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PROTEINAS DE FUSION TACI-FC PARA LA INHIBICION

MULTIFUNCIONAL DE BAFF, APRIL Y RECEPTOR FC NEONATAL

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de 1la
solicitud provisional de los EE. UU. num. 63/430.265,
presentada el 5 de diciembre de 2022, cuyo contenido se

incorpora como referencia en la presente en su totalidad.

ANTECEDENTES

La proliferacidédn, maduracidn y supervivencia de
las células B dependen de las vias de sefializacidén de
tres receptores, TACI (activador transmembrana o
interactor de ligando de ciclofilina modulador de
calcio), BCMA (antigeno de maduracién de células B) vy
BAFF-R (receptor del factor activador de células B). BCMA
y BAFF-R son receptores de superficie celular de 1la
superfamilia de receptores TNF, que se codifican mediante
los genes TNFRSF17 y TNFRSF13C, respectivamente.

TACI es una proteina transmembrana de la
superfamilia de receptores TNF (codificada por el gen
TNFRSF13B), que se encuentra predominantemente en la
superficie de las células B. TACI reconoce tres ligandos,

APRIL (un ligando inductor de proliferacién codificado por
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el gen TINFSF1l), BAFF (factor activador de células B,
codificado por el gen TNFSFI13B), vy CAML (ligando de
ciclofilina modulador de <calcio). Se conoce que TACI
controla las respuestas a los anticuerpos de células B
independientes de las células T, el cambio de isotipo y la
homeostasis de las células B. APRIL es un ligando inductor
de proliferacidén, que es un ligando tanto para TACI como
para BCMA. BAFF es un ligando para TACI, BCMA vy BAFF-R
(Marsters et al. Curr Biol 2000; 10(13): 785-788; Thompson
et al. Science 2001; 293:(2): 108-111). BAFF es un ligando
para TACI, BCMA, y BAFF-R, se expresa en células de linaje
B, actla como un potente activador de células B, y juega un
papel importante en la proliferacién y diferenciacidén de
las células B.

BAFF y APRIL son potentes estimuladores de la
maduracién, proliferacidédn vy supervivencia de células B
(ver, p. ej., Gross et al., Nature 2000; 404: 995-999;
Gross et al., Immunity 2001; 15(2): 289-302; y Groom et
al., J Clin Invest 2002; 109(1): 59-68) y se conoce dgque
forman independientemente homodimeros 'y heterotimeros
BAFF/APRIL. BAFF y APRIL pueden ser necesarios para la
persistencia de enfermedades autoinmunitarias,
especialmente aquellas que involucran células B. Los
ratones transgénicos disefiados genéticamente para
expresar altos niveles de BAFF exhiben trastornos de las

células inmunitarias y muestran sintomas como los
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observados en pacientes con lupus eritematoso sistémico
(LES) (ver, p. €j., Cheson et al. Blood 1996; 87:4990-
4997; y Cheema et al. Arthritis Rheum 2001; 44(6):1313-
1319). Similarmente, se han medido los niveles aumentados
de BAFF y APRIL en muestras de suero tomadas de 1los
pacientes con LES y otros ©pacientes con diversas
enfermedades autoinmunitarias como artritis reumatoide
(ver, p. ej., Roschke et al. J. Immunol 2002; 169:4314-
4321; Mariette et al. Ann Rheum Dis 2003; 62(2):168-171;
y Hahne et al. J Exp Med 1998; 188(6): 1185-1190), que
extiende la asociacién de BAFF y/o APRIL y enfermedades
mediadas por células B de los modelos animales a humanos.
El enfoque actual para el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias es la supresidén de la
reaccidén inmunitaria no deseada. Por ejemplo, en el
tratamiento de la nefritis lupica (LN, por sus siglas en
inglés), una complicacién grave que involucra el rifién de
pacientes que padecen nefritis lupica sistémica (LES),
varios fArmacos 1nmunosupresores han demostrado ser
beneficiosos. Estos farmacos incluyen ciclofosfamida
(cyc), azatioprina (AZA), ciclosporina A (CsSA) %
micofenolato de mofetilo (MMF, por sus siglas en inglés)
(ver p. ej., Mok et al. (2003) Ann Rheum Dis 62, 799-804
e Taccarino et al. (2007) Autoimmunity Reviews 6, 190-
195). Aunque estos farmacos son beneficiosos, sigue

existiendo una necesidad en la técnica de agentes
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terapéuticos mejorados para mejorar la respuesta a
fdrmacos inmunosupresores que modulen las respuestas
inmunitarias, particularmente las respuestas inmunitarias
de células B, para tratar mejor enfermedades, trastornos
y afecciones inflamatorias o autoinmunitarias. En la
presente se describen composiciones de inhibidor
BAFF/APRIL anti-FcRN vy métodos para su uso en el
tratamiento de una variedad de enfermedades y trastornos.

La presente descripcidén proporciona proteinas de
fusién TACI-Fc inmunomoduladoras que exhiben actividad
neutralizadora de BAFF y APRIL (o heterotimeros
BAFF/APRIL) . Las proteinas de fusidén TACI-Fc son
composiciones inhibidoras de BAFF/APRIL anti-FcRn que
contienen dominios DRl y/o DR2 extracelulares variantes de
TACI y dominios de unidén al receptor Fc variantes. La
presente descripcién también proporciona moléculas de acido
nucleico que codifican 1las proteinas de fusién TACI-Fc,
métodos para elaborar y  usar tales proteinas, %
composiciones farmacéuticas para tratar una variedad de
enfermedades, que incluyen enfermedades, trastornos vy

afecciones inmunoldgicas.

SUMARIO

En la presente se proporcionan proteinas de

fusién TACI-Fc que se unen a e inhiben la actividad de los
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ligandos BAFF, APRIL para neutralizar su actividad vy
bloquear o antagonizar 1la actividad de 1los receptores
estimuladores de células B, TACI, BCMA vy BAFF-R. Las
proteinas de fusidén TACI-Fc incluyen ademds un dominio Fc
mutante que contiene mutaciones para bloguear una o© mas
funciones efectoras, tales como citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) y citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en 1inglés), vy/o
inhibir wuna o més actividades, que incluyen una o mas
actividades, que incluyen 1la actividad de FcRn. Como se
describe ademéds mas abajo, las proteinas de fusidédn TACI-Fc
pueden usarse para el tratamiento de wuna variedad de
enfermedades, trastornos o afecciones asociadas con una
respuesta inmunitaria desregulada.

En un aspecto, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye una porcién de dominio extracelular (ECD) de TACI
y un dominio Fc¢ de inmunoglobulina G (IgG) hibrido, p.
ej., IgGl/IgG4. En algunas modalidades, la porcidén de ECD
de TACI incluye una porcidédn de dominio DR2 de TACI. En
algunas modalidades, la porcidén de ECD de TACI incluye
una porcidén de ECD contigua gque abarca al menos una
porcién de las regiones DR1/DR2. En una modalidad, la
porcién de ECD de TACI incluye una secuencia de

aminoacidos establecida en las sec. con nums. de ident.:
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En una modalidad, la porcidén de ECD de TACI
incluye una o més mutaciones. En una modalidad, las
mutaciones incluyen L82H solo o en combinacidén con una
tnica mutacidén sustituida con histidina en la Tabla 1,
donde la identificacidén y numeracidédn de aminodcidos estd de
acuerdo con la sec. con num. de ident.: 40. En otra
modalidad, las mutaciones incluyen F78H y D80H. En otra
modalidad, las mutaciones incluyen F78H, D80H, y L82H. En
otra modalidad, las mutaciones incluyen Y79H, D80H, y L82H.
En otra modalidad, las mutaciones incluyen D80H, L82H, vy
L83H. En otra modalidad, las mutaciones incluyen Y79H,
D80H, vy L83H. En otra modalidad, las mutaciones incluyen
D80H, L83H, e I87H. Los SPR de las Figuras 2A, 2B y 3
muestran afinidad debilitada en comparacidén con WT para

algunas variantes especificas, p. ej. aquellas que tienen

una o) mas mutaciones de: L82H, F78H/D80H/L82H,
Y79H/D80H/L82H, D80H/L82H/L83H, Y79H/D80H/L83H,
D80/L83H/I87H.

