S/N106S/A114F-enlazador-HSA-enlazador-RNasaI N34S/N76S/N88S; RSLV-322 (SEQ ID NO: 39). La molécula 
de DNasa1 N18S/N106S/A114F-enlazador-HSA-enlazador-RNasa1 N34S/N76S/N88S puede carecer del líder VK3LP 
(SEQ ID NO: 63). 10 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio DNasal A114F mutante 
operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a un dominio RNasa1 humana de tipo silvestre, 
que está operativamente acoplado a una albúmina de tipo silvestre o mutante o fragmento de la misma. En una 
realización, un dominio DNasal A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de un dominio 15 
enlazador (Gly4Ser)3 a un dominio RNasal humana de tipo silvestre, y el dominio RNasal humana tipo silvestre está 
operativamente acoplado al extremo N de una HSA de tipo silvestre, o mutante o fragmento de la misma. En el presente 
documento se describe una molécula DNasal A114F-enlazador-RNasa-HSA; RSLV-323 (SEQ ID NO: 40)). La 
molécula de DNasal A114F-enlazador-RNasa-HSA puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 64). 
 20 
En otra realización, un dominio RNasal humana de tipo silvestre está operativamente acoplado al extremo C de una 
HSA de tipo silvestre que comprende una secuencia líder VK3LP, o mutante o fragmento de la misma, y un dominio 
DNasal A114F humana mutante adicional operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al 
dominio RNasa1 humana de tipo silvestre. En el presente documento se describe una molécula de HSA-RNasa-
enlazador-DNasa A114F; RSLV-324 (SEQ ID NO: 41)). La molécula de HSA-RNasa-enlazador-DNasa A114F puede 25 
carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 65). 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio DNasal humana mutante 
operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o mutante o fragmento 
de la misma. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de 30 
una HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma operativamente acoplada en su extremo C a través 
de un enlazador(Gly4Ser)3 a un dominio DNasal E13R/N74K/A114F/T205K humana mutante. En el presente 
documento se describe una molécula de HSA-enlazador-DNasal E13R/N74K/A114F/T205K; RSLV-325 (SEQ ID NO: 
110). La molécula de HSA-enlazador-DNasal E13R/N74K/A114F/T205K puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 
118). 35 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio 
DNasal E13R/N74K/A114F/T205K humana mutante operativamente acoplado través de un enlazador (Gly4Ser)3 al 
extremo N de HSA de tipo silvestre o de una variante o fragmento de la misma. En el presente documento se describe 
una molécula de DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-HSA; RSLV-326 (SEQ ID NO: 111). La molécula de 40 
DNasaI E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-HSA puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 119). 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un dominio RNasa1 humana de tipo 
silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o 
mutante o fragmento de la misma, que está operativamente acoplada a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a 45 
un dominio DNasa1 humana mutante. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un 
líder VK3LP, seguido de un dominio RNasa1 humana de tipo silvestre operativamente acoplado a través de un dominio 
enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de la HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma, y el dominio 
DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K humana mutante está operativamente acoplado a través de un dominio enlazador 
(Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma, (por ejemplo, una molécula 50 
de RNasal-enlazador-HSA-enlazador-DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K; RSLV-327 (SEQ ID NO: 112). En una 
realización, la molécula de RNasa1-enlazador-HSA-enlazador-DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K carece del líder 
VK3LP (SEQ ID NO: 120). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio 55 
DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K humana mutante operativamente acoplado través de un enlazador (Gly4Ser)3 al 
extremo N de HSA de tipo silvestre o de una variante o fragmento de la misma y un dominio RNasa1 humana de tipo 
silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA de tipo silvestre, 
o una variante o fragmento de la misma (por ejemplo, la molécula de DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-
HSA-enlazador-RNasa1; RSLV-328 (SEQ ID NO: 113). En una realización, la molécula de DNasa1 60 
E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-HSA-enlazador-RNasa1 carece del líder VK3LP (SEQ ID NO: 121). 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina comprende un líder VK3LP, seguido de una 
RNasa1 operativamente acoplada a través de una secuencia(Gly4Ser)3 a una HSA de tipo silvestre, y en donde la HSA 
humana de tipo silvestre está operativamente acoplada a través de una secuencia NLG a un dominio DNasa1 65 
E13R/N74K/A114F/T205K (por ejemplo, una molécula de RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA-NLG-DNasa1 
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E13R/N74K/A114F/T205K; RSLV-329 (SEQ ID NO: 114). En una realización, la molécula de RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA-
NLG-DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K carece del líder VK3LP (SEQ ID NO: 122). RSLV-329 tiene un enlazador 
NLG que conecta la DNasa a la HSA. 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un líder VK3LP, seguido de un 5 
dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S humana mutante operativamente acoplado través de un 
enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre o de una variante o fragmento de la misma. En el presente 
documento se describe una molécula de DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S-enlazador-HSA; RSLV-330 
(SEQ ID NO: 115). La molécula de DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S-enlazador-HSA puede carecer 
del líder VK3LP (SEQ ID NO: 123). 10 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicosilada comprende un dominio RNasa1 
humana de tipo silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo 
silvestre, o mutante o fragmento de la misma, que está operativamente acoplada a través de un dominio enlazador 
(Gly4Ser)n a un dominio DNasa1 humana mutante. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina 15 
aglicolsilada comprende un líder VK3LP, seguido de un dominio RNasa1 humana de tipo silvestre operativamente 
acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de la HSA de tipo silvestre o una variante o 
fragmento de la misma, y el dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S humana mutante está 
operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C de la HSA de tipo silvestre, o una 
variante o fragmento de la misma, (por ejemplo, una molécula de RNasa1-enlazador- HSA-enlazador-DNasa1 20 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S; RSLV-331 (SEQ ID NO: 116). En una realización, la molécula de RNasa1-
enlazador-HSA-enlazador-DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S carece del líder VK3LP (SEQ ID NO: 
124). 
 
En otra realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada comprende un líder GdVK3LP, seguido de 25 
un dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S humana mutante operativamente acoplado través de un 
enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre o de una variante o fragmento de la misma y un dominio 
RNasa1 humana de tipo silvestre operativamente acoplado a través de un dominio enlazador (Gly4Ser)3 al extremo C 
de la HSA de tipo silvestre, o una variante o fragmento de la misma (por ejemplo, la molécula de DNasa1 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S-enlazador-HSA-enlazador-RNasa1; RSLV-332 (SEQ ID NO: 117). En una 30 
realización, la molécula de DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S-enlazador-HSA-enlazador-RNasa1 
carece del líder VK3LP (SEQ ID NO: 125). 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicosilada comprende un dominio DNasa1 
humana mutante operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)n a una albúmina de tipo silvestre, o 35 
mutante o fragmento de la misma. En una realización, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicolsilada 
comprende un líder VK3LP, seguido de una HSA de tipo silvestre o una variante o fragmento de la misma 
operativamente acoplada en su extremo C a través de un enlazador(Gly4Ser)3 a un dominio DNasa1 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S humana mutante. En el presente documento se describe una molécula HSA-
enlazador-DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S. La molécula de HSA-enlazador-DNasa1 40 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S puede carecer del líder VK3LP (SEQ ID NO: 138). 
 
Una molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede tener una secuencia de aminoácidos al menos un 80 % idéntica, 
tal como un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o al menos un 99,5 % identica a la 
secuencia de aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 18-65. 45 
 
Un experto en la materia entenderá que las secuencias líder y de enlazadores son opcionales y no están limitadas a 
las descritas en las realizaciones anteriores. Por ejemplo, los dominios RNasa y/o DNasa pueden fusionarse 
directamente con el extremo N y/o C de HSA, o una variante o fragmento de la misma; el dominio líder puede ser 
cualquiera de los conocidos en la técnica que sean útiles para su propósito previsto, por ejemplo, para aumentar la 50 
expresión y/o secreción de proteínas (por ejemplo, un péptido señal de luciferasa de Gaussia (MGVKVLFALICIAVAEA; 
SEQ ID NO: 87)); el enlazador puede ser cualquier enlazador conocido en la técnica, por ejemplo, (Gly4Ser)n, NLG 
(VDGAAASPVNVSSPSVQDI; SEQ ID NO: 88), LE, enlazador ciclopeptídico disulfuro sensible a la trombina, 
LEA(EAAAK)4ALEA(EAAAK)4 (SEQ ID NO: 80), o un enlazador disulfuro escindible in vivo, tal como se describe en el 
presente documento. También se entenderá que está dentro de las capacidades de un experto en la materia realizar 55 
los cambios correspondientes en las secuencias de aminoácidos de la molécula de nucleasa híbrida utilizando 
métodos de clonación y recombinación de rutina. También se entenderá que los restos de asparagina en los dominios 
nucleasa (es decir, N34, N76 y N88 en RNasa1, y N18 y N106 en DNasa1) pueden sustituirse con un aminoácido que 
no sea serina (por ejemplo, glutamina), siempre que ya que el aminoácido no sirva como un aceptor para la 
glicosilación ligada a N. 60 
 
Métodos para Producir Moléculas Híbridas de Nucleasa-Albúmina 
 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la presente invención pueden producirse en gran medida en células 
hospedadoras transformadas o transfectadas usando técnicas de ADN recombinante. Para ello, se prepara una 65 
molécula de ADN recombinante que codifica el péptido. Los métodos para preparar tales moléculas de ADN son bien 
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conocidos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias que codifican los péptidos podrían eliminarse del ADN utilizando 
enzimas de restricción adecuadas. De manera alternativa, la molécula de ADN podría sintetizarse usando técnicas de 
síntesis química, tales como el método del fosforamidato. También, se podría utilizar una combinación de estas 
técnicas. 
 5 
La invención también incluye un vector capaz de expresar los péptidos en un hospedador apropiado. El vector 
comprende la molécula de ADN que codifica los péptidos operativamente acoplado a secuencias de control de 
expresión apropiadas. Los métodos para influir en esta unión operativa, ya sea antes o después de que la molécula 
de ADN se inserte en el vector, son bien conocidos. Las secuencias de control de expresión incluyen promotores, 
activadores, potenciadores, operadores, dominios de nucleasa ribosómicos, señales de inicio, señales de parada, 10 
señales de protección con caperuza, señales de poliadenilación y otras señales implicadas en el control de la 
transcripción o la traducción. 
 
El vector resultante que tiene la molécula de ADN en el mismo se usa para transformar o transfectar un hospedador 
apropiado. Esta transformación o transfección puede realizarse usando métodos bien conocidos en la técnica. 15 
 
Puede usarse cualquiera de un gran número de células hospedadoras disponibles y bien conocidas en la práctica de 
la presente invención. La selección de un hospedadro determinado depende de una serie de factores reconocidos por 
la técnica. Estos incluyen, por ejemplo, compatibilidad con el vector de expresión elegido, toxicidad de los péptidos 
codificados por la molécula de ADN, velocidad de transformación o transfección, facilidad de recuperación de los 20 
péptidos, características de expresión, bioseguridad y costes. Se debe lograr un equilibrio de estos factores con el 
entendimiento de que no todos los hospedadores pueden ser igualmente eficaces para la expresión de una secuencia 
de ADN particular. Dentro de estas pautas generales, los hospedadores microbianos útiles incluyen bacterias (tal como 
E. coli), levaduras (tal como Saccharomyces) y otras células de hongos, insectos, plantas, mamíferos (incluidos seres 
humanos) en cultivo u otros hospedadores conocidos en la técnica. En una realización preferida, las moléculas híbridas 25 
de nucleasa-albúmina se producen en células CHO. 
 
A continuación, el hospedador transformado o transfectado se cultiva y purifica. Las células hospedadoras pueden 
cultivarse en condiciones de fermentación o cultivo convencionales para que se expresen los compuestos deseados. 
Dichas condiciones de fermentación y cultivo son bien conocidas en la técnica. Finalmente, los péptidos se purifican 30 
a partir del cultivo mediante métodos bien conocidos en la técnica. 
 
Los compuestos también pueden prepararse por métodos sintéticos. Por ejemplo, se pueden utilizar técnicas de 
síntesis en fase sólida. Las técnicas adecuadas son bien conocidas en la técnica e incluyen las descritas en Merrifield 
(1973), Chem. Polypeptides, pág. 335-61 (Katsoyannis and Panayotis eds.); Merrifield (1963), J. Am. Chem. Soc. 85: 35 
2149; Davis et al., Biochem Intl 1985; 10: 394-414; Stewart y Young (1969), Solid Phase Peptide Synthesis; Patente 
de los EE.UU. N.º 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (3ª ed.) 2: 105-253; y Erickson et al. (1976), The Proteins 
(3ª ed.) 2: 257-527. La síntesis en fase sólida es la técnica preferida para producir péptidos individuales, ya que es el 
método más rentable para producir péptidos pequeños. Los compuestos que contienen péptidos derivados o que 
contienen grupos no peptídicos pueden sintetizarse mediante técnicas de química orgánica bien conocidas. 40 
 
Otros métodos son de expresión/síntesis de moléculas generalmente conocidos en la técnica para un experto en la 
materia. 
 
Moléculas híbridas de nucleasa-albúmina con glicosilación alterada 45 
 
La glicosilación (p. ej., glicosilación ligada a O o ligada a N) puede influir en la semivida en suero de las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina de la invención, por ejemplo, minimizando su eliminación de la circulación por los 
receptores de manosa y asialoglicoproteína y otros receptores tipo lectina. En consecuencia, en algunas realizaciones, 
las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la presente invención se preparan en forma aglicosilada, 50 
desglicosilada o subglicosilada. Preferentemente, la glicosilación ligada a N se altera y la molécula híbrida de nucleasa-
albúmina se aglicosila. 
 
En algunas realizaciones, todos los restos de asparagina en una molécula híbrida de nucleasa-albúmina que se ajustan 
al consenso Asn-X-Ser/Thr (X puede ser cualquier otro aminoácido de origen natural excepto Pro) se mutan a restos 55 
que no sirven como aceptores de la glicosilación ligada a N (p. ej., serina, glutamina), eliminando así la glucosilación 
de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina cuando se sintetiza en una célula que glicosila proteínas. 
 
En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina que carecen de sitios de glicosilación ligados 
a N se producen en células de mamíferos. En una realización, la célula de mamífero es una célula CHO. En 60 
consecuencia, en una realización específica, se produce una molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicosilada en 
una célula CHO. 
 
En otras realizaciones, se logra una reducción o falta de N-glucosilación, por ejemplo, produciendo moléculas híbridas 
de nucleasa-albúmina en un hospedador (por ejemplo, bacterias tales como E. coli), células de mamífero modificadas 65 
por ingeniería para carecer de una o más enzimas importantes para la glicosilación, o células de mamífero tratadas 
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con agentes que evitan la glicosilación, tales como tunicamicina (un inhibidor de la formación de Dol-PP-GlcNAc). 
 
En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se producen en eucariotas inferiores 
modificados por ingeniería para producir glucoproteínas con N-glucanos complejos, en lugar de azúcares de alto 
contenido en manosa (véase, por ejemplo, el documento US2007/0105127). 5 
 
En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina glicosiladas (p. ej., las producidas en células 
de mamífero tal como las células CHO) se tratan química o enzimáticamente para eliminar uno o más restos de 
carbohidratos (p. ej., uno o más restos de manosa, fucosa y/o N-acetilglucosamina) o para modificar o enmascarar 
uno o más restos de carbohidratos. Dichas modificaciones o enmascaramiento pueden reducir la unión de las 10 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina a receptores de manosa, y/o receptores de asialoglicoproteína, y/u otros 
receptores tipo lectina. La desglicosilación química se puede lograr tratando una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina con ácido trifluorometano sulfónico (TFMS), como se divulga en, por ejemplo, Sojar et al., JBC 
1989;264:2552-9 y Sojar et al., Methods Enzymol 1987;138:341-50, o tratando con fluoruro de hidrógeno, como se 
divulga en Sojar et al. (1987, supra). La eliminación enzimática de los carbohidratos ligados a N de las moléculas 15 

híbridas de nucleasa-albúmina se puede lograr tratando una molécula híbrida de nucleasa-albúmina con la proteína 
N-glucosidasa (PNGasa) A o F, como se divulga en Thotakura et al. (Methods Enzymol 1987;138:350-9). Otras 
enzimas desglicosilantes comercialmente reconocidas en la técnica que son adecuadas para su uso incluyen endo-
alfa-N-acetil-galactosaminidasa, endoglicosidasa F1, endoglicosidasa F2, endoglicosidasa F3 y endoglicosidasa H. En 
algunas realizaciones, se pueden usar una o más de estas enzimas para desglicosilar las moléculas híbridas de 20 
nucleasa-albúmina de la invención. Métodos alternativos para la desglicosilación se describen en, por ejemplo, el 
documento US 8.198.063. 
 
En algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina están parcialmente desglicosiladas. La 
desglicosilación parcial se puede lograr tratando las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina con una 25 
endoglicosidasa (por ejemplo, endoglicosidasa H), que escinde carbohidratos de alto contenido en manosa ligados a 
N pero no carbohidratos de tipo complejo, dejando un solo resto de GlcNAc unido a la asparagina. Las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina tratadas con endoglicosidasa H carecerán de carbohidratos de alto contenido en 
manosa, dando como resutlado una interacción reducida con el receptor de manosa hepático. Aunque este receptor 
reconoce GlcNAc terminal, la probabilidad de una interacción productiva con el GlcNAc único en la superficie de la 30 
proteína no es tan grande como con una estructura intacta de alto contenido en manosa. 
 
En otras realizaciones, se modifica la glicosilación de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina, por ejemplo, por 
oxidación, reducción, deshidratación, sustitución, esterificación, alquilación, sialilación, escisión de enlaces carbono-
carbono, o similares, para reducir el aclaramiento de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la sangre. En 35 
algunas realizaciones, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se tratan con peryodato y borohidruro de sodio 
para modificar la estructura de los carbohidratos. El tratamiento con periodato oxida los dioles adjacentes, escinde el 
enlace carbono-carbono y reemplaza los grupos hidroxilo con grupos aldehído; el borohidruro reduce los aldehídos a 
hidroxilos. Muchos restos de azúcar incluyen dioles adjacentes y, por lo tanto, se escinden con este tratamiento. La 
semivida en suero prolongada con peryodato y borohidruro de sodio se ejemplifica mediante el tratamiento secuencial 40 
de la enzima lisosómica β-glucuronidasa con estos agentes (véase, por ejemplo, Houba et al. (1996) Bioconjug Chem 
1996:7:606-11; Stahl et al. PNAS 1976;73:4045-9; Achord et al. Pediat. Res 1977;11:816-22; Achord et al. Cell 
1978;15:269-78). Un método para el tratamiento con peryodato y borohidruro de sodio se describe en Hickman et al., 
BBRC 1974;57:55-61. Un método para el tratamiento con peryodato y cianoborohidruro, que aumenta la semivida en 
suero y la distribución en los tejidos de ricina, se divulga en Thorpe et al. Eur J Biochem 1985; 147:197-206. 45 
 
En una realización, las estructuras de carbohidratos de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina se pueden 
enmascarar mediante la adición de uno o más restos adicionales (por ejemplo, grupos de carbohidratos, grupos 
fosfato, grupos alquilo, etc.) que interfieren con el reconocimiento de la estructura por un receptor de manosa o 
asialoglicoproteína u otros receptores tipo lectina. 50 
 
En algunas realizaciones, uno o más sitios potenciales de glicosilación se eliminan mediante la mutación del ácido 
nucleico que codifica la molécula híbrida de nucleasa-albúmina, reduciendo así la glicosilación (subglicosilación) de la 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina cuando se sintetiza en una célula que glicosila proteínas, por ejemplo, una 
célula de mamífero tal como una célula CHO. En algunas realizaciones, puede ser deseable subglicosilar 55 
selectivamente el dominio nucleasa de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina mediante la mutación de los 
posibles sitios de glicosilación ligados a N de las mismsa si, por ejemplo, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina 
subglicosilada muestra una actividad aumentada o contribuye a un aumento de la semivida en suero. En otras 
realizaciones, puede ser deseable subglicosilar porciones de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina de modo que 
regiones distintas al dominio nucleasa carezcan de N-glicosilación si, por ejemplo, dicha modificación mejora la 60 
semivida en suero de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. De manera alternativa, pueden modificarse otros 
aminoácidos en la zona adjacente de los aceptores de glicosilación, interrumpiendo un motivo de reconocimiento para 
las enzimas de glicosilación sin cambiar necesariamente el aminoácido que normalmente estaría glicosilado. 
 
En algunas realizaciones, la glicosilación de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina se puede alterar mediante la 65 
introducción de sitios de glicosilación. Por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de la molécula híbrida de nucleasa-
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albúmina puede modificarse para introducir la secuencia consenso para la glicosilación ligada a N de Asp-X-Ser/Thr 
(X es cualquier aminoácido que no sea prolina). Se pueden añadir sitios de glicosilación ligados a N adicionales en 
cualquier lugar a lo largo de la secuencia de aminoácidos de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 
Preferentemente, los sitios de glicosilación se introducen en la posición en la secuencia de aminoácidos que no reduce 
sustancialmente la actividad nucleasa (p. ej., RNasa y/o DNasa) de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 5 
 
Se ha informado que la adición de sitios de glicosilación ligados a O altera la semivida en suero de las proteínas, tales 
como la hormona del crecimiento, hormona estimulante de folículos, IGFBP-6, Factor IX y muchos otros (por ejemplo, 
como se divulga en Okada et al., Endocr Rev 2011;32:2-342; Weenen et al., J Clin Endocrinol Metab 2004;89:5204-
12; Marinaro et al., European Journal of Endocrinology 2000;142:512-6; documento US 2011/0154516). En 10 
consecuencia, en algunas realizaciones, Se altera la glicosilación ligada a O (en restos de serina/treonina) de las 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. Los métodos para alterar la glicosilación ligada a O son rutinarios en la 
técnica y se pueden lograr, por ejemplo, mediante eliminación beta (véase, por ejemplo, Huang et al., Rapid 
Communications in Mass Spectrometry 2002; 16:1199-204; Conrad, Curr Protoc Mol Biol 2001; Capítulo 
17:Unidad17.15A; Fukuda, Curr Protoc Mol Biol 2001;Capítulo 17;Unidad 17.15B; Zachara et al., Curr Protoc Mol Biol 15 
2011; Unidad 17.6;); mediante el uso de kits disponiblescomercialmente (por ejemplo, Kit de eliminación beta 
GlycoProfile™, Sigma); o sometiendo la molécula híbrida de nucleasa-albúmina a tratamiento con una serie de 
exoglucosidasas tal como, pero sin limitación, β1-4 galactosidasa y β-N -acetilglucosaminidasa, hasta que solo quede 
Gal β1-3GalNAc y/o GlcNAc β1-3GalNAc, seguido de un tratamiento con, por ejemplo, endo-α-N-
acetilgalactosaminidasa (es decir, O-glucosidasa). Dichas enzimas están disponibles comercialmente en, por ejemplo, 20 
New England Biolabs. En otras realizaciones más, las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se alteran para 
introducir la glicosilación ligada a O en la molécula híbrida de nucleasa-albúmina como se divulga en, por ejemplo, 
Okada et al. (supra), Weenen et al. (supra), documento US2008/0274958; y documento US2011/0171218. En algunas 

realizaciones, se introducen uno o más sitios de consenso de glicosilación ligados a O en la molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina, tal como CXXGGT/S-C (SEQ ID NO: 101) (van den Steen et al., In Critical Reviews in Biochemistry 25 
and Molecular Biology, Michael Cox, ed., 1998;33:151-208), NST-E/D-A (SEQ ID NO: 102), NITQS (SEQ ID NO: 103), 
QSTQS (SEQ ID NO: 104), D/EFT-R/K-V (SEQ ID NO: 105), C-E/D-SN (SEQ ID NO: 106) y GGSC-K/R (SEQ ID NO: 
107). Se pueden añadir sitios de glicosilación ligados a O adicionales en cualquier lugar a lo largo de la secuencia de 
aminoácidos de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. Preferentemente, los sitios de glicosilación se introducen 
en la posición en la secuencia de aminoácidos que no reduce sustancialmente la actividad nucleasa (p. ej., RNasa y/o 30 
DNasa) de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. De manera alternativa, los restos de azúcar ligados a O se 
introducen modificando químicamente un aminoácido en la molécula híbrida de nucleasa-albúmina como se describe 
en, por ejemplo, el documento WO 87/05330 y Aplin et al., CRC Crit Rev Biochem 1981;259-306). 
 
En algunas realizaciones, los sitios de glicosilación tanto ligados a N como ligados a O se introducen en las moléculas 35 
híbridas de nucleasa-albúmina, preferentemente en posiciones en la secuencia de aminoácidos que no reducen 
sustancialmente la actividad nucleasa (por ejemplo, RNasa y/o DNasa) de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 
 
Está dentro de las capacidades del experto en la materia introducir, reducir o eliminar la glicosilación (por ejemplo, 
glicosilación ligada a N o ligada a O) en una molécula híbrida de nucleasa-albúmina y determinar usando métodos de 40 
rutina en la técnica si tales modificaciones en el estado de glicosilación, aumenta o disminuye la actividad nucleasa o 
la semivida en suero de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 
 
En algunas realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina puede comprender una glicoforma alterada (por 
ejemplo, un glicano subfucosilado o sin fucosa). 45 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina con glicosilación alterada tiene una semivida 
en suero que aumenta al menos aproximadamente 1,5 veces, tal como al menos 3 veces, al menos 5 veces, al menos 
10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos aproximadamente 
100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 50 
400 veces, al menos aproximadamente 500 veces, al menos aproximadamente 600 veces, al menos aproximadamente 
700 veces, al menos aproximadamente 800 veces, al menos aproximadamente 900 veces, al menos aproximadamente 
1000 veces, o 1000 veces o más en relación con las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina glicosiladas 
correspondientes (por ejemplo, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina en la que no están mutados los posibles 
sitios de glicosilación ligados a N). Se pueden usar métodos de rutina reconocidos en la técnica para determinar la 55 
semivida en suero de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina con estado de glicosilación alterado. 
 
En algunas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina con glicosilación alterada (por ejemplo, una 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina aglicosilada, desglicosilada o subglicosilada) conserva al menos un 50 %, tal 
como al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 60 
90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 
96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos al menos un 99,5 % o 100 % de la actividad 
de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina glicosiladas correspondiente (por ejemplo, una molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina en la que no están mutados los posibles sitios de glicosilación ligados a N). 
 65 
En algunas realizaciones, alterar el estado de glicosilación de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina puede 
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aumentar la actividad nucleasa, bien aumentando directamente la actividad enzimática o aumentando la 
biodisponibilidad (por ejemplo, la semivida en suero). En consecuencia, en algunas realizaciones, la actividad nucleasa 
de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina con glicosilación alterada aumenta al menos 1,3 veces, tal como al 
menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 2,5 veces, al menos 3 veces, al menos 3,5 veces, al menos 4 veces, al 
menos 4,5 veces, al menos 5 veces, al menos 5,5 veces, al menos 6 veces, al menos 6,5 veces, al menos 7 veces, al 5 
menos 7,5 veces, al menos 8 veces, al menos 8,5 veces, al menos 9 veces, al menos 9,5 veces, o 10 veces o más, 
en relación con las moléculas de nucleasa-albúmina híbridas glicosiladas correspondientes (por ejemplo, una molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina en la que no están mutados los sitios potenciales de glicosilación ligados a N). 
 
El experto en la materia puede determinar fácilmente el estado de glicosilación de las moléculas híbridas de nucleasa-10 
albúmina utilizando métodos reconocidos en la técnica. En una realización preferida, el estado de glicosilación se 
determina mediante espectrometría de masas. En otras realizaciones, las interacciones con la Concanavalina A (Con 
A) se pueden evaluar para determinar si una molécula híbrida de nucleasa-albúmina está subglicosilada. Se espera 
que una molécula híbrida de nucleasa-albúmina subglicosilada muestre una unión reducida a ConA-Sepharose en 
comparación con la molécula híbrida de nucleasa-albúmina glicosilada correspondiente. El análisis SDS-PAGE 15 
también se puede usar para comparar la movilidad de una proteína subglicosilada y la proteína glicosilada 
correspondiente. Se espera que la proteína subglicosilada tenga una mayor movilidad en SDS-PAGE en comparación 
con la proteína glicosilada. Otros métodos adecuados reconocidos en la técnica para analizar el estado de glicosilación 
de proteínas se divulga en, por ejemplo, Roth et al., International Journal of Carbohydrate Chemistry 2012;2012:1-10. 
 20 
La farmacocinética, tal como la semivida en suero, de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina con diferentes estados 
de glicosilación se pueden analizar utilizando métodos de rutina, por ejemplo, introduciendo las moléculas híbridas de 
nucleasa-albúmina en ratones, por ejemplo, por vía intravenosa, tomando muestras de sangre en puntos temporales 
predeterminados y analizando y comparando niveles y/o actividad enzimática de las moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina en las muestras. 25 
 
Composiciones Farmacéuticas 
 
En determinadas realizaciones, se administra una molécula híbrida de nucleasa-albúmina sola. En determinadas 
realizaciones, se administra una molécula híbrida de nucleasa-albúmina antes de la administración de al menos otro 30 
agente terapéutico. En determinadas realizaciones, se administra una molécula híbrida de nucleasa-albúmina 
simultáneamente con la administración de al menos otro agente terapéutico. En determinadas realizaciones, se 
administra una molécula híbrida de nucleasa-albúmina después de la administración de al menos otro agente 
terapéutico. En otras realizaciones, se administra una molécula híbrida de nucleasa-albúmina antes de la 
administración de al menos otro agente terapéutico. Como apreciará un experto en la materia, en algunas 35 
realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina se combina con otro agente/compuesto. En algunas 
realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina y otro agente se administran simultáneamente. En algunas 
realizaciones, la molécula híbrida de nucleasa-albúmina y otro agente no se administran simultáneamente, y la 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina se administra antes o después de que se admnistre el agente. En algunas 
realizaciones, el sujeto recibe tanto la molécula híbrida de nucleasa-albúmina como el otro agente durante un mismo 40 
período de prevención, aparición de un trastorno y/o período de tratamiento. 
 
Las composiciones farmacéuticas de la invención pueden administrarse en terapia de combinación, es decir, 
combinadas con otros agentes. En determinadas realizaciones, la terapia de combinación comprende la molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina, en combinación con al menos otro agente. Los agentes incluyen, aunque sin limitación, 45 
composiciones químicas, anticuerpos, regiones de unión a antígeno y combinaciones y conjugados de los mismos 
preparados de forma sintética in vitro. En determinadas realizaciones, un agente puede actuar como un agonista, 
antagonista, modulador alostérico o toxina. 
 
En determinadas realizaciones, la invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula 50 
híbrida de nucleasa-albúmina junto con un diluyente, transportador, solubilizante, emulsionante, conservante y 
adyuvante farmacéuticamente aceptable. 
 
En determinadas realizaciones, la invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina y una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, 55 
junto con un diluyente, transportador, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente 
aceptable. 
 
En determinadas realizaciones, los materiales de formulación aceptables preferentemente no son tóxicos para los 
receptores a las dosis y concentraciones empleadas. En algunas realizaciones, los materiales de formulación son para 60 
administración s.c. y/o I.V. En determinadas realizaciones, la composición farmacéutica puede contener materiales de 
formulación para modificar, mantener o conservar, por ejemplo, el pH, osmolalidad, viscosidad, claridad, color, 
isotonicidad, olor, esterilidad, estabilidad, velocidad de disolución o liberación, adsorción o penetración de la 
composición. En determinadas realizaciones, materiales de formulación adecuados incluyen, aunque sin limitación, 
aminoácidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina ); agentes antimicrobianos; antioxidantes 65 
(tales como ácido ascórbico, sulfito de sodio o hidrogenosulfito de sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, 
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Tris-HCl, citratos, fosfatos u otros ácidos orgánicos); agentes de carga (tal como manitol o glicina); agentes quelantes 
(tal como ácido etilendiaminotetraacético (EDTA)); agentes complejantes (tal como cafeína, polivinilpirrolidona, beta-
ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina); cargas; monosacáridos; disacáridos; y otros carbohidratos (tales como 
glucosa, manosa o dextrinas); proteinas (tal como gelatina); colorantes, agentes aromatizantes y diluyentes; agentes 
emulsionantes; polímeros hidrófilos (tales como polivinilpirrolidona ); polipéptidos de bajo peso molecular; contra iones 5 
formadores de sal (tales como sodio ); conservantes (tal com cloruro de benzalconio, ácido benzoico, ácido salicílico, 
timerosal, alcohol fenetílico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, ácido sórbico o peróxido de hidrógeno); 
disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol); alcoholes de azúcar (tales como manitol o sorbitol ); 
agentes de suspensión; tensioactivos o agentes humectantes (tal como pluronics, PEG, ésteres de sorbitán, 
polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato 80, triton, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes 10 
potenciadores de la estabilidad (tales como sacarosa o sorbitol); agentes potenciadores de la tonicidad (tales como 
haluros de metales alcalinos, preferentemente cloruro de sodio o potasio, manitol sorbitol); vehículos de suminitro; 
diluyentes; excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos. (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18ª edición, A. R. 
Gennaro, ed., Mack Publishing Company (1995). En algunas realizaciones, la formulación comprende PBS; NaOAC 
20 mM, pH 5,2, NaCl 50 mM; y/o NAOAC 10 mM, pH 5,2, sacarosa al 9 %. 15 
 
En determinadas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina y/o una molécula terapéutica está unida 
a un vehículo de extensión de la semivida conocido en la técnica. Dichos vehículos incluyen, aunque sin limitación, 
polietilenglicol, glucógeno (por ejemplo, glicosilación de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina) y dextrano. Dichos 
vehículos se describen, por ejemplo, en la solicitud de EE.UU. N.º de serie 09/428.082, actualmente Patente de EE.UU. 20 
6.660.843 y la solicitud PCT publicada N.º WO 99/25044. 
 