En una modalidad, la mutacidén es N434H. En otra
modalidad, la mutacidén es Y436L. En otra modalidad, las
mutaciones incluyen L234F y L235E. En otra modalidad, las
mutaciones incluyen M252Y, S254T, y T256E. En otra
modalidad, las mutaciones incluyen L234F, L235E, vy N434H.
En otra modalidad, las mutaciones incluyen M252Y, S254T,
T256E, N434H. En otra modalidad, las mutaciones incluyen

L234F, L235E, M252Y, S254T, y T256E. En otra modalidad, las
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mutaciones incluyen L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E, vy
N434H. En otra modalidad, las mutaciones incluyen T307A,
E380A y N434A.

En algunas modalidades, el dominio Fc de Ig
mutante se deriva de una IgG. En algunas modalidades, el
dominio Fc de Ig mutante se deriva de una IgGl, una IgG2,
una IgG3, una IgG4, o un dominio Fc hibrido de este. En
algunas modalidades, el dominio Fc de Ig mutante
comprende un dominio Fc de IgGl-IgG4 hibrido.

En algunas modalidades, el dominio Fc de Ig
mutante comprende una secuencia de aminocdcidos al menos
96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia de
aminodcidos establecida en una cualquiera de las sec. con
nims. de ident.: 16-24, vy 72. En una modalidad, el
dominio Fc de Ig mutante comprende una secuencia de
aminodcidos idéntica a un dominioc Fc de Ig mutante
establecido en cualquiera de las sec. con nums. de
ident.: 16-24 y 72.

En algunas modalidades, la porcidén de ECD de
TACI se acopla al dominio Fc de Ig mutante mediante un
enlazador polipeptidico. En una modalidad, el enlazador
polipeptidico contiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo gque consiste en sec. con num. de
ident.: 3-15.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn

TACI-Fc comprende una secuencia de aminocdcidos al menos
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96 %, 97 %, 98 % o 99 % i1idéntica a wuna secuencia de
aminodcidos de TACI-Fc establecida en una cualgquiera de
las sec. con nums. de ident.: 25-38, 46-48, 55, 56, y 67.
En una modalidad, la proteina de fusidn comprende una
secuencia de aminodcidos idéntica a una secuencia de
aminodcidos de TACI-Fc establecida en una cualgquiera de
las sec. con nums. de ident.: 25-38, 46-48, 55, 56, y 67.
En otra modalidad, la proteina de fusidén comprende una
secuencia de aminoadcidos establecida en las sec. con nums.
de ident.: 25 o 67.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
exhibe una afinidad de unién (Kp) para FcRn a un pH 6,0
que es menor que 50 nM, menor que 20 nM, menor que 12 nM,
menor que 6 nM, o menor que 4 nM.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
exhibe un aumento en la afinidad de unidén (Kp) para FcRn
mayor que 50 veces, mayor que 100 wveces, o mayor que 200
veces a un pH 6,0 en relacidén con pH 7,4.

En otro aspecto, la presente descripcién
proporciona una composicidén farmacéutica que comprende una
proteina de fusién TACI-Fc descrita en la presente y un
portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente descripcidn
proporciona un &cido nucleico que codifica una proteina
de fusién TACI-Fc descrita en 1la presente. En una

modalidad, el &cido nucleico codifica 1la proteina de
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fusidén establecida en las sec. con nums. de ident.: 25 o
67. En otra modalidad, el 4&acido nucleico comprende una
secuencia de nuclebdtidos establecida en las sec. con
nums. de dident.: 69 o 70. En algunas modalidades, el
dcido nucleico codifica una proteina de fusidén TACI-Fc
optimizada por codones.

En otro aspecto, la presente descripcidn
proporciona un vector de expresidén dque codifica una
proteina de fusién TACI-Fc descrita en la presente, tal
como la proteina de fusidén establecida en las sec. con
nums. de ident.: 25 o 67 o una proteina de fusidén TACI-Fc
optimizada por codones. En una modalidad, el vector de
expresién es un vector viral. En otra modalidad, el
vector de expresidn es un vector AAV.

En otro aspecto, la presente descripcidn
proporciona una composicidén farmacéutica que comprende un
vector de expresidén que codifica una proteina de fusidn
TACI-Fc descrita en la presente y un portador
farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente descripcidn
proporciona una célula huésped que comprende un &acido
nucleico o vector de expresién que codifica una proteina
de fusidén TACI-Fc descrita en la presente.

En otro aspecto, un método para tratar una
enfermedad comprende administrar a un paciente una

cantidad efectiva de una composicién farmacéutica que
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comprende una proteina de fusidén TACI-Fc o vector de
expresidédn que codifica una proteina de fusidén TACI-Fc en
combinacidén con un portador farmacéuticamente aceptable.
En algunas modalidades, la enfermedad es
trastorno autoinmunitario. En algunas modalidades, el
trastorno autoinmunitario se selecciona del grupo que
consiste en rechazo agudo mediado por anticuerpos, rechazo
crénico mediado por anticuerpos, sindrome de Sjogren
primario, anemia hemolitica autoinmunitaria, sindrome
antifosfolipido (APS, por sus siglas en inglés), APS
catastréfico, artritis reumatoide refractaria, wvasculitis
autoinmunitaria, crioglobulinemia, autoanticuerpos
citoplasmaticos antineutréfilos (ANCA, por sus siglas en
inglés), wvasculitis 1IgA, wvasculitis reumatoide, sindrome
antisintetasa, nefropatia membranosa primaria, artritis
idiopatica juvenil (AIJ), esclerosis sistémica, sindrome de
Guillain-Barré, proteinosis alveolar pulmonar
autoinmunitaria, anemia hemolitica autoinmunitaria (AIHA,
por sus siglas en inglés), enfermedad hemolitica del feto y
del recién nacido (HDEN), reaccidn transfusional hemolitica
aguda, tratamiento preventivo «con virus adeno-asociado
(AAV, por sus siglas en inglés), enfermedad ocular tiroidea
(TED, por sus siglas en inglés), enfermedad de Huntington,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP,
por sus siglas en inglés), pénfigo vulgar (PV), penfigoide

bulloso (BP, por sus siglas en inglés), parpura
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trombocitopénica inmunitaria (PTI), miastenia gravis (MG) vy
trastorno del espectro de la neuromielitis oéptica (NMOSD,
por sus siglas en inglés).

En otro aspecto, un método para disminuir una
respuesta inmunitaria comprende administrar a un paciente
una cantidad efectiva de una composicidén farmacéutica que
comprende una proteina de fusién TACI-Fc o vector de
expresidédn que codifica una proteina de fusidén TACI-Fc en
combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, un método para inhibir la
actividad de una o mads citocinas proinflamatorias comprende
administrar a un paciente una cantidad efectiva de una
composicién farmacéutica gque comprende una proteina de
fusién TACI-Fc o vector de expresidédn que codifica una
proteina de fusidén TACI-Fc en combinacidén con un portador
farmacéuticamente aceptable. En algunas modalidades, las
citocinas proinflamatorias incluyen BAFF y/o APRIL.

En otro aspecto, un método para potenciar un
aclaramiento de inmunoglobulinas IgG comprende administrar
a un paciente una cantidad efectiva de wuna composicidn
farmacéutica que comprende una proteina de fusidén TACI-Fc o
vector de expresién que codifica una proteina de fusidn
TACI-Fc en combinacidén con un portador farmacéuticamente
aceptable.

En otro aspecto, un método para reducir los

niveles de células B maduras, IgG, IgM, IgA, o una

11
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combinacidén de estas comprende administrar a un paciente
una cantidad efectiva de una composicidén farmacéutica que
comprende una proteina de fusién TACI-Fc o vector de
expresidédn que codifica una proteina de fusidén TACI-Fc en
combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable. En
algunas modalidades, la administracién de 1la composicidn
farmacéutica no disminuye significativamente los niveles de
Igh o IgE.

En otro aspecto, la presente descripcidn
proporciona un kit para tratar wuna enfermedad en un
paciente en el que el kit incluye al menos una dosis de
una composicién farmacéutica que comprende una proteina
de fusidén TACI-Fc o vector de expresidn que codifica una
proteina de fusidén TACI-Fc e instrucciones de uso.