En determinadas realizaciones, la composición farmacéutica óptima se determinará por un experto en la materia 
dependiendo de, por ejemplo, la ruta de administración prevista, el formato de suministro y la dosis deseada. Véase, 
por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, supra. En determinadas realizaciones, tales composiciones 25 
pueden influir en el estado físico, estabilidad, la estabilidad, la velocidad de liberación in vivo y la velocidad de 
aclaramiento in vivo de los anticuerpos de la invención. 

 
En determinadas realizaciones, el vehículo o transportador primario en una composición farmacéutica puede ser bien 
de naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un vehículo o transportador adecuado 30 
puede ser agua para inyección, solución salina fisiológica o líquido cefalorraquídeo artificial, posiblemente 
complementado con otros materiales comunes en composiciones para administración parenteral. En algunas 
realizaciones, la solución salina comprende solución salina tamponada con fosfato isotónica. En determinadas 
realizaciones, otros vehículos ejemplares son solución salina tamponada neutra o solución salina mezclada con 
albúmina de suero. En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas comprenden tampón Tris de 35 
aproximadamente pH 7,0-8,5, o un tampón acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que puede incluir además sorbitol 
o un sustituto adecuado para el mismo. En determinadas realizaciones, una composición que comprende una molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede prepararse para 
almacenamiento mezclando la composición seleccionada que tiene el grado deseado de pureza con agentes de 
formulación opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, supra) en la forma de una torta o una solución acuosa 40 
liofilizada. Adicionalmente, en determinadas realizaciones, una composición que comprende una molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede formularse como un liofilizado usando 
excipientes apropiados tal como la sacarosa. 
 
En determinadas realizaciones, la composición farmacéutica puede seleccionarse para suministro parenteral. En 45 
determinadas realizaciones, las composiciones pueden seleccionarse para inhalación o para suministro a través del 
tracto digestivo, tal como por vía oral. La preparación de tales composiciones farmacéuticamente aceptables está 
dentro de la capacidad de un experto en la materia. 
 
En determinadas realizaciones, los componentes de la formulación están presentes en concentraciones que son 50 
aceptables para el sitio de administración. En determinadas realizaciones, los tampones se usan para mantener la 
composición a pH fisiológico o a un pH ligeramente más bajo, generalmente dentro de un intervalo de pH de 
aproximadamente 5 a aproximadamente 8. 
 
En determinadas realizaciones, cuando se contempla la administración parenteral, una composición terapéutica puede 55 
estar en forma de una solución acuosa parenteralmente aceptable sin pirógenos que comprende una molécula híbrida 
de nucleasa-albúmina deseada, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un vehículo farmacéuticamente 
aceptable. En determinadas realizaciones, un vehículo para inyección parenteral es agua destilada estéril en la que 
una molécula híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se formula como una 
solución isotónica estéril, adecuadamente conservada. En determinadas realizaciones, la preparación puede implicar 60 
la formulación de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, partículas bioerosionables, 
compuestos poliméricos (tales como ácido poliláctico o ácido poliglicólico), perlas o liposomas, que pueden 
proporcionar la liberación controlada o sostenida del producto que se va a suministrar después a través de una 
inyección de depósito. En determinadas realizaciones, el ácido hialurónico también puede usarse y puede tener el 
efecto de promover una duración sostenida en la circulación. En determinadas realizaciones, pueden usarse 65 
dispositivos implantables de suministro de fármacos para introducir la molécula deseada. 
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En determinadas realizaciones, se puede formular una composición farmacéutica para inhalación. En determinadas 
realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se 
puede formular como un polvo seco para inhalación. En determinadas realizaciones, una solución para inhalación que 
comprende una molécula híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, puede 5 
formularse con un propelente para la administración por aerosol. En determinadas realizaciones, las soluciones se 
pueden nebulizar. La administración pulmonar se describe adicionalmente en la solicitud PCT n.º PCT/US94/001875, 
que describe el suministro pulmonar de proteínas modificadas químicamente. 
 
En determinadas realizaciones, se contempla que las formulaciones pueden administrarse por vía oral. En 10 
determinadas realizaciones, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico 
adicional, que se administra de esta manera puede formularse con o sin los transportadores utilizados habitualmente 
en la composición de formas de dosificación sólidas tales como comprimidos y cápsulas. En determinadas 
realizaciones, se puede diseñar una cápsula para liberar la porción activa de la formulación en el punto del tracto 
gastrointestinal cuando se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza la degradación presistémica. En determinadas 15 
realizaciones, se puede incluir al menos un agente adicional para facilitar la absorción de una molécula híbrida de 
nucleasa-albúmina y/o cualquier agente terapéutico adicional. En determinadas realizaciones, se pueden emplear 
también diluyentes, aromatizantes,ceras de bajo punto de fusión, aceites vegetales, lubricantes, agentes de 
suspensión, agentes desintegrantes de comprimidos y aglutinantes. 
 20 
En determinadas realizaciones, una composición farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de una molécula 
híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, en una mezcla con excipientes no 
tóxicos que son adecuados para la fabricación de comprimidos. En determinadas realizaciones, disolviendo los 
comprimidos en agua estéril u otro vehículo apropiado, las soluciones se pueden preparar en forma de dosis unitarias. 
En determinadas realizaciones, excipientes adecuados incluyen, aunque sin limitación, diluyentes inertes, tales como 25 
carbonato cálcico, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa o fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, tales como 
almidón, gelatina o goma arábiga; o agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, ácido esteárico o talco. 
 
Las composiciones farmacéuticas adicionales serán evidentes para los expertos en la materia, incluidas las 
formulaciones que implican una molécula híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos uno o más agentes 30 
terapéutico adicionales, en formulaciones de suministro sostenido o controlado. En determinadas realizaciones, los 
expertos en la materioa también conocen técnicas para formular una variedad de otros medios de suministro sostenido 
o controlado, tales como portadores de liposomas, micropartículas bioerosionables o perlas porosas e inyecciones de 
depósito. Véase, por ejemplo, la Solicitud PCT N.º PCT/US93/00829 que describe la liberación controlada de 
micropartículas poliméricas porosas para el suministro de composiciones farmacéuticas. En determinadas 35 
realizaciones, las preparaciones de liberación sostenida pueden incluir matrices de polímeros semipermeables en 
forma de artículos conformados, por ejemplo, películas o microcápsulas. Las matrices de liberación sostenida pueden 
incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidas (Patente de Estados Unidos N.º 3.773.919 y EP 058.481), copolímeros de 
ácido L-glutámico y gamma etil-L-glutamato (Sidman et al, Biopolymers, 22:547-556 (1983)), poli(2-hidroxietil-
metacrilato) (Langer et al., J Biomed Mater Res, 15: 167-277 (1981) y Langer, Chem Tech, 12:98-105 (1982)), acetato 40 
de etileno y vinilo (Langer et al, supra) o poli-D(-)-ácido-3-hidroxibutírico (documento EP 133.988). En determinadas 
realizaciones, las composiciones de liberación sostenida también pueden incluir liposomas, que pueden prepararse 
por cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Eppstein et al, PNAS, 82:3688-3692 
(1985); los documentos EP 036.676; EP 088.046 y EP 143.949. 
 45 
La composición farmacéutica que se utilizará para la administración in vivo es generalmente estéril. En determinadas 
realizaciones, esto se lleva a cabo fácilmente mediante filtración a través de membranas de filtración estériles. En 
determinadas realizaciones, donde la composición está liofilizada, la esterilización usando este método puede 
realizarse antes o después de la liofilización y la reconstitución. En determinadas realizaciones, la composición para 
administración parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una solución. En determinadas realizaciones, 50 
las composiciones parenterales generalmente se colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por 
ejemplo, por ejemplo, una bolsa o vial de solución intravenosa que tiene un tapón perforable por una aguja de inyección 
hipodérmica. 
 
En determinadas realizaciones, una vez que se ha formulado la composición farmacéutica, se puede almacenar en 55 
viales estériles como una solución, suspensión, gel, emulsión, sólido o como un polvo deshidratado o liofilizado. En 
determinadas realizaciones, tales formulaciones pueden almacenarse en una forma lista para su uso o en una forma 
(por ejemplo, liofilizada) que se reconstituya antes de la administración. 
 
En determinadas realizaciones, se proporcionan kits para producir una unidad de administración de dosis única. En 60 
determinadas realizaciones, el kit puede contener tanto un primer recipiente que tiene una proteína seca como un 
segundo recipiente que tiene una formulación acuosa. En determinadas realizaciones, se incluyen kits que contienen 
jeringas precargadas de una o varias cámaras (p. ej., jeringas con líquido y lyojeringas). 
 
En determinadas realizaciones, la cantidad eficaz de una composición farmacéutica que comprende una molécula 65 
híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, a emplear terapéuticamente 
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dependerá, por ejemplo, del contexto terapéutico y los objetivos. Un experto en la materia apreciará que los niveles 
de dosificación apropiados para el tratamiento, de acuerdo con determinadas realizaciones, variarán de este modo 
dependiendo, en parte, de la molécula suministradas, la indicación para la que se está utilizando una molécula híbrida 
de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, la vía de administración y el tamaño (peso 
corporal, superficie corporal u tamaño del órgano) y/o condición (edad y estado general de salud) del paciente. En 5 
determinadas realizaciones, el médico puede valorar la dosis y modificar la vía de administración para obtener el efecto 
terapéutico óptimo. En determinadas realizaciones, una dosis típica puede variar de aproximadamente 0,1 µg/kg a 
aproximadamente 100 mg/kg o más, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En determinadas 
realizaciones, la dosificación puede variar desde 0,1 \ mu g/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o de 1 µg/kg hasta 
aproximadamente 100 mg/kg; o de 5 µg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg. 10 
 
En determinadas realizaciones, la frecuencia de dosificación tendrá en cuenta los parámetros farmacocinéticos de una 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina y/o cualquier agente terapéutico adicional en la formulación utilizada. En 
determinadas realizaciones, un médico administrará la composición hasta que se alcance una dosis que logre el efecto 
deseado. En determinadas realizaciones, por lo tanto, la composición puede administrarse como una dosis única, o 15 
como dos o más dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de la molécula deseada) a lo largo del tiempo, o 
como una infusión continua a través de un dispositivo de implantación o catéter. El perfeccionamiento adicional de la 
dosificación apropiada se realiza rutinariamente por los expertos en la materia y está dentro del ámbito de las tareas 
realizadas rutinariamente por ellos. En determinadas realizaciones, se pueden determinar las dosis apropiadas 
mediante el uso de datos de dosis-respuesta apropiados. 20 
 
En determinadas realizaciones, la ruta de administración de la composición farmacéutica está de acuerdo con los 
métodos conocidos, por ejemplo, por vía oral, a través de inyección por vía intravenosa, intraperitoneal, intracerebral 
(intraparenquimática), intracerebroventricular, intramuscular, subcutánea, intraocular, intraarterial, intraportal o 
intralesional; por sistemas de liberación sostenida o por dispositivos de implantación. En determinadas realizaciones, 25 
las composiciones pueden administrarse mediante inyección en bolo o continuamente mediante infusión, o mediante 
dispositivo de implantación. 
 
En determinadas realizaciones, la composición puede administrarse localmente mediante la implantación de una 
membrana, esponja u otro material apropiado sobre el cual se ha encapsulado o absorbido la molécula deseada. En 30 
determinadas realizaciones, cuando se usa un dispositivo de implantación, el dispositivo puede implantarse en 
cualquier tejido u órgano adecuado, y el suministro de la molécula deseada puede realizarse por difusión, bolo de 
liberación programada o administración continua. 
 
En determinadas realizaciones, puede ser deseable usar una composición farmacéutica que comprenda una molécula 35 
híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, de manera ex vivo. En dichos casos, 
las células, tejidos y/u órganos que se han extraído del paciente se exponen a una composición farmacéutica que 
comprende una molécula híbrida de nucleasa-albúmina, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, después 
de lo cual las células, tejidos y/u órganos se implantan posteriormente de nuevo en el paciente. 
 40 
En determinadas realizaciones, se puede suministrar una molécula híbrida de nucleasa-albúmina y/o cualquier agente 
terapéutico adicional mediante la implantación de determinadas células que se han modificado por ingeniería genética, 
utilizando métodos como los descritos en el presente documento, para expresar y secretar los polipéptidos. En 
determinadas realizaciones, tales células pueden ser células animales o humanas, y pueden ser autólogas, 
heterólogas o xenogénicas. En determinadas realizaciones, las células se pueden inmortalizar. En determinadas 45 
realizaciones, para disminuir la posibilidad de una respuesta inmunitaria, las células pueden encapsularse para evitar 
la infiltración de los tejidos circundantes. En determinadas realizaciones, los materiales de encapsulación suelen ser 
carcasas o membranas poliméricas semipermeables biocompatibles que permiten la liberación de los productos 
proteicos pero evitan la destrucción de las células por el sistema inmunitario del paciente o por otros factores 
perjudiciales de los tejidos circundantes. 50 
 
Ensayos In vitro 

 
Se pueden usar varios ensayos in vitro conocidos en la técnica para evaluar la eficacia de las moléculas híbridas de 
nucleasa-albúmina de la presente invención. 55 
 
Por ejemplo, los ensayos de actividad RNasa se pueden realizar utilizando kits comercialmente disponibles para medir 
la actividad RNasa, por ejemplo, el Sistema de Control de Calidad RNaseAlert™. De manera similar, los ensayos de 
actividad DNasa se realizaron usando kits disponibles comercialmente para medir la actividad DNasa, por ejemplo, el 
Sistema de Control de Calidad DNaseAlert™ (Life Technologies). 60 
 
Además, lLas PBMC humanas cultivadas de pacientes normales o con lupus se pueden aislar, cultivar y tratar con 
diversos estímulos (p. ej., ligandos de TLR, anticuerpos coestimuladores, complejos inmunitarios y sueros normales o 
autoinmunitarios), en presencia o ausencia de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. La producción de citocinas 
por las células estimuladas se puede medir utilizando reactivos disponibles comercialmente, tales como los kits de 65 
pares de anticuerpos de Biolegend (San Diego, CA) para diversas citocinas (por ejemplo, IL-6, IL-8, IL-10, IL-4, IFN-
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gamma y TNF-alfa). Los sobrenadantes de cultivo se cosechan en varios puntos temporales según sea apropiado 
para el ensayo (por ejemplo, 6, 12, 24, 48 horas o puntos temporales posteriores) para determinar los efectos que las 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina tienen sobre la producción de citocinas. Se pueden emplear ensayos ELISA 
específicos para medir la producción de citocinas. Por ejemplo, los kits ELISA disponibles comercialmente están 
disponibles de Thermo Fisher Scientific, Inc. Se realizan ensayos similares usando subpoblaciones de linfocitos 5 
humanos (monocitos aislados, linfocitos B, CDp, linfocitos T, etc.); purificados usando, por ejemplo, kits de aislamiento 
basados en perlas magnéticas disponibles comercialmente disponibles de Miltenyi Biotech (Auburn, CA). 
 
La citometría de flujo multicolor puede usarse para evaluar los efectos de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
en la activación de las células inmunitarias después de la exposición a ligandos de TLR y/o complejos inmunitarios 10 
midiendo la expresión de receptores de activación de linfocitos tales como CD5, CD23, CD69, CD80, CD86 y CD25 
en PBMC o subpoblaciones de células aisladas en varios puntos temporales después de la estimulación utilizando 
métodos de rutina reconocidos en la técnica. 
 
La eficacia de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina también se puede probar incubando suero de pacientes 15 
con LES con CDp humanas normales para activar la producción de IFN, como se describe en, por ejemplo, Ahlin et 
al., Lupus 2012:21:586-95; Mathsson et al., Clin Expt Immunol 2007;147:513-20; y Chiang et al., J Immunol 
2011;186:1279-1288. Sin quedar ligado a la teoría, los complejos inmunitarios circulantes que contienen ácidos 
nucleicos en los sueros de pacientes con LES facilitan la entrada del antígeno de los ácidos nucleicos en los 
endosomas de CDp a través de la endocitosis mediada por el receptor Fc, seguido de la unión de los ácidos nucleicos 20 
y la activación de los TLR endosómicos 7, 8 y 9. Para evaluar el impacto de las moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina, los sueros o plasma de pacientes con LES se tratan previamente con las moléculas híbridas de nucleasa-
albúmina, seguido de la adición a cultivos de células CDp aisladas de voluntarios sanos. Los niveles de IFN-α 
producidos se determinan en múltiples puntos temporales. Al degradar los complejos inmunitarios que contienen 
ácidos nucleicos, se espera que las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina eficaces reduzcan la cantidad de IFN-α 25 
producido. 
 
La eficacia de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se puede evaluar perfilando su capacidad para degradar 
los ligandos de receptores tipo Toll (TLR). Las células HEK Blue (Invivogen) pueden modificarse por ningeniería para 
expresar TLR humanos, incluidos TLR3 y TLR9. Cuando se cultivan en presencia de un ligando apropiado, las células 30 
HEK Blue secretan una fosfatasa alcalina (SEAP) que se detecta fácilmente en el medio acondicionado usando un 
sustrato colorométrico. Por ejemplo, TLR3 reconoce los ligandos de ARNbc, tales como poli(I:C), mientras que TLR9 
reconoce secuencias específicas de CpG-ODN no metiladas. La incubación del ligando apropiado con diversas 
construcciones RSLV provocará una inhibición dependiente de la concentración en la producción de SEAP. Tras el 
tratamiento, la cantidad de SEAP producida se reduce a los niveles generados por las células no estimuladas por TLR. 35 
Esto será consistente con la actividad nucleasa (RNasa o DNasa). 
 
La eficacia de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se demuestra al comparar los resultados de un ensayo de 
células tratadas con las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina divulgadas en el presente documento con los 
resultados del ensayo de células tratadas con formulaciones de control. Tras el tratamiento, los niveles de los diversos 40 
marcadores (p. ej., citocinas, receptores de la superficie celular, proliferación) descritos anteriormente generalmente 
mejoran en un grupo tratado con una molécula híbrida de nucleasa-albúmina eficaz en relación con los niveles de 
marcadores existentes antes del tratamiento, o en relación con los niveles medidos en un grupo de control. 
 
Métodos de tratamiento 45 
 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención son particularmente eficaces en el tratamiento de 
trastornos autoinmunitarios o respuestas inmunitarias anormales. En este sentido, se apreciará que las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina de la presente invención pueden usarse para controlar, suprimir, modular, tratar o 
eliminar respuestas inmunitarias no deseadas tanto a antígenos externos como a autoantígenos. 50 
 
En otro aspecto, una molécula híbrida de nucleasa-albúmina está adaptada para prevenir (profilácticamente) o tratar 
(terapéuticamente) una enfermedad o trastorno, tal como una enfermedad autoinmunitaria, en un mamífero mediante 
la administración de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina en una cantidad terapéuticamente eficaz o una 
cantidad suficiente para el mamífero que lo necesita, en el que se previene o trata la enfermedad. La invención 55 
contempla cualquier vía de administración adecuada para lograr el efecto deseado (por ejemplo, intravenosa, 
intramuscular, subcutánea). El tratamiento de la patología puede dar como resultado una disminución de los síntomas 
asociados con la afección, que puede ser a largo o corto plazo, o incluso un efecto beneficioso transitorio. 
 
Numerosas patologías son adecuadas para el tratamiento con las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la 60 
invención. Por ejemplo, en algunos aspectos, la enfermedad o trastorno es una enfermedad autoinmunitaria o cáncer. 
En algunos de estos aspectos, la enfermedad autoinmunitaria es diabetes mellitus insulinodependiente, esclerosis 
múltiple, encefalomielitis autoinmunitaria experimental, artritis reumatoide, artritis autoinmunitaria experimental, 
miastenia grave, tiroiditis, una forma experimental de uveorretinitis, tiroiditis de Hashimoto, mixoedema primario, 
tirotoxicosis, anemia perniciosa, gastritis atrófica autoinmunitaria, enfermedad de Addison, menopausia prematura, 65 
infertilidad masculina, diabetes juvenil, síndrome de Goodpasture, pénfigo vulgar, penfigoide, oftalmia del simpático, 
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uveítis facogénica, anemia hemolítica autoinmunitaria, leucopenia idiopática, cirrosis biliar primaria, hepatitis crónica 
activa Hbs negativa, cirrosis criptogénica, colitis ulcerosa, síndrome de Sjogren, esclerodermia, granulomatosis de 
Wegener, polimiositis, dermatomiositis, LE discoide, LES o enfermedad de tejido conectivo. 
 
En una realización específica, se usa una molécula híbrida de nucleasa-albúmina para prevenir o tratar LES o el 5 
síndrome de Sjogren. La eficacia de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina se demuestra al comparar los niveles 
de IFN-alfa, los niveles del gen de respuesta de IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, la función y patología renal 
y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes en mamíferos tratados con una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina divulgada en el presente documento a los de los mamíferos tratados con formulaciones de control. 
 10 
Por ejemplo, se selecciona o identifica a un sujeto humano que necesita tratamiento (por ejemplo, un paciente que 
cumple con los criterios del American College of Rheumatology para LES, o un paciente que cumple con los Criterios 
de Clasificación de Sjogren del Consenso Americano-Europeo). El sujeto puede necesitar, por ejemplo, reducir una 
causa o síntoma de LES o síndrome de Sjogren. La identificación del sujeto puede producirse en un entorno clínico, o 
en otro lugar, por ejemplo, en el hogar del sujeto a través del uso del sujeto de un kit de autoevaluación. 15 
 
En el momento cero, se administra al sujeto una primera dosis adecuada de una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina. La molécula híbrida de nucleasa-albúmina se formula como se describe en el presente documento. Después 
de un período de tiempo después de la primera dosis, por ejemplo, 7 días, 14 días y 21 días, se evalúa la afección del 
sujeto, por ejemplo, midiendo los niveles de IFN-alfa, los niveles del gen de respuesta de IFN-alfa, los títulos de 20 
autoanticuerpos, la función y patología renal y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes. También se pueden 
medir otros criterios relevantes. El número y el valor de las dosis se ajustan de acuerdo con las necesidades del sujeto. 
Tras el tratamiento, los niveles de IFN-alfa, los niveles del gen de respuesta de IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, 
la función y patología renal y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes se reducen y/o mejoran en relación 
con los niveles existentes antes del tratamiento, o en relación con los niveles medidos en un sujeto similarmente 25 
afectado pero no tratado/control. 
 
En otro ejemplo, se selecciona o identifica un sujeto roedor que necesita tratamiento (véase, por ejemplo, el Ejemplo 
9). La identificación del sujeto puede producirse en un laboratorio o en otro lugar. En el momento cero, se administra 
al sujeto una primera dosis adecuada de una molécula híbrida de nucleasa-albúmina. La molécula híbrida de nucleasa-30 
albúmina se formula como se describe en el presente documento. Después de un período de tiempo después de la 
primera dosis, por ejemplo, 7 días, 14 días y 21 días, se evalúa la afección del sujeto, por ejemplo, midiendo los niveles 
de IFN-alfa, los niveles del gen de respuesta de IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, la función y patología renal 
y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes. También se pueden medir otros criterios relevantes. El número 
y el valor de las dosis se ajustan de acuerdo con las necesidades del sujeto. 35 
 
Tras el tratamiento, los niveles de IFN-alfa, los niveles del gen de respuesta de IFN-alfa, los títulos de autoanticuerpos, 
la función y patología renal y/o los niveles de complejos inmunitarios circulantes se reducen y/o mejoran en relación 
con los niveles existentes antes del tratamiento, o en relación con los niveles medidos en un sujeto similarmente 
afectado pero no tratado/control. 40 
 
Otro aspecto de la presente divulgación es usar métodos de terapia génica para tratar o prevenir trastornos, 
enfermedades y afecciones con una o más moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. Los métodos de terapia génica 
se refieren a la introducción de secuencias de los ácidos nucleicos de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
(ADN, ARN y ADN o ARN antisentido) en un animal que lo necesita para lograr la expresión del polipéptido o 45 
polipéptidos de la presente invención. Este método puede incluir la introducción de uno o más polinucleótidos que 
codifican un polipéptido de molécula híbrida de nucleasa-albúmina de la presente invención operativamente acoplado 
a un promotor y cualquier otro elemento genético necesario para la expresión del polipéptido por el tejido diana. 
 
En aplicaciones de terapia génica, los genes de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina se introducen en las células 50 
para lograr la síntesis in vivo de un producto génico terapéuticamente eficaz. La "terapia génica" incluye tanto terapias 
génicas convencionales en las que se logra un efecto duradero mediante un solo tratamiento, como la administración 
de agentes terapéuticos génicos, que implica la administración única o repetida de un ADN o ARNm terapéuticamente 
eficaz. Los oligonucleótidos pueden modificarse para potenciar su captación, por ejemplo, sustituyendo sus grupos 
fosfodiéster con carga negativa por grupos sin carga. 55 
 
Ejemplos 

 
A continuación hay ejemplos de realizaciones específicas para llevar a cabo la presente invención. Los ejemplos se 
ofrecen con fines meramente ilustrativos y no se pretende limitar con ellos el alcance de la invención de modo alguno. 60 
Se han realizado esfuerzos para garantizar la exactitud con respecto a los números usados (por ejemplo, cantidades, 
temperaturas, etc.), pero, por supuesto, deberían permitirse algunos errores y desviaciones experimentales. 
 
La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de 
química de proteínas, bioquímica, técnicas de ADN recombinante y farmacología, dentro de la habilidad en la técnica. 65 
Tales técnicas se explican por completo en la bibliografía. Véase, por ejemplo, T.E. Creighton, Proteins: Structures 
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and Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc., 
current addition); Sambrook, et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2ª Edición, 1989); Methods In Enzymology 
(S. Colowick and N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18ª Edición (Easton, 
Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990); Carey y Sundberg Advanced Organic Chemistry 3ª Ed. (Plenum 
Press) Vols A and B (1992). 5 
 
Ejemplo 1 
 
Generación de vectores de expresión que codifican moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
 10 
RSLV-132 y RSLV-133 son construcciones de fusión de nucleasas modificadas por ingeniería en el armazón de Fc de 
IgG1 humana, descrito en el documento WO 2012/149440. La porción Fc extiende la semivida circulatoria de las 
construcciones in vivo. La albúmina sérica humana (HSA), como IgG1, posee una semivida circulatoria prolongada 
como resultado de ser reciclada a través del receptor de Fc neonatal (FcRn). A diferencia de una construcción de Fc 
que forma de manera natural un dímero, HSA es monomérica. Para explorar si el armazón de HSA ofrecía ventajas 15 
para construir construcciones de fusión de nucleasas de larga duración, se diseñaron, expresaron y caracterizaron 
una serie de nuevas construcciones de fusión de HSA que contenían nucleasa dual (tanto RNasa como DNasa). 
 
En la Figura 1 se muestran diversas realizaciones de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención, 
con las secuencias de aminoácidos de cada una presentadas en la Tabla 1. Se construyeron varias de las siguientes 20 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina ejemplares, RSLV-301, RSLV-302, RSLV-303, RSLV-304, RSLV-305, 
RSLV-306, RSLV-307, RSLV-308, RSLV-309, RSLV- 310, RSLV-311, RSLV-312, RSLV-313, RSLV-314, RSLV-315, 
RSLV-316, RSLV-317, RSLV-318, RSLV-319, RSLV- 320, RSLV-321, RSLV-322, RSLV-323, RSLV-324, RSLV-325, 
RSLV-326, RSLV-327, RSLV-328, RSLV-329, RSLV- 330, RSLV-331 y RSLV-332. Específicamente, a partir de la 
secuencia de aminoácidos de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina, los polinucleótidos que codifican las 25 
moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se sintetizaron directamente utilizando la optimización de codones por 
Genescript (Genescript, Piscataway, N.J.) para permitir una expresión óptima en células de mamíferos. El proceso de 
optimización implicaba, por ejemplo, evitar regiones de contenido de GC muy alto (> 80 %) o muy bajo (<30 %) cuando 
fuera posible, y evitar motivos de secuencia que actúen en cis, tal como cajas TATA internas, sitios chi y sitios de 
entrada al ribosoma, tramos de secuencias ricas en AT o ricas en GC, motivos de inestabilidad de ARN, secuencias 30 
repetidas y estructuras secundarias de ARN y sitios donadores y aceptores de corte empalme críptico en eucariotas 
superiores. Los plásmidos que codifican las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se obtuvieron de GeneArt en el 
vector de expresión de mamíferos pcDNA3.1+. Las siguientes moléculas híbridas de nucleasa-albúmina denominadas 
RSLV-301, RSLV-302, RSLV-303, RSLV-304, RSLV-308, RSLV-310, RSLV-311, RSLV-312, RSLV-313, RSLV-314, 
RSLV-319, RSLV-320, RSLV-323, RSLV-324, RSLV-327, RSLV-328 y RSLV-329 se generaron transformando los 35 
plásmidos en células competentes DH10B. Los cultivos se expandieron en selección con ampicilina y el ADN se 
preparó para la transfección usando el Maxi kit Qiagen Plasmid Plus. 
 
RSLV-301 (SEQ ID NO: 18) tiene la configuración HSA-RNasa1, en donde un dominio RNasa1 humana de tipo 
silvestre (SEQ ID NO: 75) está operativamente acoplado al extremo C de HSA de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1). La 40 
secuencia del ácido nucleico de RSLV-301 se expone en la SEQ ID NO: 90. 
 
RSLV-302 (SEQ ID NO: 19) tiene la configuración RNasa1-HSA, en donde un dominio RNasa1 humana de tipo 
silvestre está operativamente acoplado al extremo N de HSA de tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico de 
RSLV-302 se expone en la SEQ ID NO: 91. 45 
 
RSLV-303 (SEQ ID NO: 20) tiene la configuración HSA-(Gly4Ser)3-RNasa1, en donde un dominio RNasa 1 humana 
de tipo silvestre está operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 (SEQ ID NO: 85) al extremo C de 
HSA de tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico de RSLV-303 se expone en la SEQ ID NO: 92. 
 50 
RSLV-304 (SEQ ID NO: 21) tiene la configuración RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA, en donde un dominio RNasa1 humana de 
tipo silvestre está operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre. 
La secuencia del ácido nucleico de RSLV-304 se expone en la SEQ ID NO: 93. 
 
RSLV-305 (SEQ ID NO: 22) tiene la configuración RNasa1-HSA-RNasa1, en donde un primer dominio RNasa1 55 
humana de tipo silvestre está operativamente acoplado al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un segundo dominio 
RNasa1 humana de tipo silvestre está operativamente acoplado al extremo C del HSA de tipo silvestre. 
 
RSLV-306 (SEQ ID NO: 23) tiene la configuración RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-RNasa1, en donde un primer 
dominio RNasa1 humana de tipo silvestre está operativamente acoplado a través de una primera secuencia (Gly4Ser)3 60 
al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un segundo dominio RNasa1 humana de tipo silvestre está acoplado 
operablemente a través de una segunda secuencia (Gly4Ser)3 al extremo C de HSA de tipo silvestre. 
 