En otro aspecto, la presente descripcidn
proporciona un enlazador polipeptidico que comprende una
secuencia de aminodcidos establecida en las sec. con nums.

de ident.: 4, 5, o 6.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un modelo estructural basado en
entradas PBD 1XUl vy 1KD7 que muestran posiciones de
residuos de histidina (como esferas negras) que fueron

mutadas secuencial y combinatoriamente a/cerca de la

12
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interfaz predicha entre TACI vy BAFF usando contactos
conocidos de TACI a BAFF y/o APRIL.

Las Figuras 2A-2B muestran los efectos de las
sustituciones de histidina simples en el dominio TACI en la
unién a BAFF (Figura 2A) y APRIL (Figura 2B) por resonancia
de plasmén de superficie (SPR, por sus siglas en inglés).

La Figura 3 muestra los efectos de multiples
sustituciones de histidina en el dominio TACI en la unidn
a BAFF mediante SPR.

La Figura 4 muestra un sensorgrama ilustrativo de
proteinas de fusidén TACI-Fc a BAFF, APRIL o FcRn mediante
interferometria de Dbiocapas (BLI, por sus siglas en
inglés).

La Figura 5 es un sensorgrama que muestra la
unién de TPP-6269 a BAFF a un pH 6,0 y pH 7,4 mediante BLI.

La Figura 6 muestra los resultados de un ensayo
funcional que muestra la inhibicidén de BAFF gque se une a
una linea celular HEK293 reportera de BCMA/factor nuclear
kappa B (NF-xB, por sus siglas en 1inglés)-luciferasa
mediante diferentes concentraciones de proteina de fusidén
TACI-Fc o un control (TPP-4217).

La Figura 7 muestra los resultados de un ensayo
funcional que muestra la inhibicién de la unidén de BAFF y
la activacidén mediada por NF-xB en una 1linea celular
HEK293 reportera de BCMA/NF-kB-luciferasa mediante

diferentes concentraciones de variantes de TACI-Fc como
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se indica, que incluye los valores IC50 correspondientes
asociados con ellas.

La Figura 8 muestra los resultados de un ensayo
funcional que muestra la inhibicidén de la unidén de BAFF vy
la activacién mediada por NF-xB en una linea celular HEK293
reportera de BCMA/NF-kB-luciferasa mediante diferentes
concentraciones de proteinas de fusidén TACI-Fc TPP-4286 vy
un control (TPP-4291), que incluye 1los valores IC50
correspondientes asociados con ellas.

Las Figuras 9A-9H representan sensogramas de
interferometria de Dbiocapa gque muestran la unidén de
variantes de TACI-Fc a FcRn a un ©pH 6,0 (paneles
izquierdos) y pH 7,4 (paneles derechos) usando el sistema
Octet Red9%6. Las variantes de TACI-Fc incluyen: TPP-5260
(Figura 9A); TPP-5262 (Figura 9B); TPP-5317 (Figura 9C);
TPP-5272 (Figura 9D); TPP-5273 (Figura 9E); TPP-5274
(Figura 09F); TPP-5275 (Figura 09G); y TPP-6269 (Figura
9H) .

La Figura 10 muestra una estructura cristalina
de un complejo FcRN:Fc (PDB: 4N(QU), gque muestra 1los
residuos 4&cidos E115, Elle6, D130, vy EI133 en el FcRn
humano procesado para dirigirse mediante las proteinas de
fusidén TACI-Fc de la presente descripcidn.

Las Figuras 11A-11B muestran trazas de octeto que
comparan la unién a FcRn de variantes de TACI-Fc

sustituidos con histidina tUnica (Figura 11A) y variantes de
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TACI-Fc sustituidos con histidina tanto simple como doble
(Figura 11B) en relacién con una proteina de fusién TACI-Fc
silvestre (“WT”; TPP-5274 no sustituta «con histidina
parenteral) a un pH 7,4. Las Figuras 11C-11D muestran
trazas de octeto que comparan la unidén a FcRn de wvariantes
de proteina de fusién TACI-Fc sustituidos con histidina
simple (Figura 11C) y variantes de TACI-Fc sustituidos con
histidina tanto simple como doble (Figura 11D) en relacidn
con una proteina de fusidén TACI-Fc (“WT”; TPP-5274) a un pH
6,0.

La Figura 12A muestra trazas de octeto que
comparan la unidén a FcRn mediante TPP-5958 (L234F, L235E,
M252Y, S254T, T256E, N434H) vy TPP-5957 (L234F, L235E,
M252Y, S254T, T256E) a un pH 6,0. La Figura 12B muestra
trazas de octeto que comparan la unidén a FcRn mediante
TPP-5958 (L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E, N434H) vy
TPP-5957 (L234F, L235E, M252Y, S5S254T, T256E) a un pH 7,4.

La Figura 13A muestra la cinética de unidén de
TPP-6269 a diversas concentraciones de FcRn a un pH 6,0 por
resonancia de plasmén de superficie (SPR)/biacore. La
Figura 13B muestra 1la cinética de unidén de TPP-6269 a
diversas concentraciones de FcRn a un pH 7,4 ©por
SPR/Biacore. La Figura 13C muestra las constantes de
disociacidén de equilibrio (Kp) correspondientes

determinadas por SPR/Biacore.
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Las Figuras 14A-14D muestran el andlisis de
citometria de flujo que muestran la unidén simultdnea de las
variantes de TACI-Fc, TPP-5954 (Figuras 14A, 14B), TPP-5957
(Figuras 14A, 14C) y TPP-5958 (Figuras 14A, 14D) a BAFF vy
FcRn humano en una linea celular que expresa FcRn humano.

Las Figuras 15A-15B muestran el analisis de
citometria de flujo que muestran la capacidad de TPP-6269
(Figura 15A) vy otras variantes de TACI-Fc (Figura 15B,
como se indica) para bloquear la unién de IgGl humana a
FcRn en una linea celular que expresa FcRN humano.

La Figura 16A es un grafico gque muestra la
estabilidad de las wvariantes de TACI-Fc seleccionadas
mediante pruebas de estabilidad aceleradas usando
cromatografia de exclusidén por tamafio para ensayar el
porcentaje de mondémeros de TACI-Fc en funcidn del tiempo.
La Figura 16B es una tabla que muestra los numeros de
porcentaje de mondmero para cada una de las variantes de
TACI-Fc seleccionadas en el momento cero (T0) y después
de 1, 2 y 3 semanas de incubacién a 37 °C.

La Figura 17A muestra el disefio de estudio in
vivo de un experimento para evaluar la capacidad de TPP-
6269 para reducir los niveles de IgG, IgM y células B
maduras después del tratamiento in vivo de ratones con
hemocianina de lapa ojo de cerradura (KLH, por sus siglas
en 1inglés). La Figura 17B muestra numeros absolutos de

células B220+ y células T CD4+ en esplenocitos de ratdn

16



10

15

20

25

después de la coadministracidén de TPP-6269 vy KLH en
comparacién con la administracién de un control de KLH
(“KLH + PBS”) o) ninguna administracidén (“control
saludable”), segun lo determinado por citometria de flujo.
La Figura 17C muestra los niveles séricos resultantes de
anticuerpos IgM e IgG anti-KLH después de las
administraciones. La Figura 17D muestra los niveles
séricos resultantes de anticuerpos IgM e IgG después de
las administraciones.

La Figura 18A muestra el disefio de un experimento
para evaluar la eliminacién de anticuerpos (biotina-hIgG)
IgG humana después de la administraciédn de TPP-6269 en un
ratén transgénico Tg32 muFcRn-/- huFcRn in vivo. La Figura
18B muestra el porcentaje de reduccidédn del total de
anticuerpos IgG humanos en funcidn del tiempo a
dosificaciones de 20 mg/kg y 60 mg/kg de TPP-6269 en
comparacién con la administracién solo de PBS.

La Figura 19A muestra el disefio de un experimento
para evaluar la farmacocinética de TPP-6269 durante un
periodo de 21 dias.

La Figura 19B es un grafico gque muestra los
resultados de este analisis.

La Figura 20A muestra el disefio de un experimento
para evaluar la farmacocinética y farmacodinamica de TPP-

6269 durante un periodo de 10 dias.