RSLV-307 (SEQ ID NO: 24) tiene la configuración RNasa1-HSA-RNasa1 A114F, en donde un dominio RNasa1 
humana de tipo silvestre está operativamente acoplado al extremo N de HSA de tipo silvestre y un dominio DNasa1 65 
A114F humana mutante (SEQ ID NO: 68) está operativamente acoplado al extremo C de la HSA de tipo silvestre. 
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RSLV-308 (SEQ ID NO: 25) tiene la configuración RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-DNasa1 A114F, en donde un 
dominio RNasa1 humana de tipo silvestre está operativamente acoplado a través de una primera secuencia (Gly4Ser)3 
al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un dominio DNasa1 A114F humana mutante está operativamente acoplado a 
través de una segunda secuencia (Gly4Ser)3 al extremo C de HSA de tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico 5 
de RSLV-308 se expone en la SEQ ID NO: 94. 
 
RSLV-309 (SEQ ID NO: 26) tiene la configuración DNasa1 A114F-HSA-RNasa1, en donde un dominio DNasa1 A114F 
humana mutante está operativamente acoplado al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un dominio RNasa1 humana 
de tipo silvestre está operativamente acoplado al extremo C del HSA de tipo silvestre. 10 
 
RSLV-310 (SEQ ID NO: 27) tiene la configuración DNasa1 A114F-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-RNasa1, en donde un 
dominio DNasa1 A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de una primera secuencia (Gly4Ser)3 
al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un dominio RNasa1 humana de tipo silvestre está operativamente acoplado 
a través de una segunda secuencia (Gly4Ser)3 al extremo C de HSA de tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico 15 
de RSLV-310 se expone en la SEQ ID NO: 95. 
 
RSLV-311 (SEQ ID NO: 28) tiene la configuración DNasa1 A114F-HSA, en donde un dominio DNasa1 A114F humana 
mutante está operativamente acoplado al extremo N de HSA de tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico de 
RSLV-311 se expone en la SEQ ID NO: 96. 20 
 
RSLV-312 (SEQ ID NO: 29) tiene la configuración HSA-DNasa1 A114F, en donde un dominio DNasa1 A114F humana 
mutante está operativamente acoplado al extremo C de HSA de tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico de 
RSLV-312 se expone en la SEQ ID NO: 97. 
 25 
RSLV-313 (SEQ ID NO: 30) tiene la configuración DNasa1 A114F-(Gly4Ser)3-HSA, en donde un dominio DNasa1 
A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de una secuencia (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de 
tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico de RSLV-313 se expone en la SEQ ID NO: 98. 
 
RSLV-314 (SEQ ID NO: 31) tiene la configuración HSA-(Gly4Ser)3DNasa1 A114F, en donde un dominio DNasa1 30 
A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de una secuencia (Gly4Ser)3 al extremo C de HSA de 
tipo silvestre. La secuencia del ácido nucleico de RSLV-314 se expone en la SEQ ID NO: 99. 
 
RSLV-315 (SEQ ID NO: 32) tiene la configuración RNasa1 N34S/N76S/N88S-(Gly4Ser)3-HSA, en donde un dominio 
RNasa1 N34S/N76S/N88S humana mutante (SEQ ID NO: 84) está operativamente acoplado a través de un enlazador 35 
(Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre. Los restos de asparaginas en las posiciones 62, 104 y 116 (aceptores 
potenciales de la glicosilación ligada a N) de la RNasa 1 humana están mutados a serina. 
 
RSLV-316 (SEQ ID NO: 33) tiene la configuración HSA-(Gly4Ser)3-RNasa1 N34S/N76S/N88S, en donde un dominio 
RNasa1 N34S/N76S/N88S humana mutante está operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al 40 
extremo C de HSA de tipo silvestre. 
 
RSLV-317 (SEQ ID NO: 34) tiene la configuración DNasa1 N/40S/N128S/A114F-(Gly4Ser)3-HSA, en donde un dominio 
DNasa1 N18S/N106S/A114F humana mutante (SEQ ID NO: 83) está operativamente acoplado a través de un 
enlazador (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre. Los restos de asparagina en las posiciones 40 y 128 de la 45 
DNasa1 humana son posibles aceptores de glicosilación ligada a N. 
 
RSLV-318 (SEQ ID NO: 35) tiene la configuración HSA-(Gly4Ser)3-DNasa1 N18S/N106S/A114F, en donde un dominio 
DNasa1 N18S/N106S/A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de un enlazador (Gly4Ser)3 al 
extremo C de HSA de tipo silvestre. 50 
 
RSLV-319 (SEQ ID NO: 36) tiene la configuración RNasa1 N34S/N76S/N88S-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-DNasa1 
A114F, en donde un dominio RNasa1 N34S/N76S/N88S humana mutante está operativamente acoplado a través de 
una primera secuencia (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un dominio DNasa1 A114F humana mutante 
está operativamente acoplado a través de una segunda secuencia (Gly4Ser)3 al extremo C de HSA de tipo silvestre. 55 
 
RSLV-320 (SEQ ID NO: 37) tiene la configuración DNasa1 A114F-(Gly4Ser)3-HSA- (Gly4Ser)3 -RNasa1 
N34S/N76S/N88S, en donde un dominio DNasa1 A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de 
una primera secuencia (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un dominio RNasa1 N34S/N76S/N88S 
humana mutante está operativamente acoplado a través de una segunda secuencia (Gly4Ser)3 al extremo C de HSA 60 
de tipo silvestre. 
 
RSLV-321 (SEQ ID NO: 38) tiene la configuración RNasa1 N34S/N76S/N88S-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-DNasa1 
N18S/N106S/A114F, en donde un dominio RNasa1 N34S/N76S/N88S humana mutante está operativamente acoplado 
a través de una primera secuencia (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un dominio DNas1 65 
N18S/N106S/A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de una segunda secuencia (Gly4Ser)3 
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al extremo C de HSA de tipo silvestre. 
 
RSLV-322 (SEQ ID NO: 39) tiene la configuración DNasa1 N18S/N 106S/A114F-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-RNasa1 
N34S/N76S/N88S, en donde un dominio DNasa1 N18S/N106S/A114F humana mutante está operativamente acoplado 
a través de una primera secuencia (Gly4Ser)3 al extremo N de HSA de tipo silvestre, y un dominio RNasa1 5 
N34S/N76S/N88S humana mutante está operativamente acoplado a través de una segunda secuencia (Gly4Ser)3 al 
extremo C de HSA de tipo silvestre. 
 
RSLV-323 (SEQ ID NO: 40) tiene la configuración DNasa1 A114F-(Gly4Ser)3-RNasa1-HSA, en donde un dominio 
DNasa1 A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a una RNasa1 10 
humana de tipo silvestre, y en donde la RNasa1 humana de tipo silvestre está operativamente acoplada al extremo N 
de la HSA de tipo silvestre. 
 
RSLV-324 (SEQ ID NO: 41) tiene la configuración HSA-RNasa1-(Gly4Ser)3-DNasa1 A114F, en donde un dominio 
DNasa1 A114F humana mutante está operativamente acoplado a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a una RNasa1 15 
humana de tipo silvestre, y en donde la RNasa1 humana de tipo silvestre está operativamente acoplada al extremo C 
de la HSA de tipo silvestre. 
 
RSLV-325 (SEQ ID NO: 110) tiene la configuración HSA-(Gly4Ser)3-DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K, en donde la 
HSA humana de tipo silvestre está operativamente acoplada a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a un dominio 20 
DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K. 
 
RSLV-326 (SEQ ID NO: 111) tiene la configuración DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K-(Gly4Ser)3-HSA, en donde un 
dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K está operativamente acoplado a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a una 
HSA de tipo silvestre. 25 
 
RSLV-327 (SEQ ID NO: 112) tiene la configuración RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-DNasa1 
E13R/N74K/A114F/T205K, en donde RNasa1 está operativamente acoplada a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a 
una HSA de tipo silvestre, y en donde la HSA de tipo silvestre está operativamente acoplada a través de una secuencia 
(Gly4Ser)3 a un dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K. 30 
 
RSLV-328 (SEQ ID NO: 113) tiene la configuración dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K-(Gly4Ser)3-HSA-
(Gly4Ser)3 -RNasa1, en donde DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K está operativamente acoplado a través de una 
secuencia (Gly4Ser)3 a una HSA de tipo silvestre, y en donde la HSA de tipo silvestre está operativamente acoplada a 
través de una secuencia (Gly4Ser)3 a un dominio RNasa1. 35 
 
RSLV-329 (SEQ ID NO: 114) tiene la configuración RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA-NLG-DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K, 
en donde RNasa1 está operativamente acoplada a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a una HSA de tipo silvestre, y 
en donde la HSA humana de tipo silvestre está operativamente acoplada a través de una secuencia NLG a un dominio 
DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K. RSLV-330 (SEQ ID NO: 115) tiene la configuración DNasa1 40 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N 106S-(Gly4Ser)3-HSA, en donde un dominio DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/ 
N18S/ N106S está operativamente acoplado a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a una HSA de tipo silvestre 
 
RSLV-331 (SEQ ID NO: 116) tiene la configuración RNasa1-(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3-
DNasa1E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S, en donde RNasa1 está operativamente acoplada a través de una 45 
secuencia (Gly4Ser)3 a una HSA de tipo silvestre, y en donde la HSA de tipo silvestre está operativamente acoplada a 
través de una secuencia (Gly4Ser)3 a un dominio DNasa1E13R/N74K/A114F/T205K/ N18S/N106S. 
 
RSLV-332 (SEQ ID NO: 117) tiene la configuración dominio DNasa1E13R/N74K/A114F/T205K/ N18S/N106S-
(Gly4Ser)3-HSA-(Gly4Ser)3 -RNasa1, en donde DNasa1 E13R/N74K/A114F/T205K/ N18S/ N106S está operativamente 50 
acoplado a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a una HSA de tipo silvestre, y en donde la HSA de tipo silvestre está 
operativamente acoplada a través de una secuencia (Gly4Ser)3 a un dominio RNasa1. 
 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina de la invención también pueden generarse usando técnicas de clonación 
convencionales bien conocidas en la técnica, por ejemplo, preparando casetes modulares de cada componente de la 55 
molécula híbrida de nucleasa-albúmina (por ejemplo, dominio nucleasa, dominio enlazador, HSA) con sitios de 
enzimas de restricción compatibles para permitir la transferencia y el intercambio de dominios. Se puede obtener 
fácilmente un polinucleótido que codifica cada componente de la molécula híbrida de nucleasa-albúmina (por ejemplo, 
RNasa, DNasa, HSA) amplificando el componente de interés usando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
de una biblioteca de ADNc apropiada. Por ejemplo, las secuencias de nucleótidos de longitud completa de RNasa1, 60 
DNasa1 y HSA humanas pueden amplificarse a partir de ADNc cebado al azar y cebado con oligo dT derivado de ARN 
pancreático humano total disponible comercialmente (Ambion/Applied Biosystems, Austin, TX) usando los cebadores 
5 ' y 3' específicos de secuencia basados en secuencias publicadas del componente que se está amplificando (o como 
se muestra en la Tabla 1). Los amplicones de PCR se purifican mediante electroforesis en gel de agarosa y posterior 
aplicación a columnas de purificación de gel QIAquick. Los amplicones purificados se clonan en un vector conveniente 65 
para la subclonación y el posterior intercambio y transferencia de dominios (por ejemplo, el vector de clonación pC42.1 
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TOPO; Invitrogen, Carlsbad, CA). Los polinucleótidos que codifican dominios de nucleasa mutantes o variantes de 
HSA se generan mediante la introducción de mutaciones en el dominio de interés utilizando kits disponibles 
comercialmente (por ejemplo, kit de mutagénesis de sitio dirigido QuickChange™; Stratagene), o PCR de extensión 
solapante para introducir mutaciones en las posiciones deseadas, seguido de secuenciación de ADN para confirmar 
que se introducen las mutaciones previstas. Los enlazadores (p. ej., enlazadores (Gly4Ser)3) pueden generarse 5 
mediante solapamiento de PCR utilizando métodos de rutina, o mediante síntesis directa utilizando servicios 
disponibles comercialmente, y diseñarse para tener salientes o ser romos para facilitar la posterior clonación y permitir 
la fusión con otros dominios de interés. 
 
Ejemplo 2 10 
 
Expresión transitoria de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
 
Para la expresión transitoria, los vectores de expresión del Ejemplo 1 que contienen los insertos de moléculas híbridas 
de nucleasa-albúmina (es decir, RSLV-301, RSLV-302, RSLV-303, RSLV-304, RSLV-308, RSLV-310, RSLV-311, 15 

RSLV -312, RSLV- 313, RSLV-314, RSLV-319, RSLV-320, RSLV-323, RSLV-324, RSLV-327, RSLV-328 y RSLV-329 
se transfectaron transitoriamente usando el reactivo FreeStyle™ MAX en células de ovario de hámster chino (CHO), 
por ejemplo, células CHO-S (por ejemplo, células FreeStyle™ CHO-S, Life Technologies). 
 
Las transfecciones se realizaron utilizando el Sistema de Expresión FreeStyle MAX CHO obtenido de Life 20 
Technologies. Un día antes de la transfección, las células CHO-S se sembraron a una densidad de 5x106 células/ml 
en 150 ml de medio de expresión FreeStyle CHO suplementado con glutamina 8 mM; los matraces se colocaron 
posteriormente en un agitador orbital que giraba a 120-135 rpm y se incubaron durante la noche en una incubadora 
de CO2 al 8 % a 37 °C. En el día de la transfección, las células CHOS se cosecharon y luego se volvieron a sembrar 
a una densidad de 1x106 células/ml en 150 ml de Medio de Expresión FreeStyle CHO suplementado con L-glutamina 25 
8 mM. 187,5 µg de un plásmido de ADN individual se diluyeron en 3 ml de OptiPRO SFM y se mezclaron por inversión 
repetida. En un tubo separado, se mezclaron 187,5 µl de reactivo de transfección FreeStyle MAX con 3 ml de OptiPro 
SFM y por inversión. El reactivo de transfección FreeStyle MAX diluido se añadió inmediatamente a la solución de 
ADN plasmídico diluido (volumen total = 6 ml); la solución resultante se mezcló suavemente por inversión y se dejó 
que se formaran complejos durante 10 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de transfección se añadió después 30 
lentamente al cultivo de 150 ml de células CHO-S mientras se agitaba suavemente el matraz. Los cultivos se incubaron 
en una plataforma agitadora orbital (120-135 rpm) a 37 °C en una incubadora con CO2 al 8 %. Después de 5 días de 
crecimiento, las células se cosecharon por centrifugación (1000 rpm durante 10 minutos) y el medio acondicionado se 
recuperó, se filtró por paso a través de una membrana de 0,22 µm y se congeló. Los volúmenes de transfección se 
ampliaron para obtener mayores volúmenes de sobrenadante. 35 
 
La expresión de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se analizó mediante análisis de transferencia Western 
convencional. La expresión de cada una de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina generadas se observó al 
tamaño esperado. 
 40 
Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se purificaron usando un proceso de purificación de dos etapas. Lo 
siguiente se basa en la purificación de RSLV-308. En primer lugar, se realizó una cromatografía de intercambio iónico 
utilizando resina Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare). Específicamente, los sobrenadantes de cultivo se diluyeron 
con 2 volúmenes de Hepes 75 mM pH 7,2 y se pasaron sobre una columna Q Sepharose Fast Flow, previamente 
equilibrada con tampón A (Hepes 50 mM pH 7,2, NaCl 50 mM, CaCl2 1 mM), con un volumen de lecho de 20 ml a 6 45 
ml/minuto con monitorización continua (DO280). La columna se lavó después con 100 ml de Tampón A. Se ejecutó un 
gradiente lineal de 100 % de Tampón A a 100 % de Tampón B (Hepes 50 mM pH 7,2, NaCl 1 M, CaCl2 1 mM) en 400 
ml, durante el cual se recogieron fracciones de seis ml (Figura 2). Para identificar fracciones que contienen RSLV-308, 
se sometieron a electroforesis partes alícuotas de las fracciones individuales en gel de SDS. Las fracciones se 
diluyeron añadiendo 10 µl de 4x Tampón de Carga de Proteínas (Licor) a 30 µl de la fracción individual y se 50 
desnaturalizaron por calor. Las muestras se sometieron a electroforesis usando geles de gradiente de Tris-Glicina al 
4-20 % de Novex, 1,0 mm x 10 pocillos (Invitrogen), 30 µl de cada muestra diluida cargada/pocillo y se visualizaron 
con Simply Blue Safe Stain (Invitrogen) (Figura 3). Como se muestra en la Figura 3, se detectó una importante banda 
de tinción Simply Blue en el material de partida (MP débil) con un PM aparente de 110 kDa. La masa teórica de RSLV-
308 basada en su secuencia de aminoácidos es de 112 kDa. Después de la aplicación del medio acondicionado, el 55 
flujo continuo (carril FC) se agotó de la especie de 110 kDa, lo que indica la unión de esta especie a la resina. Después 
del inicio del gradiente de NaCl, la especie de 110 kDa se recuperó predominantemente en las fracciones 16-22. Estas 
fracciones correspondieron al máximo de DO280 eluyendo entre 96 y 108 minutos (Figura 2). Las moléculas híbridas 
de nucleasa-albúmina también se visualizaron mediante análisis de Transferencia Western para migrar al tamaño 
esperado. 60 
 