17



La Figura 20B es un gradfico gque muestra los
resultados del andlisis farmacocinético.
La Figura 20C es un grafico que muestra los

resultados del andlisis farmacodindmico.
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DESCRIPCION DETALLADA

Definiciones

Como se usa en la presente, la palabra “uno/a” o
“pluralidad” antes de un sustantivo representa uno o mas de

(13

los sustantivos particulares. Por ejemplo, la frase “una
célula de mamifero” representa “una o mas células de
mamifero”.

Las formas singulares “un”, “una” y “el/la”
incluyen la referencia plural a menos que el contexto
dicte claramente de cualquier otra manera.

El término “aproximadamente”, particularmente

en referencia a una cantidad o numero dado, pretende

abarcar desviaciones dentro de mads o menos diez por

o

ciento (+* 10 %), cinco por ciento (p. ej., * 5 %), dos
por ciento (+ 2 %), uno por ciento (x 1 %) o medio por
ciento (£ 0,5 %).

Los términos “porcidn”, “porcidén de” y “porcidn
de este(os)/esta(s)” se refieren a una parte o la
totalidad del componente temdtico. Por lo tanto, puede
referirse a la totalidad de un componente o parte del
componente.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se usan

indistintamente en la presente y se refieren a una cadena

molecular de dos o méds aminodcidos ligados a través de
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enlaces peptidicos. Los términos no se refieren a una
longitud especifica del producto. Por lo tanto, “péptidos”
y “oligopéptidos™, se incluyen dentro de la definicidén de
polipéptido. Los términos incluyen modificaciones
postranslacionales del polipéptido, por ejemplo,
glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y lo
similar. Los términos también incluyen moléculas en las
que se incluyen uno o mas anadlogos de aminoacidos, o
aminoadcidos no candénicos o no naturales a medida que
pueden sintetizarse o expresarse recombinantemente usando
técnicas de ingenieria de proteinas conocidas. Ademés,
las proteinas pueden derivatizarse como se describe en la
presente mediante técnicas de quimica organica Dbien
conocidas.

Como se usa en la presente, los términos
“dominio” y “dominio funcional” se usan con referencia a un
polipéptido funcional o dominio de &cido nucleico, que
tipicamente contienen o codifican una secuencia de
aminoadcidos de tres o més, generalmente 5 o 7 o mas
aminodcidos, tales como 10 a 200 residuos de aminoacidos
que es estructural y/o funcionalmente distinta de otras
porciones de la molécula y es identificable. Por ejemplo,
los dominios incluyen aquellas porciones de una cadena
polipeptidica que pueden formar una estructura
independientemente plegada dentro de una proteina compuesta

por uno o mas motivos estructurales y/o que se reconoce en
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virtud de una actividad funcional, tal como actividad de
unién. Una proteina, tal como las proteinas de fusidn
descritas en la presente, puede incluir uno o mas dominios
distintos. Un dominio puede identificarse, definirse o
distinguirse por homologia de 1la secuencia o estructura
primaria con miembros de la familia relacionados, tal como
homologia con motivos. En otro ejemplo, un dominio puede
distinguirse por su funcidn, tal como la capacidad de
interactuar con una biomolécula, tal como un socio de uniédn
afin. Un dominio puede exhibir independientemente una
funcidén o actividad bioldgica de tal manera que el dominio
independientemente o fusionado a otra molécula pueda
realizar una actividad, tal como, por ejemplo, la unidén. En
algunos casos, los aminoacidos N- y/o C-terminales
adyacentes de un dominio dado de estos (p. ej., dominio
rico en cisteina (CRD, por sus siglas en inglés)), pueden
ligarse directamente mediante un enlace peptidico simple o
un enlazador polipeptidico que contiene uno o mas residuos
de aminoacidos. Generalmente, las dos porciones y un
enlazador polipeptidico estardn en marco de lectura entre
si. Alternativamente, las dos porciones pueden ligarse
covalentemente usando uno o més reticuladores conocidos en
la técnica.

Como se usa en la presente, el término
“proteina TACI” (activador transmembrana o interactor de

ligando de ciclofilina modulador de calcio) se refiere a
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una proteina transmembrana de la superfamilia de
receptores TNF (codificada por el gen TNFRSF13B), dque
antagoniza o Dbloquea la actividad de 1los receptores
estimuladores de células B, antigeno de maduracidén de
células B (BCMA, por sus siglas en inglés), receptor del
factor de activacién de células B (BAFF-R, por sus siglas
en inglés)al unirse a sus ligandos APRIL (un ligando
inductor de proliferacidén codificado por el gen TNFSFI1) y
BAFF (factor activador de células B, codificado por el
gen TNFSFI13B) .

Los términos “dominio extracelular (ECD) de
TACI” y “porcién de ECD de TACI ” se refieren a una
porcidén de la proteina que contiene sitios de unidén para
APRIL y BAFF vy estdn compuestas por regiones de
repeticiébn de TNFR ricas en cisteina que contienen 1los
dominios TACI DR1/DR2.

Los términos “regidn de Fc”, “dominio de Fc” e “Fc
de inmunoglobulina (Ig)” se refieren a la regidén C-terminal
de la cadena pesada de un anticuerpo, que incluye los
dominios de regidén constante de cadena pesada de Ig CH2 vy
CH3 y puede incluir todo o parte del dominio de bisagra de
Ig. El dominio de Fc tipicamente codifica wvarias funciones
efectoras que pueden modificarse o eliminarse. El dominio
de Fc puede formar un mondbmero o dimero de dos cadenas

polipeptidicas unidas a través de residuos de cisteina de
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regiodn de bisagra que forman enlaces disulfuro
interpolipeptidicos.

Los términos “mutante” y “variante” se refieren a
una proteina obtenida después de la modificacién de una
proteina parental en un proceso de modificacidn de
proteinas. Especificamente, un mutante o variante es una
proteina que se deriva de una proteina parental mediante
una o mas sustitucidn(es) de aminoacidos, delecidn(es) de
aminodcidos vy/o adicién(es) de aminocadcidos en relacidn
con la proteina parental, dgque puede afiadir, retener,
eliminar o potenciar algunas o todas las funciones de la
madre.

Como se wusa en la presente, los términos
“mutante TACI” v “variante de TACI” se usan
indistintamente con referencia a una porcidén de dominio
extracelular (ECD) de TACI que difiere de la secuencia de
ECD de TACI parental debido a al menos una modificacidn
de aminodcidos. La modificacidén de aminodcidos puede ser
una mutacién de sustitucidn, deleciones de aminoéacidos
y/o adicidén de aminodcidos. Un mutante TACI se une a
APRIL y/o BAFF y puede exhibir una unidén mejorada a sus
ligandos a pH bajo (p. ej., pH 6,0) en comparacidén con,
p. €j., un ECD de TACI silvestre o wuna proteina de
referencia TACI de la que se deriva el mutante TACI. Ver

p. ej., las Tablas 1, 2.
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Como se usa en la presente, los términos “mutante

de Fc”, “variante de Fc” y “variante de Fc de Ig” se usan
indistintamente con referencia a una secuencia de Fc que
difiere de la secuencia de Fc parental debido a al menos
una modificacién de aminocdcidos. La variante de Fc puede
comprender solo la regidén Fc o puede estar presente en el
contexto de un anticuerpo, fusidén Fc, Fc aislado, regidén Fc
u otro polipéptido que esté sustancialmente codificado por
Fc. La variante de Fc puede referirse al polipéptido Fc por
si mismo, una composicidén que comprende un polipéptido de
variante Fc, o una secuencia de aminoacidos que la
codifica.

Los términos “variante de TACI-Fc¢” y “proteina
de fusidén TACI-Fc” se usan indistintamente con referencia
a una proteina hibrida que combina la especificidad de
unidén de un dominio de unidén a TACI gque contiene una
porcidén de dominio extracelular (ECD) de TACI compuesta
por porciones de dominio TACI DR2 o TACI DR1/DR2
fusionadas a o gquimicamente conjugadas con un dominio Fc
de inmunoglobulina (Ig) mutante que exhibe funciones
efectoras reducidas debido a la inclusidén de una o méas
mutaciones en las mismas. E1 ECD de TACI incluye
secuencias de aminodcidos contiguas o© no contiguas que
proporcionan uno o mas sitios de unidén para APRIL y BAFF.

Las porciones de unidén APRIL y BAFF se derivan del ECD de
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TACI sin las secuencias transmembrana o citoplasmaticas
del receptor TACI.

Los términos “regidn Fc”, “dominio Fc” e “Fc de
Ig” se refieren a la regidén C-terminal de la cadena pesada
de un anticuerpo, que incluye los dominios de regidn
constante de cadena pesada de Ig CH2 vy CH3 vy puede
incluir todo o parte del dominio de bisagra de Ig. E1
dominio de Fc tipicamente codifica wvarias <funciones
efectoras que pueden modificarse o eliminarse. El dominio
Fc puede formar un mondémero o dimero de dos cadenas
polipeptidicas unidas por uno o mas enlaces disulfuro. Un
dominio Fc de la presente descripcidén es una forma
variante o mutante de un dominio Fc silvestre que exhibe
funciones efectoras reducidas (p. ej., reducidas a mas de
aproximadamente 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %,
2 veces, 5 veces o mas).

Como se usan en la presente, las referencias a
sustituciones de aminoadcidos en la regidén Fc usan el
sistema de numeracién de la UE a menos que se describan
con referencia a una sec. con num. de ident. especifica.
La numeracién de la UE es conocida y estd de acuerdo con
el Cuadro Cientifico IMGT actualizado més recientemente
(IMGT®, el sistema internacional de informacién
ImMunoGeneTics™,
http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu IGHG

nber.html (creada: 17 de mayo de 2001, ultima
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actualizacidén: 10 de enero de 2013) y el indice de la UE
como se informé en Kabat, E. A. et al. Sequences of

a

Proteins of Immunological interest. 5.2 ed. US Department
of Health and Human Services, NIH publication No. 91-3242
(1991).

El término “enlazador polipeptidico” se refiere a
un polipéptido definido por una secuencia de aminoacidos
que funciona para conectar el dominio TACI en el marco del
dominio Fc de Ig, lo que resulta en una proteina de fusidn
TACI-Fc.

Como se usa en la presente, el término “Fc de Ig
hibrida” significa una regidén Fc mutante que comprende
porciones de al menos dos subclases de IgGl.

Un “conjugado” se refiere a cualquier molécula
hibrida, que incluye dominios proteicos y/u otras
moléculas que contienen tanto porciones de aminoacidos o
proteinas como porciones sin proteinas. Los conjugados
pueden sintetizarse mediante wuna variedad de técnicas
conocidas en la técnica que incluyen, p. ej., técnicas de
ADN recombinante, sintesis en fase sélida, sintesis en
fase de solucidén, técnicas sintéticas quimicas orgénicas
o una combinacién de estas técnicas. La eleccidén de
sintesis dependerd de la molécula que va a generarse. Por

ejemplo, una molécula hibrida gque no es completamente

“proteina” en naturaleza puede sintetizarse mediante una
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combinacién de técnicas recombinantes y técnicas en fase
de soluciédn.

Los términos  “unir”, “unido” o variaciones
gramaticales de estos se wusan con referencia a la
participacidén de una molécula en cualquier interaccidn
atractiva con otra molécula, lo gque resulta en una
asociacidén estable en la que las dos moléculas estédn en
estrecha proximidad entre si. La unidén incluye, pero no
se limita a, enlaces no covalentes, enlaces covalentes
(tales como enlaces covalentes reversibles e
irreversibles), e 1incluye interacciones entre moléculas
tales como, pero no se limitan a, proteinas, 4acidos
nucleicos, carbohidratos, lipidos y moléculas pequeiias,
tales como compuestos quimicos que incluyen farmacos.

Con respecto a la unibén de las proteinas de
fusién TACI-Fc de la presente descripcién, los términos
“unir”, “unido” o variaciones gramaticales se usan con
referencia a la proteina de fusidén TACI-Fc o dominio de
esta que se une especificamente in vitro y/o 1in vivo a
cada uno de APRIL, BAFF, y el receptor Fc neonatal (FcRn)
pero no a otros ligandos o antigenos. Tipicamente, el
dominio o proteina de fusidn TACI-Fc se une
especificamente a cada uno de APRIL, BAFF y FcRn con una
constante de disociaciédén de equilibrio (Kp) de
aproximadamente menos de 10’ M, tal como aproximadamente

menos de 1078 M, 107° M, 10710 M, 1071 M, 10°%2 M, o menos,
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pero no a otra molécula con afinidad similar cuando se
determina por, p. ej., tecnologia de resonancia de
plasmén de superficie (SPR) en un instrumento de plasmdn
de superficie BIACORE® 2000 usando la proteina de fusidn
TACI-Fc como el analito y APRIL, BAFF o FcRn como el
ligando. Por consiguiente, a menos gque se 1indique de
cualquier otra manera, una proteina de fusidén TACI-Fc se
une a APRIL, BAFF o FcRn soluble o unido a las células
con una K, de 1077 M o menor, tal como aproximadamente
menor gue 1078 M, 1077 M, 10710 M, o inferior.

El término “actividad de unidén” se refiere a las
caracteristicas de una molécula, p. ej., un polipéptido o
dominio polipeptidico que se relaciona con si se une o cdémo
se une a uno o mas socios de unidédn. Una actividad de unidn
puede incluir cualgquier medida de unidén de una molécula
para un socio de unién. Las actividades de unién incluyen
la capacidad de wunir el (los) socio(s) de wunidén, la
afinidad con la que se une al socio de unidén (p. ej., alta
afinidad), la avidez con la que se une al socio de unidn,
la fuerza del enlace con el socio de wunién vy/o la
especificidad o selectividad para la unidén con el socio de
unién.

El término “afinidad de unidén” se refiere a la
afinidad de unidén especifica de una proteina para su socio
de unidén (es decir, su contra-estructura) bajo condiciones

de unidén especificas. La afinidad de unién se refiere a la
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fuerza de la interaccidén entre dos o mas moléculas, tales
como socios de unidén, tipicamente la fuerza de las
interacciones no covalentes entre dos socios de unidén. Un
aumento o atenuacidén en la afinidad de unidén de un dominio
modificado por afinidad, o una proteina de fusidén TACI-Fc
que contiene un dominio modificado por afinidad, a un socio
de unidén se determina en relacidén con la afinidad de unidn
del dominio no modificado (p. ej., el dominio TACI o Fc de
Ig nativo o silvestre). Los métodos para determinar la
afinidad de unidén, o afinidad de wunién relativa, son
conocidos en la técnica, que incluye mediciones de Biacore
o citometria de flujo, inmunoensayos de ELISA en fase
sélida, octeto ForteBio, etc. En algunas modalidades, la
afinidad de unidén puede medirse por citometria de flujo,
tal como basandose en una intensidad de fluorescencia media
(MFI, por sus siglas en inglés) en un ensayo de unién de
flujo.

El término “kasec” © “k,”°, como se usa en la
presente, pretende referirse a la tasa de asociacidén de
una 1interaccidén proteina-proteina particular, p. ej.,
proteina de fusién TACI-Fc o dominio de esta a un
ligando, tal como APRIL, BAFF o FcRn, mientras que el
término “kgis” o “ky’, como se usa en la presente, pretende
referirse a la tasa de disociacidén de una interaccidn
proteina-proteina particular. E1 término “Kp”’, como se usa

en la presente, pretende referirse a la constante de
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disociacidén, que se obtiene de la relacidén de kg a k, (es
decir, Xkgq/ka) y se expresa como una concentracién molar
(M) . Los valores de Kp pueden determinarse usando métodos
bien establecidos en la técnica. Los métodos para
determinar la Kp de la proteina de fusidén TACI-Fc incluyen
la resonancia de plasmén de superficie, preferentemente
usando un sistema biosensor tal como un sistema Biacore,
interferometria de biocapas, citometria de flujo vy
anadlisis de Scatchard.

Tales determinaciones se miden tipicamente, por
ejemplo, a 25 °C o 37 °C. Por ejemplo, la cinética de
proteina de fusién que se une a APRIL, BAFF o FcRn puede
determinarse a un pH 8,0, 7,4, 7,0, 6,5 vy 6,0 a través de
la resonancia de plasmén de superficie (“SPR”) en un
instrumento BIAcore 3000 wusando un método de captura
adecuado para inmovilizar la proteina de fusidén o ligando
que se une a la misma.