Como una segunda etapa de purificación, se realizó una cromatografía preparativa de exclusión por tamaño usando 
Superdex 200 10/300 (GE Healthcare). Las fracciones Q Sepharose 17-21 se agruparon y la proteína incluida se 
concentró a 1 ml usando concentradores de proteína Pierce con un corte de PM de 9K y se filtró a 0,22 µm. Se 
inyectaron 500 µl del conjunto concentrado en una columna SuperDex 2 00 10/300 que se había equilibrado con Hepes 65 
25 mM, pH 7,0, CaCl2 1 mM y tampón de ejecución de NaCl 150 mM. El caudal fue de 0,5 ml/minuto y se recogieron 
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fracciones de 0,5 ml a lo largo de la ejecución. Como se muestra en la Figura 4A, el perfil de elución a OD280 resultante 
indicó la presencia de un máximo directo heterogéneo grande y un máximo posterior más pequeño. Las alícuotas de 
las fracciones individuales se analizaron mediante SDS PAGE para visualizar la elución de las especies RSLV-308 de 
110 kDa. Las fracciones se diluyeron añadiendo 10 µl de 4x Tampón de Carga de Proteínas (Licor) a 30 µl de cada 
fracción. Las muestras se sometieron a electroforesis usando geles de gradiente de Tris-Glicina al 4-20 % de Novex, 5 
1,0 mm x 10 pocillos (Invitrogen), 30 µl de muestra/pocillo diluido y se visualizaron con Simply Blue Safe Stain 
(Invitrogen) (Figura 4B). Como se muestra en la Figura 4B, las especies de 110 kDa eluyeron como un solo máximo 
correspondiente a las fracciones 10-14. Se detectaron numerosas especies de PM inferior en las fracciones 13-19; se 
desconoce la identidad de estos polipéptidos. Para maximizar la pureza, solo las fracciones 10-13 se agruparon como 
producto final. Los 0,5 ml restantes de Q Sepharose concentrada se sometieron a la misma etapa de cromatografía 10 
Superdex y las fracciones agrupadas resultantes se combinaron con las generadas durante la primera ejecución como 
rendimiento final. Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina purificadas también se visualizaron mediante análisis 
de Transferencia Western al tamaño esperado. 
 
Cada una de las construcciones de la serie RSLV-300 que se purificaron siguió el esquema descrito en el presente 15 
documento para RSLV-308. Los perfiles de elución Q Sepharose y Superdex 200 fueron muy similares para cada 
construcción. La Tabla 2 resume los rendimientos globales que se lograron a partir de los esfuerzos de purificación. 
Las concentraciones finales de proteína de los grupos purificados por SEC se calcularon basándose en los valores de 
DO280 medidos y los coeficientes de extinción teóricos. 
 20 

Tabla 2: Recuperación de construcciones RSLV-300 después de la transfección transitoria en células CHO-S 
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Construcción 
RSLV-300 

Volumen Inicial del Medio Acondicionado de 
la Transfección de CHO-S (ml) 

Rendimiento Total de 
Proteínas de la Purificación en 

2 Etapas * (mg) 

Título de 
Producción (ug/ml) 

RSLV-308 150 0,65 4,3 

RSLV-310 250 1,65 6,6 

RSLV-319 150 0,79 5,3 

RSLV-320 300 2,18 7,3 

RSLV-323 150 2,10 14,0 

RSLV-324 195 0,56 2,9 

RSLV-327 300 0,74 2,5 

RSLV-328 300 1,55 5,2 

* En algunos casos, solo se aplicaron 0,5 ml de cada uno de los grupos concentrados de Q Sepharose (de las 
construcciones individuales RSLV-300) a la columna Superdex 200. Los rendimientos globales se basan en la 
recuperación de proteínas de esta alícuota de 0,5 ml y se corrigen para el volumen total del grupo de Q 
Sepharose. 

 
Ejemplo 3 
 
Caracterización Bioquímica 
 5 
Análisis de transferencia de Western 
 
Para confirmar que las construcciones purificadas contenían los dominios antigénicos previstos, se realizó un análisis 
de Transferencia Western usando anticuerpos específicos para HSA, RNasa1 y DNasa1. Se cargaron 1,5 µg de 
proteína en cada carril y las muestras se sometieron a electroforesis en un gel Tris-Glicina al 4-20 % en condiciones 10 
desnaturalizantes/no reductoras. Después de la electroforesis, las proteínas se transfirieron a nitrocelulosa y las 
manchas posteriormente se extinguieron por incubación en Tampón de Bloqueo Odyssey durante 1 hora. Una mancha 
se expuso secuencialmente a: 1 µg/ml de anti-RNasaA de conejo, dilución de 1 a 10.000 de anti-IgG de conejo de 
cabra etiquetada con AlexaFluor680, 1 µg/ml de anti-HSA de ratón y una dilución de 1 a 10.000 de anti-IgG de ratón 
de cabra etiquetada con DyLight800. Las manchas se fotografiaron usando un Licor Odyssey. Cuando se sondeó con 15 
anti-RNasa (etiqueta roja fluorescente) y anti-HSA (etiqueta verde fluorescente), las ocho construcciones aparecieron 
de color amarillo, indicando que ambos anticuerpos se unieron a las construcciones (Figura 5A). Otra mancha se 
expuso secuencialmente a: 1 µg/ml de anti-DNasa A1 de conejo, dilución de 1 a 10.000 de anti-IgG de conejo de cabra 
etiquetada con AlexaFluor680, 1 µg/ml de anti-HSA de ratón y una dilución de 1 a 10.000 de anti-IgG de ratón de cabra 
etiquetada con DyLight800. De manera similar, cuando se sondeó con anti-DNasa 1 (etiqueta roja fluorescente) y anti-20 
HSA (etiqueta verde fluorescente), las ocho construcciones nuevamente aparecieron de color amarillo, indicando la 
unión de ambos anticuerpos (Figura 5B). Por lo tanto, las construcciones purificadas de 110 kDa parecen poseer los 
dominios antigénicos previstos. 
 
Cromatografía de exclusión por tamaño HPLC 25 
 
El comportamiento cromatográfico de tres construcciones individuales de la serie RSLV-300 se evaluó mediante 
cromatografía de exclusión por tamaño HPLC para proporcionar información adicional sobre la pureza. Una columna 
TSK-Gel G300SWXL (Tosoh Bioscience LLC) se equilibró en sulfato de sodio 0,1 M, acetato de sodio 0,1, pH 6, y se 
eluyó a un caudal de 1 ml/min. Cada una de las construcciones eluyó principalmente como un máximo único con un 30 
tiempo de elución cercano a 7,6 minutos (Figura 6). Basado en la comparación de los tiempos de elución de los 
patrones de peso molecular, esto equivaldría a un PM aparente entre 158 kDa y 330 kDa. El máximo principal en el 
cromatograma de RSLV-308 (Figura 6A) estaba bien definido (máximo a 7,64 minutos) con varias especies más 
pequeñas y menos abundantes también presentes. Por el contrario, los máximos principales en los cromatogramas 
de RSLV-327 (máximo a los 7,64 minutos) (Figura 6B) y RSLV-328 (máximo a los 7,73 minutos) (Figura 6C) fueron 35 
más amplios y contenían salientes posteriores. Los tiempos de retención observados caen entre los tiempos de 
retención de 6,99 minutos y 8,12 minutos de los patrones de calibración de IgG (158 kDa) y monómero de tiroglobulina 
(330 kDa) (no mostrados). 
 
Ejemplo 4 40 
 
Actividad nucleasa de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina purificadas 
 
Para evaluar la actividad catalítica relativa de las nucleasas, las construcciones se perfilaron una al lado de otra 
utilizando los kits de sustrato RNaseAlert® o DNaseAlert®. En este análisis, se calcularon las tasas de hidrólisis para 45 
cada sustrato y se compararon con la actividad de RSLV-133, una construcción de fusión de nucleasa que contiene 
tanto RNasa como DNasa. Cuando se expresaron como un porcentaje de la actividad de RSLV-133, las actividades 
RNasa observadas de las construcciones de la serie RSLV-300 fueron consistentemente menores, variando del 15 % 
para RSLV-323 al 31 % para RSLV-310 (Tabla 3). De manera análoga, la actividad DNasa de las construcciones de 
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la serie 300 tiene una lectura consistentemente menor que la derivada de RSLV-133 (Tabla 3); el intervalo es 5 % para 
RSLV-310 a 18 % para RSLV-319. Las dos excepciones destacables son RSLV-327 y RSLV-328, que arrojaron 
valores de actividad DNasa de 3,3 veces y 6,6 veces, respectivamente, mayores que RSLV-133. RSLV-327 y -328 
contienen mutaciones dentro del dominio DNasa que se informa que potencian la actividad DNasa. De manera 
adicional, RSLV-319 y RSLV-320, que poseen ambas mutaciones en el dominio RNasa para reducir la glicosilación 5 
ligada a N, demostraron una actividad RNasa comparable a sus homólogas glicosiladas. 
 

Tabla 3: Comparación de la actividad RNasa y DNasa de construcciones RSLV-300 usando formatos Alert 

Construcción 
% de actividad RNasa relativa a RSLV-

133 
% de actividad DNasa relativa a RSLV-

133 

RSLV-308 25 % 8 % 

RSLV-310 31 % 5 % 

RSLV-319 20 % 18 % 

RSLV-320 25 % 6 % 

RSLV-323 15 % 6 % 

RSLV-324 16 % 23 % 

RSLV-327 18 % 330 % 

RSLV-328 24 % 662 % 

RSLV-133 100 % 100 % 

 
Las construcciones de HSA parecían consistentemente menos activas en el formato RNaseAlert que RSLV-132 o 10 
RSLV-133. Los formatos de ensayo tanto RNase Alert como DNase Alert emplean sustratos de oligonucleótidos 
pequeños con grandes fluoróforos y desactivadores en los extremos opuestos de las moléculas. Si bien estos sustratos 
ofrecen una alta sensibilidad para monitorizar la actividad, su naturaleza no fisiológica puede crear problemas al 
comparar diferentes construcciones de proteínas. A pesar de que el resto RNasa de RSLV-132 es idéntico en 
secuencia de aminoácidos a la RNasa1 humana, RSLV-132 parece poseer una mayor actividad catalítica RNasa 15 
según se evalúa usando el sustrato RNaseAlert (Figura 7). A pesar de que RSLV-327 contiene la misma secuencia 
de dominio RNasa, esta construcción parece poseer menos actividad que la RNasa1 recombinante (Figura 7). La 
explicación más probable para esta observación es que estas diferencias aparentes no son un reflejo verdadero de la 
capacidad catalítica, sino que, más bien, significan interacciones diferenciales de los oligonucleótidos fluorescentes 
desactivados con las diversas construcciones de proteínas. Es probable que la unión de estos sustratos no naturales 20 
sea altamente dependiente de las interacciones de carga que variarán con cada construcción. Como se muestra en el 
Ejemplo 7, usando un formato de ensayo basado en células dependiente de poli(I:C), las actividades RNasa de las 
diversas construcciones parecen similares. 
 
Ejemplo 5 25 
 
Purificación Rápida de RSLV-308 
 
Las construcciones de la serie RSLV-300 que carecen de las mutaciones de activación de DNasa mostraron de manera 
consistente actividad DNasa reducida en relación con RSLV-133. En el proceso de purificación convencional, se 30 
procesaron múltiples construcciones de la serie RSLV-300 en paralelo; por tanto, con frecuencia, las construcciones 
se mantuvieron durante períodos de tiempo prolongados en un estado intermedio del proceso de purificación. Una 
explicación para la actividad catalítica menor observada es que el dominio DNasa puede no ser tan estable como el 
dominio RNasa (por ejemplo, se sabe que el dominio DNasa se une a cationes divalentes) y que la actividad DNasa 
reducida de las construcciones de HSA puede reflejar la pérdida diferencial de actividad DNasa durante el esquema 35 
de purificación. Para explorar esto, se preparó una única cosecha de cultivo de RSLV-308 y se procesó rápidamente 
a través de la purificación cromatográfica en 2 etapas. La actividad total, tanto RNasa como DNasa, se calculó en 
función de la cantidad de actividad observada en el medio acondicionado bruto cosechado utilizando los formatos 
RNaseAlert® y DNaseAlert®. En cada etapa de la purificación posterior, se calculó la recuperación de la actividad. Tal 
como se muestra en la Tabla 4, la recuperación relativa de las actividades RNasa y DNasa se produjo en paralelo. Al 40 
final del proceso de purificación, se logró una recuperación global del 41 % de la actividad RNasa con una recuperación 
similar del 46 % de la actividad DNasa. No obstante, cuando se comparó con RSLV-133, la preparación final de RSLV-
308 contenía el 50 % de la actividad RNasa esperada (basada en la hidrólisis del sustrato RNaseAlert normalizado a 
proteína) y solamente el 17 % de la actividad DNasa esperada (basada en la tasa de hidrólisis de el sustrato 
DNaseAlert normalizado a proteína). La actividad DNasa reducida de RSLV-308 en relación con RSLV-133 en 45 
ausencia de una pérdida preferencial de actividad DNasa durante la purificación sugiere que RSLV-308, y por 
inferencia, las otras construcciones de la serie RSLV-300 que carecen de mutaciones activadoras de DNasa, poseen 
inherentemente actividad catalítica DNasa reducida en relación con RSLV-133 según se evaluó usando el sustrato 
fluorescente desactivado. 
 50 

Tabla 4: Contabilización de actividades durante la purificación de RSLV-308 

Fracción Actividad RNasa Total Actividad DNasa Total 

Medio Acondicionado 100 % 100 % 
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(continuación) 

Fracción Actividad RNasa Total Actividad DNasa Total 

Flujo Continuo de Q 
sepharose 

0 % 0 % 

Lavado de Q-Sepharose 0 % 0 % 

Eluato de Q-Sepharose 66 % 68 % 

Q-Eluato Concentrado 52 % 68 % 

Eluato agrupado de Superdex 
200 

41 % 46 % 

 
Ejemplo 6 
 
Dominios Enlazadores 
 5 
RSLV-133 y RSLV-308 son similares en que los dominios RNasa y DNasa están posicionados en los extremos N y C, 
respectivamente, del dominio del armazón. No obstante, la actividad DNasa recuperada en asociación con el armazón 
de HSA (RSLV-308) es menor que la observada con la construcción de armazón de Fc (RSLV-133). RSLV-133 es 
dimérico como resultado del armazón de Fc. Por lo tanto, en los extremos N y C de RSLV-133, están yuxtapuestos 
dos dominios nucleasa; esta disposición puede de alguna manera potenciar la actividad del dominio DNasa, explicando 10 
así, la mayor actividad aparente observada para RSLV-133 frente a RSLV-308. Existe otra diferencia entre RSLV-133 
y RSLV-308 en la naturaleza del enlazador entre el dominio DNasa y el extremo C del armazón. En RSLV-133, el 
dominio DNasa se coloca en el extremo C del dominio Fc a través de una secuencia de enlazador de dieciocho 
aminoácidos compuesta por: VDGASSPVNVSSPSVQDI. Este enlazador contiene un sitio potencial de glucosilación 
ligada a N (Sequon NVS). Por el contrario, en las construcciones de la serie RSLV-300 el dominio DNasa, ya sea en 15 
el extremo N o C del armazón de HSA, está unido a través de un enlazador (Gly4S)3 que no contiene un sitio de 
glicosilación ligada a N. La colocación de un enlazador con un oligosacárido hidrófilo entre el armazón y el dominio 
DNasa puede proporcionar una estructura de dominio que favorezca la función catalítica de DNasa. Para explorar esta 
posibilidad, se diseñó una construcción adicional de la serie 300. RSLV-329 es idéntica a RSLV-327 en el sentido de 
que contiene el dominio RNasa en el extremo N del armazón de HSA y el dominio DNasa, que posee 3 mutaciones 20 
de activación de DNasa, ubicado en el extremo C. Sin embargo, el segmento enlazador entre el armazón de HSA y el 
dominio DNasa se cambió de (Gly4S)3 en RSLV-327 a VDGASSPVNVSSPSVQDI en RSLV-329. 
 