E1l término “resonancia de plasmédn de
superficie”, como se usa en la presente, se refiere a un
fenbébmeno o6ptico que permite el andlisis de interacciones
biocespecificas en tiempo real mediante la deteccidn de
alteraciones en las concentraciones de proteinas dentro
de una matriz Dbiosensor, por ejemplo usando el sistema
BIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia vy
Piscataway, N.J.). Para descripciones adicionales, ver

Jonsson, U., et al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51:19-26;
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Jonsson, U., et al. (1991) Biotechniques 11:620-627;
Johnsson, B., et al. (1995) J. Mol. Recognit. 8:125-131;
y Johnsson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198:268-277.

El término, “correspondiente a” con referencia a
posiciones de una proteina o polinucledtido, por lo que
las posiciones de aminoadcidos o nucledétidos en una
secuencia de referencia “corresponden a” posiciones de
nucledétidos o aminodcidos en una secuencia descrita, tal
como se establecid en el Listado de secuencias, de tal
manera que las posiciones de aminodcidos o nucledbdtidos
correspondientes se identifican tras la alineacidn
estructural de dos o méds secuencias usando un algoritmo
de alineacidén estéandar, tal como el algoritmo GAP. Al
alinear las secuencias, un experto en la técnica puede
identificar residuos correspondientes, por ejemplo,
usando residuos de aminoadcidos conservados e idénticos
como guias.

El término “identidad de secuencia” como se usa
en la presente se refiere a la identidad de secuencia
entre genes o proteinas a nivel de nucledtidos o
aminodcidos, respectivamente. La “identidad de secuencia”
es una medida de identidad entre proteinas a nivel de
aminoacidos y una medida de identidad entre &cidos
nucleicos a nivel de nucledtidos. La identidad de
secuencia de proteinas puede determinarse al comparar la

secuencia de aminodcidos en cada posicidén cuando las
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secuencias estédn alineadas. Similarmente, la identidad de
secuencia de 4cidos nucleicos puede determinarse al
comparar la secuencia de nuclebdtidos en cada posicidn
cuando las secuencias estan alineadas. Los métodos para
la alineacidén de secuencias para comparacidén son Dbien
conocidos en la técnica, tales métodos incluyen el
software GAP, BESTFIT, BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTAR), FASTA y TFASTA.

El término “vector de expresidén” se refiere a
una molécula de &acido nucleico gque contiene secuencias de
acido nucleico necesarias para la expresién en
procariotas, que incluye, P. ej., un promotor,
opcionalmente una secuencia operadora, un sitio de unidn
al ribosoma y posiblemente otras secuencias, o la
expresién en células eucariotas, que incluye, p. ej.,
promotores, potenciadores, sefiales de terminacidén vy
poliadenilacién, y lo similar. Una secuencia de péptidos
de seflal secretora también puede codificarse,
opcionalmente, mediante el vector de expresién
recombinante, ligarse operativamente a la secuencia
codificadora de manera que la proteina expresada pueda
secretarse mediante la célula huésped recombinante, tal
como para su expresidn como una proteina secretada o para
un aislamiento o purificacidén més facil de la proteina de
fusién TACI-Fc de la célula, si se desea. El1 término

incluye el vector como una estructura de &cido nucleico
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autorreplicante asi como el vector incorporado en el
genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.
Los vectores de expresidn incluyen secuencias
reguladoras, p. ej., secuencias de control de expresidn,
suficientes para dirigir la transcripcidén directa de un
dcido nucleico 1ligado operativamente bajo al menos
algunas condiciones; otros elementos requeridos o utiles
para la expresidén pueden suministrarse mediante, p. e3j.,
la célula huésped o mediante un sistema de expresidédn 1in
vitro. Tales secuencias reguladoras incluyen tipicamente
un promotor y pueden incluir secuencias potenciadoras o
secuencias activadoras <corriente arriba. En algunas
modalidades, un vector puede 1incluir secuencias que
codifican una regidén no traducida 5' y/o una regidn no
traducida 3', que puede comprender una sefial de escisidn
y/o poliadenilacién. En general, los elementos
reguladores pueden estar contenidos en un vector antes de
la insercidén de un 4&cido nucleico cuya expresidn es
deseada o puede estar contenida en un &cido nucleico
insertado o pueden insertarse en un vector después de la
insercién de un &cido nucleico cuya expresidén se desea.
Los vectores de expresidédn incluyen vectores no virales,
tales como vectores pléasmidos, y vectores virales, tales
como vectores de virus adenoasociados (AAV), vectores de

lentivirus, y lo similar.
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Como se usa en la presente, el término
“enfermedad” se usa con referencia a cualquier enfermedad,
trastorno o afeccidén que directa o indirectamente cause o
contribuya a wun estado distinto de la homeostasis
fisioldgica que existente en ausencia de tal enfermedad,
trastorno o afecciédn.

Tal como se usa en la presente, el término
“tratar” incluye tratamientos profilacticos y/o
terapéuticos de una o mas enfermedades. El término
tratamiento “profildctico o terapéutico” se reconoce en la
técnica e incluye la administracién al huésped de una o
mas de las composiciones de proteina de fusién TACI- Fc
descritas en la presente. Si se administra antes de la
manifestacidén clinica de una enfermedad, el tratamiento es
profilactico, (es decir, protege al huésped contra el
desarrollo de la enfermedad o reduce las manifestaciones
clinicas gque resultarian de cualquier otra manera en
ausencia de tratamiento), mientras que si se administra
después de la manifestaciédn de la enfermedad, el
tratamiento es  terapéutico, (es decir, se pretende
disminuir, mejorar, o estabilizar la enfermedad existente
o los efectos secundarios de esta). Preferentemente, se
pretende que la gravedad de la condicidén del sujeto se
reduzca o al menos se mejore o se modifique parcialmente y
que se logre algun alivio, mitigaciédn, reversién o

disminucién en al menos un sintoma clinico (p. ej.,
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sujetos en comparacidén con sujetos normales).

El término “composicién farmacéutica” se refiere
a preparaciones que se encuentran en forma tal que
permitan que la actividad bioldégica de los ingredientes
activos sea inequivocamente efectiva, y que no contenga
componentes adicionales que sean significativamente
tbéxicos para sujetos a quienes se les administraria la
composicién.

Como se usa en la presente, el término “sujeto”
incluye tanto sujetos humanos como sujetos no humanos (p.
ej., animales veterinarios o animales salvajes) .
Preferentemente, los “sujetos” incluyen pacientes humanos.

El término “cantidad efectiva” o “una cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantidad de una
proteina de fusidén TACI-Fc, sola o en combinacién con uno o
mas agentes terapéuticos, que proporciona un resultado
bioldbégico, terapéutico vy/o profildctico deseado. Ese
resultado puede ser la reduccidén, mejora, paliacidn,
disminucidén, retraso y/o alivio de uno o mas de los signos,
sintomas o causas de una enfermedad en un sujeto, o©
cualquier otra alteracién deseada de un sistema bioldgico.
Una cantidad efectiva se puede administrar en una o mas

administraciones.
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Como se usa en la presente, “tratamiento

efectivo” se refiere al tratamiento que produce un efecto
beneficioso, p. ej., el alivio de al menos un sintoma de
una enfermedad en un sujeto. Un efecto beneficioso puede
ser una mejora con respecto al valor inicial, es decir,
una mejora respecto de una medicién u observaciodn
realizada antes del inicio de la terapia de acuerdo con
el método.

El término “vida media bioldgica”, como se usa en
la presente, se refiere a la cantidad de tiempo que tarda
la proteina de fusién TACI-Fc en perder la mitad de su
actividad o concentracidén farmacoldgica o fisioldgica. La
vida media bioldégica puede verse afectada por la
eliminacién, excrecidn, degradacidn (p. ej.,
degradacién/digestidén enzimatica) de la proteina de fusidn,
o absorcidén y concentracidédn en ciertos oérganos o tejidos
del cuerpo. En algunas modalidades, la vida media bioldégica
puede evaluarse al determinar el tiempo que tarda la
concentracién plasmética sanguinea de la sustancia en
alcanzar la mitad de su nivel de estado estable (“vida

media plasmatica”).

I. Proteinas de fusidén TACI-Fc

En la presente se proporcionan proteinas de

fusidén TACI-Fc que se unen a e inhiben la actividad de 1los

36



10

15

20

25

ligandos BAFF, APRIL para neutralizar su actividad vy
bloquear o antagonizar 1la actividad de 1los receptores
estimuladores de células B, TACI, BCMA vy BAFF-R. Las
proteinas de fusidén TACI-Fc incluyen ademds un dominio Fc
mutante que contiene mutaciones para blogquear una o© mas
funciones efectoras, tales como citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) y citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en 1inglés), vy/o
inhibir wuna o més actividades, que incluyen una o mas
actividades, que incluyen 1la actividad de FcRn. Como se
describe ademéds mas abajo, las proteinas de fusidédn TACI-Fc
pueden usarse para el tratamiento de wuna variedad de
enfermedades asociadas con una respuesta inmunitaria
desregulada asociada con sintomas inflamatorios o)
autoinmunitarios que acompafian a una amplia gama de
enfermedades y trastornos inflamatorios y autoinmunitarios.

Las proteinas de fusién TACI-Fc de la presente
descripcidén incluyen una porcidén de dominio extracelular
(ECD) de TACI y un dominio Fc de Ig mutante.

En algunas modalidades, la porcidén de ECD de TACI
incluye un dominio DR2Z de TACI. En algunas modalidades, la
porcién de ECD de TACI incluye una porcidédn de ECD contigua
que abarca al menos una porcidén de la regidén CRDI1/CRD2. En
algunas modalidades, la porcidén de ECD de TACI incluye una
secuencia de aminodcidos establecida en las sec. con nums.

de ident.: 1 o 2.
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En algunas modalidades, la porcién de ECD de TACI

incluye una o mas mutaciones, tales como las identificadas

en las Tablas 1-3, donde los aminodcidos estédn numerados e

identificados de acuerdo con la secuencia de aminodcidos

establecida en la sec. con num. de ident.: 40.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen F78H
y L83H.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen F78H
y D8OH.

En

D8OH, y L82H.

En
y L83H.

En

D8OH, y L83H.

EFn

DSOH, y L82H.

En

En
y L82H.

En
y L83H.

En
e I87H.

En

L82H, y L83H.

otra modalidad, las mutaciones incluyen F78H,

otra modalidad, las mutaciones incluyen Y79H

otra modalidad, las mutaciones incluyen Y79H,

otra modalidad, las mutaciones incluyen Y79H,

una modalidad, las mutaciones incluyen D8OH.

otra modalidad, las mutaciones incluyen D80OH

otra modalidad, las mutaciones incluyen D8OH

otra modalidad, las mutaciones incluyen D80H

otra modalidad, las mutaciones incluyen D80H,
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En otra modalidad, las mutaciones incluyen D80H,
L83H, e I87H.
En una modalidad, las mutaciones incluyen L82H.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen L82H

e I87H.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen L82H
e I92H.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen L82H
y Q95H.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen L83H.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen L83H
e I87H.

En otra modalidad, las mutaciones incluyen I87H
e I92H.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
TACI-Fc incluye un dominio Fc de Ig mutante. El dominio Fc
mutante puede contener una variedad de mutaciones que
sirven para reducir 1las funciones efectoras de Fc, due
incluye la regulacidén descendente de las funciones
inflamatorias, tales como citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) vy unién a Clg; regular de manera
descendente la activacién de células B y la expresidédn del
receptor de células B; mejorar la unidén al receptor Fc

neonatal (FcRn); aumentar la estabilidad de la proteina y/o
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renderizar el dominio Fc mutante inerte para una o mas de
estas funciones.

La secuencia de unidén al FcRn en la regidn Fc
juega un papel importante en la regulacidn de los niveles
séricos de IgG. El1 FcRn regula las concentraciones
séricas de IgG al unirse a y proteger la IgG monomérica
endocitosada de la degradacidén en el compartimento
lisosomal y transportar la IgG a la superficie celular
para su liberacién a un pH extracelular neutro. A través
de este mecanismo, el FcRn es responsable de la larga
vida media sérica de la IgG ya que la IgG que no esta
limitada por el FcRn entra en la via lisosomal y se
degrada.

La administracidén de altas dosis de las IgG en
pacientes con enfermedad autoinmunitaria tiene un efecto
paliativo que puede explicarse al menos parcialmente
mediante la saturacidén de la proteccidédn mediada por FcRN
de la IgG, lo que acorta la vida media de la IgG patdgena
(Jin & Balthasar, 2005, Hum. Immunol. 66:403-410; Akilesh
et al., 2004, J. Clin. Invest. 113:1328-1333; Li et al.,
2005, J. Clin. Invest. 115:3440-3450). Por consiguiente,
el bloqueo especifico de las interacciones FcRN-IgG puede
usarse para promover la degradacidén de anticuerpos IgG
patdgenos, por ejemplo, para tratar enfermedades
autoinmunitarias mediadas por IgG. Por ejemplo, en una

modalidad, las proteinas de fusién TACI-Fc de la presente
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descripcidén se usan en un método para mejorar la
eliminacién de inmunoglobulinas IgG en un paciente con
una enfermedad, trastorno o afeccidén inflamatoria o
autoinmunitaria.

Las proteinas de fusién TACI-Fc de la presente
descripcidén incluyen un dominio Fc de Ig que comprende una
o0 mas mutaciones que mejoran la unidén del dominio Fc
mutante al FcRn de manera que la proteina de fusidén TACI-Fc
supera a las IgG en la unidén al FcRn, lo que reduce de esta
manera los niveles de IgG. El1 dominio Fc mutante puede
incluir ademds una o mas mutaciones que confieren
actividades funcionales mejoradas, funciones
antiinflamatorias o propiedades farmacocinéticas asociadas
con la proteina de fusién TACI-Fc de la presente
descripcidn. Las actividades funcionales mejoradas o
funciones antiinflamatorias se relacionan con mejoras
asociadas con la unién de Clg vy la citotoxicidad
dependiente del complemento; unién al receptor Fc;
citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC); fagocitosis; regulacién descendente de
los receptores de superficie celular (p. ej., receptor de
células B); activacién de células B; y/o mayor estabilidad
de proteinas.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
TACI-Fc incluye un dominio Fc de Ig que comprende una

mutacidén N434H.
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En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye un dominio Fc de Ig gque comprende una mutacién
Y436L.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-
Fc incluye un dominio Fc de Ig que comprende mutaciones
L234F y L235E.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye un dominio Fc de Ig que comprende mutaciones M252Y,
S254T y T256E.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye un dominio Fc de Ig que comprende mutaciones
L234F/L235E/N434H.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye un dominio Fc de Ig que comprende mutaciones M252Y,
5254T, T256E, N434H.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye un dominio Fc de Ig gque comprende mutaciones L234F,
L235E, M252Y, S254T y T256E.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye un dominio Fc de Ig que comprende mutaciones L234F,
L235E, M252Y, S254T, T256E y N434H.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-Fc
incluye un dominio Fc de Ig que comprende mutaciones T307A,
E380A y N434A.

Adicionalmente, se describen mutaciones o}

combinaciones de mutaciones utiles para su incorporacidn
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en las proteinas de fusidén TACI-Fc de la presente en US
2015/0017164, US 2020/0095310 y US 2021/0388054, cuyas
descripciones se expresan incorporadas como referencia en
la presente.

En algunas modalidades, el dominio Fc de Ig
mutante comprende una secuencia de aminodcidos al menos
96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia de
aminodcidos establecida en las sec. con nums. de ident.:
16-24, vy 72. En otras modalidades, el dominio Fc de Ig
mutante comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a
un dominio Fc de Ig mutante establecido en una cualquiera
de las sec. con nums. de ident.: 16-24 y 72. En algunas
modalidades, el dominio Fc de Ig mutante de acuerdo con
una cualquiera de las sec. con nums. de ident.: 16-24, vy
72, 'y que incluye opcionalmente un residuo de 1lisina
terminal unido a este. En una modalidad, el dominio Fc de
Ig mutante comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la sec. con num. de ident.: 19. En otra
modalidad, wuna modalidad, el dominio Fc de Ig mutante
comprende la secuencia de amincdcidos establecida en 1la
sec. con num. de ident.: 72.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
TACI-Fc incluye una porcién de ECD de TACI dque tiene
cualquiera de las mutaciones o combinaciones de mutaciones

descritas anteriormente, y cualgquiera de las mutaciones o
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combinaciones de mutaciones del dominio Fc de Ig descritas
anteriormente.