Las células CHO-S se transfectaron con el vector de expresión que codifica RSLV-329 y el producto proteico resultante 
se aisló usando el mismo esquema de purificación de 2 etapas descrito en el presente documento. Las 25 
concentraciones de proteínas de RSLV-300 se determinaron mediante mediciones de A280 y las muestras se diluyeron 
a 200 ug/ml con 1x tampón de carga de proteínas (número de catálogo Licor 928-40004) y se desnaturalizaron por 
calor. Se cargaron 6 µg de proteína total en cada carril y las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de Tris-
Glicina al 4-20 % en condiciones desnaturalizantes. Los geles se tiñeron con Simply Blue Safe stain. Cuando se analizó 
mediante electroforesis en gel de SDS, la preparación de RSLV-329 parecía contener más contaminantes de bajo PM 30 
que otras construcciones de la serie 300, pero todas las preparaciones estaban altamente enriquecidas para las 
especies de 110 kDa (Figura 8). Cuando se analizó usando el formato RNaseAlert, RSLV-329 produjo el 29 % de la 
actividad observada para RSLV-132. Usando el formato DnaseAlert, RSLV-329 parecía poseer el 266 % de la actividad 
DNasa asociada con RSLV-133, consistente con la presencia de mutaciones activadoras de DNasa. 
 35 
Ejemplo 7 
 
Comparación de la actividad RNasa y DNasa en formatos de ensayo celular 
 
RNasa 40 
 
Para comparar la actividad usando sustratos de oligonucleótidos, las construcciones seleccionadas se perfilaron por 
su capacidad para degradar los ligandos de TLR. Cuando se cultivan en presencia de un ligando de ARNbc apropiado, 
las células HEK Blue modificadas por ingeniería para expresar el receptor 3 tipo Toll humano (TLR3) secretan fosfatasa 
alcalina (SEAP) que se detecta fácilmente en el medio acondicionado usando un sustrato colorimétrico. Las células 45 
transfectadas con TLR3 se obtuvieron de Invivogen. Poli(I:C), un análogo sintético del ARNbc, actúa como un ligando 
en este sistema y se adquirió de Invivogen (poli (I:C) -LMW); la CE50 para poli(I:C) como inductor de SEAP en el 
ensayo de células con TLR3 se determinó que era 1,3 ng/ml. La producción de SEAP (medida como absorbancia a 
620 nm) se evaluó a partir de células HEK Blue hTLR3 estimuladas durante la noche en presencia de 80 ng/ml de 
poli(I:C). El poli (I:C) se incubó previamente con la concentración indicada de una construcción de RNasa durante 45 50 
minutos antes de la adición de -50.000 células HEK Blue hTLR3 a los pocillos de la placa de 96 pocillos. Como se 
muestra en la Figura 9, la incubación previa del ligando poli (I:C) con diversas construcciones RSLV provocó una 
inhibición dependiente de la concentración en la producción de SEAP. Esto es consistente con la actividad RNasa 
procedente de las construcciones que son capaces de degradar ARNbc. Una comparación de los valores observados 
de CI50 (Tabla 5) indica que RSLV-132 y RSLV-133 tienen actividades RNasa comparables en este formato. La 55 
RNasa1 humana recombinante también fue eficaz en la degradación de poli (I:C) produciendo un valor de CI50 1,5 
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veces más potente que el de RSLV-133 (Tabla 5). RSLV-308, RSLV-327, RSLV-328 y RSLV-329 produjeron valores 
de CI50 ligeramente más altos, sugiriendo una reducción de 1,3-3,3 veces en la actividad RNasa en relación con RSLV-
133. Esta reducción aparente puede, en parte, reflejar la pureza más baja de las construcciones de la serie 300 en 
relación con las construcciones purificadas por cromatografía de afinidad con Proteína A. 
 5 
Estos datos muestran que parece haber flexibilidad en el posicionamiento del dominio RNasa ya que la actividad 
RNasa observada para construcciones que contienen el dominio RNasa en el extremo N (p. ej., RSLV-308) o en el 
extremo C (p. ej., RSLV-328) del armazón de HSA fue muy similar en potencia a la de RSLV-133. Además, este 
ensayo demostró la funcionalidad RNasa de RSLV-327, RSLV-328 y RSLV-329 ya que la actividad degradante de 
poli(I:C) estaba dentro de 2,5 veces de la observada con RSLV-133. 10 
 

Tabla 5: Comparación de la inhibición mediada por RNasa de la producción de SEAP de células HEK Blue TLR3 

Construcción RSLV-132 RSLV-133 RSLV-308 RSLV-327 RSLV-328 RSLV-329 hRNasa 

Media de CI50 2,18E-09 1,97E-09 5,75E-09 2,37E-09 4,54E-09 3,30E-09 1,20E-09 

N 8 2 2 4 4 4 2 

DE 1,09E-09 1,67E-09 1,31E-09 8,97E-10 1,27E-09 1,66E-09 1,27E-11 

Potencia relativa a 
RSLV-133 (veces) 

0,8 1 0,3 0,8 0,4 0,6 1,5 

 
DNasa 
 15 
La actividad DNasa se comparó usando células HEK Blue modificadas por ingeniería para expresar el receptor tipo 
Toll 9 humano (TLR9) que, al igual que las células HEK Blue TLR3, secretan SEAP cuando se activan mediante un 
ligando apropiado. ODN-2006-G5, un oligonucelótido basado en fosfodiéster, actúa como un ligando en este sistema 
y se adquirió de Invivogen; se determinó que la CE50 para este oligonucleótido como inductor de SEAP en el ensayo 
de células con TLR9 era 1,26 µM. La producción de SEAP (medida como absorbancia a 620 nM) se evaluó a partir de 20 
células HEK Blue hTLR9 estimuladas durante la noche en presencia de ODN- 2006-G5 2 µM. El desoxioligonucleótido 
se incubó previamente con la concentración indicada de una construcción de DNasa durante 60 minutos antes de la 
adición de -80.000 células HEK Blue hTLR9 a los pocillos de la placa de 96 pocillos. Como se muestra en la Figura 
10, la incubación previa de ODN-2006-G5 con hDNasa1 recombinante (ProSpec) condujo a una inhibición dependiente 
de la concentración de su actividad inductora de SEAP. Una segunda fuente de hDNasa recombinante (Abcam) mostró 25 
una inhibición dependiente de la concentración similar (datos no mostrados). RSLV-308 también fue capaz de reducir 
la producción de SEAP; los valores de CI50 fueron 3,57x10-8 M, comparables con el valor de CI50 observado para las 
preparaciones de hDNasa recombinante (Tabla 6). La curva de respuesta a la concentración para RSLV-133 se 
desplazó a la izquierda de RSLV-308 y hDNasa (Figura 10). Los valores observados de CI50 para RSLV-308 y la 
hDNasa recombinante fueron de 33 a 100 veces menos potentes que los observados para RSLV-133 (Tabla 6), 30 
sugiriendo quizás, que la estructura dimérica de RSLV-133 facilita la hidrólisis del sustrato ODN-2006-G5 en relación 
con RSLV-308 monomérico y construcciones de hDNasa recombinante. RSLV-327, RSLV-328 y RSLV-329 
demostraron una actividad catalítica potenciada en relación con RSLV-133 (Figura 10). Los valores observados de 
CI50 para RSLV-327, RSLV-328 y RSLV-329 fueron 2,35x10-11, 4,07x10-11 y 5,58x10-11, respectivamente (Tabla 6). Por 
lo tanto, las mutaciones de activación insertadas en los dominios DNasa de estas tres construcciones aumentaron la 35 
actividad aparente en 42, 24 y 17 veces para RSLV-327, RSLV-328 y RSLV-329, respectivamente, en relación con 
RSLV-133. Se observaron valores de CI50 similares para RSLV-327 y RSLV-329, indicando que la sustitución del 
dominio enlazador entre el armazón de albúmina y el dominio DNasa C-terminal de como se encuentra en RSLV-327 
a VDGASSPVNVSSPSVQDI como se encuentra en RSLV-329 no dio como resultado una actividad DNasa mejorada. 
Por tanto, la actividad DNasa reducida asociada con RSLV-308 y las otras construcciones que carecen de mutaciones 40 
activadoras de DNasa en relación con RSLV-133 no parece ser dependiente del enlazador. Sin embargo, la 
introducción de las mutaciones activadoras de DNasa en las construcciones de la serie RSLV-300 (p. ej., RSLV-327) 
da lugar a construcciones que poseen actividad DNasa aparente mayor que RSLV-133. 
 

Tabla 6: Comparación de la inhibición mediada por DNasa de la producción de SEAP de células HEK Blue TLR9 45 

Construcción hDNasa1 * RSLV-133 RSLV-308 RSLV-327 RSLV-328 RSLV-329 

Media de CI50 8,41E-09 9,75E-10 3,57E-08 2,35E-11 4,07E-11 5,58E-11 

N 8 4 4 4 6 2 

DE 1,06E-08 4,35E-10 2,58E-08 8,51E-12 1,79E-11 3,24E-11 

Potencia relativa a RSLV-133 
(veces) 

0,01 1 0,03 42 24 17 
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(continuación) 

* Se supone que las preparaciones comerciales de DNasa1hr corresponden a la DNasa1 humana de tipo silvestre. 
El dominio DNasa que se encuentra en todas las construcciones RSLV contiene una mutación puntual (A114F) 
que se sabe que reduce la unión de acción, un inhibidor de la actividad DNasa. Debido a que los medios 
empleados en los experimentos celulares contenían suero, es posible que se introdujera actina en los productos de 
digestión. Por tanto, la actividad reducida de la rhDNasa con respecto al RSLV-133 puede, en parte, derivar de la 
inhibición de la rhDNasa por la actina. 

 
Caracterización adicional de la expresión 
 
La expresión de las construcciones de la serie 300 se examinó utilizando un sistema de expresión transitoria. Los 
cultivos de células CHO-3E7 (125 ml) se transfectaron con vectores que codifican RSLV-132, RSLV-133 o RSLV-327; 5 
cada condición se realizó por duplicado para asegurar la consistencia. Después de 5 días de crecimiento, los 
sobrenadantes de los cultivos se recogieron y analizaron mediante electroforesis en gel de SDS. Se analizaron 
veinticinco µl de cada medio en condiciones no reductoras y el gel se tiñó con azul de Coomassie para visualizar las 
proteínas. La figura 11 indica que RSLV-132 produjo una buena expresión en este sistema, mientras que los 
rendimientos de RSLV-133 fueron bajos. RSLV-327 se expresó bien, con una producción cercana a la observada con 10 
RSLV-132. 
 
Para confirmar que los productos celulares CHO-3E7 poseían actividad nucleasa, se perfilaron partes alícuotas de los 
medios usando los formatos de RNase y DNase Alert. Como se muestra en la Figura 12 y en la Tabla 7, los 
sobrenadantes cosechados de los transfectantes con RSLV-132 demostraron una actividad RNasa fuerte pero no 15 
actividad DNasa; se espera la ausencia de esta último ya que el RSLV-132 contiene solo un resto RNasa. Los 
sobrenadantes derivados de los transfectantes RSLV-133 demostraron actividades RNasa y DNasa bajas; esto es 
consistente con la baja expresión observada con esta construcción (Figura 11). Los sobrenadantes derivados de los 
transfectantes RSLV-327 mostraron una baja actividad RNasa en relación con los sobrenadantes de cultivo de RSLV-
132, pero una actividad DNasa muy fuerte. La baja actividad RNasa de RSLV-327 en relación con RSLV-132 en el 20 
formato de RNase Alert se atribuye al sustrato fluorescente desactivado como se indica anteriormente. Por tanto, los 
perfiles de actividad observados en los medios acondicionados fueron consistentes con los niveles de expresión 
observados por electroforesis en gel de SDS. Por lo tanto, cuando se expresa de forma transitoria en células CHO-
3E7, RSLV-327 se expresa a niveles significativamente más altos que RSLV-133 y se acerca a los niveles alcanzados 
por RSLV-132. 25 
 

Tabla 7: Actividad nucleasa observada en medios acondicionados derivados de células CHO-3E7 que expresan 
transitoriamente construcciones RSLV 

Construcción Actividad RNasa (nM) Actividad DNasa (nM) 

RSLV-132-1 1459 0,099 

RSLV-132-2 1314 0,086 

RSLV-133-1 52 165 

RSLV-133-2 62 216 

RSLV-327-1 71 5735 

RSLV-327-2 75 5620 

 
Ejemplo 8 30 
 
Semivida de moléculas híbridas de nucleasa-albúmina en monos Cinomolgus 
 
Los monos Cinomolgus se inyectan por vía intravenosa con una inyección única de una molécula híbrida de nucleasa-
albúmina del Ejemplo 2 en el momento cero. Las muestras de sangre se recogen en varios puntos temporales después 35 
de la inyección (por ejemplo, todos los días durante el transcurso de siete días) y se analizan para detectar la presencia 
de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina. Las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina se pueden detectar 
con ensayos de formato ELISA convencionales que capturan HSA humana del suero de mono, seguidos de la 
detección de RNasa1 humana o DNasa1 humana. Se pueden usar las mismas muestras de sangre para medir la 
actividad enzimática (es decir, la actividad nucleasa) de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina utilizando kits 40 
disponibles comercialmente (por ejemplo, el Sistema de Control de Calidad RNaseAlert™, Ambion; Sistema de Control 
de Calidad DNaseAlert™, Invitrogen; Kit de DNasa ELISA, Abnova; Actividad DNasa ORG 590, ORGENTEC 
Diagnostika GmbH), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 
 
Ejemplo 9 45 
 
Eficacia in vitro de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina 
 
Efectos de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina sobre la expresión de citocinas 
 50 
Las PBMC humanas se aíslan de voluntarios sanos y pacientes con lupus y se cultivan. Las células se tratan con 
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varios ligandos de TLR estimuladores, anticuerpos coestimuladores, complejos inmunitarios y sueros normales o 
autoinmunitarios, con o sin las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina del Ejemplo 2. El sobrenadante de cultivo se 
recoge en varios momentos (p. ej., 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, etc.) y se miden los niveles de un grupo de 
citocinas, incluida IL-6, IL-8, IL-10, IL-4, IFN- gamma, IFN-alfa y TNF-alfa humanas usando kits ELISA disponibles 
comercialmente de, por ejemplo, Thermo Fisher Scientific, Inc. Se espera que las moléculas híbridas de nucleasa-5 
albúmina eficaces reduzcan los niveles de citocinas producidas por las PBMC estimuladas en relación con los 
controles. 
 
Efectos de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina en la expresión de receptores de activación de linfocitos 
 10 
Las PBMC humanas se aíslan de voluntarios sanos y pacientes con lupus y se cultivan posteriormente. Las células se 
tratan con varios ligandos de TLR estimuladores, anticuerpos coestimuladores, complejos inmunitarios y sueros 
normales o autoinmunitarios, con o sin las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina del Ejemplo 2. Después, las 
células se someten a citometría de flujo multicolor para medir la expresión de los receptores de activación de linfocitos 
CD5, CD23, CD69, CD80, CD86, y CD25 en diversos puntos temporales (p.ej., 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 15 
etc.) después de la estimulación utilizando métodos de rutina reconocidos en la técnica. Anticuerpos adecuados para 
estos receptores están disponibles comercialmente en, por ejemplo, BD/PharMingen. Se espera que las moléculas 
híbridas de nucleasa-albúmina eficaces reduzcan la expresión de los receptores de activación de linfocitos en las 
PBMC estimuladas en relación con los controles. 
 20 
Efectos de las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina en la producción de interferón por células dendríticas 
plasmocitoides (CDp) 
 
Las CDp de voluntarios sanos se aíslan utilizando métodos o kits disponibles comercialmente reconocidos en la 
técnica, tal como el Kit de selección positiva EasySep™ Human EpCAM (StemCell Technologies, Inc.). La CDp 25 
aisladas se cultivan en, por ejemplo, placas de fondo plano de 96 pocillos, a densidades que varían de 5 x 104 a 2,5 x 
105/pocillo en 0,1 ml en un medio apropiado (p. ej., medio RPMI completo que contiene FBS al 10 %, glutamina 2 mM, 
β-mercaptoetanol 55 µM, piruvato sódico 1 mM, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina). La CDp 
cultivadas se activan mediante la adición de suero o plasma de pacientes con LES individuales diluidos con medio de 
cultivo en una proporción de 1:5, y se añaden 0,1 ml de estas muestras a los pocillos que contienen células (la 30 
concentración sérica final del paciente es del 10 %). Los cultivos se incuban a 37 °C durante 40 h, después de lo cual 
se cosechan los medios acondicionados y se evalúa el contenido de IFNα usando un kit ELISA disponible 
comercialmente. Las muestras de suero obtenidas de voluntarios sanos se utilizan como controles. Para evaluar el 
impacto de las construcciones híbridas de nucleasa-albúmina, los sueros o el plasma de pacientes con LES se tratan 
previamente con las construcciones híbridas de nucleasa-albúmina (1-10 µg/ml) durante 30 minutos y se añaden a los 35 
cultivos de CDp. Se espera que las moléculas híbridas de nucleasa-albúmina eficaces reduzcan la cantidad de IFNα 
producido como resultado de la degradación de las CI que contienen ácidos nucleicos. 
 

Tabla 1. Resumen de secuencias 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

1 Albúmina sérica humana (madura) (HSA) 

 
   

44

ES 2 759 252 T3

 



 

(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

2 Albúmina sérica de chimpancé (precursor) 

 
3 Albúmina sérica de macaco 

 
4 Albúmina sérica de hámster 

 
  

 
5 Albúmina sérica de cobaya 

 

45

ES 2 759 252 T3

 



 

(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

6 Albúmina sérica de ratón 

 
7 Albúmina sérica de rata 

 
8 Albúmina sérica de vaca 

 

 
9 Albúmina sérica de caballo 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

10 Albúmina sérica de burro 

 
11 Albúmina sérica de conejo 

 
12 Albúmina sérica de cabra 

 
13 Albúmina sérica de oveja 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

14 Albúmina sérica de perro 

 
15 Albúmina sérica de pollo 

 
  

 
16 Albúmina sérica de cerdo 

 
17 FcRn humano 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

18 RSLV-301 (HSA-RNasa) 

 
19 RSLV-302 (RNasa-HSA) 

 
  

 
20 RSLV-303 (HSA-enlazador-RNasa) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

21 RSLV-304 (RNasa-enlazador-HSA) 

 
22 RSLV-305 (RNasa-HSA-RNasa) 

 
  

 
23 RSLV-306 (RNasa-enlazador-HSA-

enlazador- RNasa) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

24 RSLV-307 (RNasa-HSA-DNasa A114F) 

 
25 RSLV-308 (RNasa-enlazador-HSA-

enlazador- DNasa A114F) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

26 RSLV-309 (DNasa A114F-HSA-RNasa) 

 
27 RSLV-310 (DNasa1 A114F-enlazador-

HSA- enlazador-RNasal) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

28 RSLV-311 (DNasa A114F-HSA) 

 
29 RSLV-312 (HSA-DNasa A114F) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

30 RSLV-313 (DNasa A114F-enlazador-HSA) 

 
31 RSLV-314 (HSA-enlazador-DNasa A114F) 

 
32 RSLV-315 (RNasa I N34S/N76S/N88S- 

enlazador-HSA) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

33 RSLV-316 (HSA-enlazador-RNasa1 
N34S/N76S/N88S) 

 
34 RSLV-317 (DNasa1 N18S/N106S/A114F- 

enlazador-HSA) 

 
35 RSLV-318 (HSA-enlazador-DNasa1 

N18S/N106S/A114F) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

36 RSLV-319 (RNasa1 N34S/N76S/N88S- 
enlazador-HSA-enlazador-DNasal A114F) 

 
37 RSLV-320 (DNasa1 A114F-enlazador-

HSA- enlazador-RNasal 
N34S/N76S/N88S) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

38 RSLV-321 (RNasa1 N34S/N76S/N88S-
enlazador-HSA-enlazador-DNasal 
N18S/N106S/A114F) 

 
39 RSLV-322 (DNasa1 N18S/N106S/A114F-

enlazador-HSA-enlazador-RNasal 
N34S/N76S/N88S) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

40 RSLV-323 (DNasa A114F-enlazador-
RNasa- HSA) 

 

 
41 RSLV-324 (HSA-RNasa-enlazador-

DNasa- A114F) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

42 RSLV-301 (HSA-RNasa; sin líder) 

 
43 RSLV-302 (RNasa-HSA; sin líder) 

 
44 RSLV-303 (HSA-enlazador-RNasa; sin 

líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

45 RSLV-304 (RNasa-enlazador-HSA; sin 
líder) 

 
46 RSLV-305 (RNasa-HSA-RNasa; sin líder) 

 

 
47 RSLV-306 (RNasa-enlazador-HSA-

enlazador- RNasa; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

48 RSLV-307 (RNasa-HSA-DNasa A114F; 
sin líder) 

 

 
49 RSLV-308 (RNasa-enlazador-HSA-

enlazador- DNasa A114F; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

50 RSLV-309 (DNasa A114F-HSA-RNasa; 
sin líder) 

 
51 RSLV-310 (DNasa1 A114F-enlazador-

HSA- enlazador-RNasal; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

52 RSLV-311 (DNasa A114F-HSA; sin líder) 

 
53 RSLV-312 (HSA-DNasa A114F; sin líder) 

 

 
54 RSLV-313 (DNasa A114F-enlazador-HSA; 

sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

55 RSLV-314 (HSA-enlazador-DNasa A114F; 
sin líder) 

 
56 RSLV-315 (RNasa I N34S/N76S/N88S- 

enlazador-HSA; sin líder) 

 

 
57 RSLV-316 (HSA-enlazador-RNasa1 

N34S/N76S/N88S; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

58 RSLV-317 (DNasa1 N18S/N106S/A114F- 
enlazador-HSA; sin líder) 

 
59 RSLV-318 (HSA-enlazador-DNasa1 

N18S/N106S/A114F; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

60 RSLV-319 (RNasa1 N34S/N76S/N88S- 
enlazador-HSA-enlazador-DNasal A114F; 
sin líder) 

 
61 RSLV-320 (DNasa1 A114F-enlazador-

HSA- enlazador-RNasal 
N34S/N76S/N88S; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

62 RSLV-321 (RNasa1 N34S/N76S/N88S- 
enlazador-HSA-enlazador-DNasal 
N18S/N106S/A114F; sin líder) 

 

 
63 RSLV-322 (DNasa1 N18S/N106S/A114F- 

enlazador-HSA-enlazador-RNasal 
N34S/N76S/N88S; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

64 RSLV-323 (DNasa A114F-enlazador-
RNasa- HSA; sin líder) 

 

 
65 RSLV-324 (HSA-RNasa-enlazador-

DNasa- A114F; sin líder) 

 
66 DNasal Humana Madura 

 
67 DNasal humana Precursora 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

68 DNasal A114F Humana Madura 

 
69 DNasal G105R Humana Madura 

 
70 DNasalL3 Humana Madura 

 
71 Trex Humana 

 
72 DNasa2 alfa Humana 

 
73 DNasa2 beta Humana 

 
74 DNasa1L3 de ratón 

 
75 RNasal Humana Madura 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

76 RNasal humana Precursora 

 

 
77 Dominio I de HSA 

 
78 Dominio II de HSA 

 
79 Dominio III de HSA 

 
80 Enlazador  
81 Enlazador  
82 Enlazador  
83 DNasal N18S/N106S/A114F Humana 

Madura 

 
84 RNasal N34S/N76S/N88S Humana 

Madura 

 
85 (Gly4Ser)3  
86 VK3LP  
87 Péptido señal de luciferasa de Gaussia  
88 Enlazador NLG  
89 Enlazador 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

90 Ácido nucleico de RSLV-301 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

91 Ácido nucleico de RSLV-302 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

92 Ácido nucleico de RSLV-303 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

93 Ácido nucleico de RSLV-304 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

94 Ácido nucleico de RSLV-308 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

  

 
95 Ácido nucleico de RSLV-310 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

96 Ácido nucleico de RSLV-311 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

97 Ácido nucleico de RSLV-312 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

98 Ácido nucleico de RSLV-313 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

99 Ácido nucleico de RSLV-314 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

100 Albúmina humana (precursora) 

 
101 Consenso de glicosilación ligada a O  
102 Consenso de glicosilación ligada a O  
103 Consenso de glicosilación ligada a O  
104 Consenso de glicosilación ligada a O  
105 Consenso de glicosilación ligada a O  
106 Consenso de glicosilación ligada a O  
107 Consenso de glicosilación ligada a O  
108 DNasal E13R/N74K/A114F/T205K 

Humana Madura 

 
109 DNasal 

E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S 
Humana Madura 

 
110 RSLV-325 (HSA-enlazador-DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

111 RSLV-326 (DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-
HSA) 

 
112 RSLV-327 (RNasa-enlazador-HSA-

enlazador- DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K) 

 

 
113 RSLV-328 (DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-
HSA-enlazador-RNasa) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

114 RSLV-329 (RNasa-enlazador-HSA-
enlazador- DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K) 

 

 
115 RSLV-330 (DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S- 
enlazador-HSA) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

116 RSLV-331 (RNasa-enlazador-HSA-
enlazador- DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S) 

 
117 RSLV-332 (DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S- 
enlazador-HSA-enlazador-RNasa) 

 

 
118 RSLV-325 (HSA-enlazador-DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

119 RSLV-326 (DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-
HSA; sin líder) 

 
120 RSLV-327 (RNasa-enlazador-HSA-

enlazador- DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K; sin líder) 

 

 
121 RSLV-328 (DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K-enlazador-
HSA- enlazador-RNasa; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

122 RSLV-329 (RNasa-enlazador-HSA-
enlazador- DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K; sin líder) 

 

 
123 RSLV-330 (DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S- 
enlazador-HSA; sin líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

124 RSLV-331 (RNasa-enlazador-HSA-
enlazador- DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S; 
sin líder) 

 
125 RSLV-332 (DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S- 
enlazador-HSA-enlazador-RNasa; sin 
líder) 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

126 Ácido nucleico de RSLV-325 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

127 Ácido nucleico de RSLV-326 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

128 Ácido nucleico de RSLV-327 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

129 Ácido nucleico de RSLV-328 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

130 Ácido nucleico de RSLV-329 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

131 Ácido nucleico de RSLV-330 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

132 Ácido nucleico de RSLV-331 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

133 Ácido nucleico de RSLV-332 

 

 

96

ES 2 759 252 T3

 



 

(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

134 Ácido nucleico de RSLV-319 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

135 Ácido nucleico de RSLV-320 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

136 Ácido nucleico de RSLV-323 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

137 Ácido nucleico de RSLV-324 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

138 HSA-enlazador-DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S 

 
139 HSA-enlazador-DNasa 

E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S; 
sin líder 
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(continuación) 

SEQ 
ID NO 

Descripción Secuencia 

140 ácido nucleico de HSA-enlazador-DNasa 
E13R/N74K/A114F/T205K/N18S/N106S 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Un polipéptido que comprende un primer dominio nucleasa, un segundo dominio nucleasa y una albúmina, o una 
variante de albúmina que tiene más del 80 % de identidad con la secuencia de aminoácidos de la albúmina sérica 
humana expuesta en la SEQ ID NO: 1, o un fragmento de albúmina que comprende al menos el dominio III de albúmina 5 
o dominio III de albúmina y un dominio adicional seleccionado del grupo que consiste en el dominio I, el dominio II y 
el dominio III, en donde el primer y/o segundo dominio nucleasa está operativamente unido a la albúmina, o variante 
o fragmento de la misma, opcionalmente a través de un enlazador, en donde el primer dominio nucleasa es una RNasa 
y el segundo dominio nucleasa es una DNasa1 humana que comprende las sustituciones de aminoácidos E13R, N74K, 
A114F y T205K, refiriéndose la numeración de aminoácidos a la SEQ ID NO: 66. 10 
 
2. El polipéptido de la reivindicación 1, en donde el segundo dominio nucleasa está operativamente unido al extremo 
N de la albúmina, o de una variante de la misma, y el primer dominio nucleasa está operativamente unido al extremo 
C de la albúmina, o de una variante de la misma, preferentemente en donde los dominios nucleasa segundo y primero 
están operativamente unidos al extremo N y C, respectivamente, de la albúmina, o variante de la misma, a través de 15 
un enlazador. 
 
3. El polipéptido de la reivindicación 1, en donde el primer dominio nucleasa está operativamente unido al extremo N 
de la albúmina, o de una variante de la misma, y el segundo dominio nucleasa está operativamente unido al extremo 
C de la albúmina, o de una variante o fragmento de la misma, preferentemente en donde los dominios nucleasa primero 20 
y segundo están operativamente unidos al extremo N y C, respectivamente, de la albúmina, o variante o fragmento de 
la misma, a través de un enlazador. 
 
4. El polipéptido de la reivindicación 1, en donde el primer dominio nucleasa está operativamente unido al segundo 
dominio nucleasa a través de un enlazador, y el segundo dominio nucleasa está operativamente unido a la albúmina, 25 
o variante o fragmento de la misma, preferentemente en donde el segundo dominio nucleasa está operativamente 
unido al extremo N de la albúmina, o variante de la misma, o preferentemente en donde el segundo dominio nucleasa 
está operativamente unido al extremo C de la albúmina, o variante o fragmento de la misma. 
 
5. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la RNasa es una RNasa humana de tipo 30 
silvestre, tal como una RNasa1 pancreática humana expuesta como la SEQ ID NO: 75, o una RNasa mutante, tal 
como una RNasa 1 aglicosilada o subglicosilada, tal como la RNasa1 N34S/N76S/N88S humana expuesta como la 
SEQ ID NO: 84. 
 
6. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que degrada ARN y/o ADN circulante y ARN y/o 35 
ADN en complejos inmunitarios, o inhibe la producción de interferón-a, o ambos. 
 
7. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el dominio enlazador es un enlazador 
polipeptídico, tal como un enlazador gly-ser, o en donde el dominio enlazador es un enlazador NLG. 
 40 
8. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la albúmina, o variante o fragmento de la 
misma, aumenta la semivida en suero. 
 
9. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la albúmina, o variante o fragmento de la 
misma, deriva de albúmina sérica humana, albúmina sérica de primates, albúmina sérica de roedores, albúmina sérica 45 
bovina, albúmina sérica equina, albúmina sérica de cabra, albúmina sérica de oveja, albúmina sérica de perro, 
albúmina sérica de cobaya, albúmina sérica de pollo y albúmina sérica de cerdo, preferentemente en donde la 
albúmina, o variante o fragmento de la misma, deriva de albúmina sérica humana, preferentemente en donde la 
albúmina es más de un 85 % idéntica a la secuencia de aminoácidos correspondiente expuesta en la SEQ ID NO: 1, 
preferentemente en donde la albúmina, o variante o fragmento de la misma, es más de un 90 % idéntica a la secuencia 50 
de aminoácidos correspondiente expuesta en la SEQ ID NO: 1, preferentemente en donde la albúmina, o variante o 
fragmento de la misma, es más del 95 % idéntica a la secuencia de aminoácidos correspondiente expuesta en la SEQ 
ID NO: 1. 
 
10. El polipéptido de la reivindicación 9, en donde la variante o fragmento de la albúmina sérica humana se une a 55 
FcRn con una afinidad más alta que la de una albúmina sérica humana de tipo silvestre o fragmento de la misma 
correspondiente. 
 
11. El polipéptido de la reivindicación 1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 112-
114 o 120-122, o una molécula híbrida de nucleasa-albúmina que comprende la secuencia de aminoácidos al menos 60 
un 90 % idéntica a la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 112-114 o 120-122. 
 
12. Una composición que comprende el polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones anteriores y un transportador. 
 
13. Una molécula de ácido nucleico que codifica el polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 65 
1 a 10. 
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14. Un vector de expresión recombinante que comprende una molécula de ácido nucleico de acuerdo con la 
reivindicación 13. 
 
15. Una célula hospedadora transformada con el vector de expresión recombinante de acuerdo con la reivindicación 5 
14. 
 
16. Un método para producir el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende: 
proporcionar una célula hospedadora que comprende una secuencia del ácido nucleico que codifica el polipéptido; y 
mantener la célula hospedadora en condiciones en las que se expresa la molécula híbrida de nucleasa-albúmina. 10 
 
17. Un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o una composición de la reivindicación 12 para su 
uso en el tratamiento o prevención de lupus eritematoso sistémico (LES). 
 
18. Un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o una composición de la reivindicación 12 para su 15 
uso en el tratamiento o prevención del síndrome de Sjogren.  
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