Preferentemente, el dominio Fc mutante se deriva
de una IgG. Pueden emplearse diversos isotipos de IgG,
que incluyen dominios Fc derivados de IgGl, IgG2, IgG3,
IgG4, 0 una combinacién de estos. En modalidades
preferidas, el dominio Fc comprende un dominio Fc de
IgGl-IgG4 hibrido. En ciertas modalidades, el dominio Fc
de IgGl-IgG4 hibrido se construye a partir de un &cido
nucleico que codifica una regién de cadena C gamma-1 de
IgGl (p. ej., numero de acceso. P01857) y una regidn de
cadena C gamma-4 de IgG4 (p. ej., numero de acceso
P01861) .

La porcidén de ECD de TACI se acopla (p. ej.,
fusionada o conjugada) al dominio Fc de Ig mutante. En
algunas modalidades, la porcidén de ECD de TACI se fusiona
al dominio Fc de Ig mutante mediante un enlazador
polipeptidico. En algunas modalidades, la porcién de ECD
de TACI se conjuga guimicamente con el dominio Fc de Ig
mutante.

En algunas modalidades, el enlazador
polipeptidico comprende una secuencia de aminodcidos con
una longitud de al menos 3, al menos 5, al menos 10, al
menos 15, al menos 20, al menos 30, al menos 40, o al

menos 50 aminocacidos, que incluyen uno o mas aminodcidos
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seleccionados de G (glicina), alanina (A), serina (S),
prolina (P), o una combinacién de estos.

En wuna modalidad, el enlazador polipeptidico
comprende la secuencia de aminoacidos (AGx)n, (GAy) n,
(AxG)n, O (G4A),, donde x=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 y n=1,
2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8.

En otra modalidad, el enlazador polipeptidico
comprende la secuencia de aminoadcidos (SGx)n, (GSy) n,
(SxG)n, O (GxS),, donde x=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 y n=1,
2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8.

En otra modalidad, el enlazador polipeptidico
comprende la secuencia de aminodcidos (EAK),, donde x=2,
3, 4, 5, 6, 7u 8 yn=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8.

En algunas modalidades, la porcidén de ECD de
TACI se fusiona al dominio Fc de Ig mutante mediante un
enlazador polipeptidico gque comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo dque consiste en las
sec. con nums. de ident.: 3-15.

En algunas modalidades, la presente descripcidn
proporciona un enlazador polipeptidico gque comprende una
secuencia de aminocdcidos seleccionada del grupo que
consiste en 4, 5 y 6.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
TACI Fc comprende un enlazador polipeptidico de acuerdo
con una cualquiera de las sec. con nums. de ident.: 3-15,

que se fusiona con una porcién de dominio Fc de Ig de
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acuerdo con una cualquiera de las sec. con nums. de
ident.: 16-24, vy 72, y que contiene opcionalmente una
lisina C-terminal wunida a esta. Por ejemplo, en una
modalidad, la proteina de fusidén TACI Fc comprende una
secuencia de aminocdcidos seleccionada del grupo que
consiste en la sec. con num. de ident.: ©6l. En otra
modalidad, la proteina de fusidén TACI Fc comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
consiste en sec. con num. de ident.: 62. En otra
modalidad, la proteina de fusidén TACI Fc comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
consiste en sec. con num. de ident.: 63. En otra
modalidad, la proteina de fusidén TACI Fc comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en la sec. con num. de ident.: ©64. En otra
modalidad, la proteina de fusidén TACI Fc comprende una
secuencia de aminocdcidos seleccionada del grupo que
consiste en sec. <con num. de ident.: 65. En otra
modalidad, la proteina de fusidén TACI Fc comprende una
secuencia de aminocdcidos seleccionada del grupo dque
consiste en sec. con num. de ident.: 66.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
TACI Fc comprende una porcién de ECD de TACI con o sin
cualguiera de las mutaciones de TACI o combinaciones de
mutaciones de TACI descritas anteriormente, en donde 1la

porcién de ECD de TACI se fusiona con cualgquiera de los
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enlazadores polipeptidicos establecidos en una cualquiera
de las sec. con nums. de ident.: 3-15.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn Fc
de TACI comprende una porcién de ECD de TACI de acuerdo con
la sec. con num. de ident.: 1 o la sec. con num. de ident.:
2, que se fusiona con un enlazador polipeptidico de acuerdo
con una cualquiera de las sec. con nums. de ident.: 3-15.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
TACI-Fc incluye una porcién de ECD de TACI gue comprende
cualquiera de las mutaciones TACI o combinaciones de
mutaciones TACI descritas anteriormente en combinacién con
cualquiera de las mutaciones del dominio Fc de Ig o
combinaciones de mutaciones del dominio Fc de Ig descritas
anteriormente \% con cualquiera de los enlazadores
polipeptidicos descritos anteriormente.

En algunas modalidades, la porcién de ECD de TACI
se conjuga con el dominio Fc. En una modalidad, la porcidén
de ECD de TACI estd reticulada al dominio Fc wusando
cualquiera de una serie de reticuladores quimicos
conocidos. Los reticuladores ilustrativos son aquellos que
enlazan dos residuos de aminodcidos a través de un enlace
que incluye un enlace disulfuro “impedido”. En estos
enlaces, un enlace disulfuro dentro de la wunidad de
reticulacidén estd protegido (al impedir grupos en cada lado
del enlace disulfuro) de la reduccién por la accidn, por

ejemplo, de glutatiédn reducido o la enzima disulfuro
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reductasa. Un reactivo adecuado, 4-succinimidiloxicarbonil-
a-metil-o- (2-piridilditio) tolueno (SMPT) , forma tal un
enlace entre dos proteinas utilizando una lisina terminal
en una de las proteinas y una cisteina terminal en la otra.
También pueden usarse reactivos heterobifuncionales que se
reticulan mediante una porcién de acoplamiento diferente en
cada proteina. Otros reticuladores Tutiles incluyen, sin
limitarse, reactivos que enlazan dos grupos amino (p. e€j.,
N-5-azido-2-nitrobenzoiloxisuccinimida), dos grupos
sulfidrilo (p. ej., 1,4-bis-maleimidobutano), un grupo
amino y un grupo sulfidrilo (p. ej., éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida), un grupo amino y un
grupo carboxilo (p. ej., 4-[p-
azidosalicilamido]butilamina), y un grupo amino y un grupo
guanidinio que estd presente en la cadena lateral de
arginina (p. ej., monohidrato de p-azidofenil glioxal).

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
TACI-Fc se conjuga con polietilenglicol (PEG). El1 PEG puede
unirse a cualguier cadena lateral de aminodcidos o grupo
funcional de aminoacidos terminal, p. ej., un grupo amino,
imino, tiol, hidroxilo o carboxilo libre. Pueden emplearse
métodos de unidén de PEG a anticuerpos conocidos en la
técnica.

En algunas modalidades, la proteina de fusidn
comprende una secuencia de aminoidcidos al menos 96 %,

97

o°

, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
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establecida en una cualquiera de las sec. con nums. de

ident.:

25-38, 46-48, 55, 56, % 67. En algunas

modalidades, la proteina de fusidn comprende una

secuencia de aminocacidos establecida en una cualquiera de

las sec.

es

la

Fc

en

Fc

en

Fc

en

Fc

en

Fc

en

Fc

en

con nums. de ident.: 25-38, 46-48, 55, 56, y 67.

En una modalidad, la proteina de fusién TACI-Fc

TPP-6269, que comprende la secuencia de aminocadcidos en

secC.

es

la

es

la

es

la

es

la

es

la

esS

la

con num. de ident.: 25.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-6270, que comprende la secuencia de aminoé&cidos

secC.

con num. de ident.: 26.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-6267, que comprende la secuencia de aminoéacidos

secC.

con num. de ident.: 27.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5776, que comprende la secuencia de aminoéacidos

secC.

con num. de ident.: 28.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5954, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 29.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5957, que comprende la secuencia de aminoédcidos

secC.

con num. de ident.: 30.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5958, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 31.
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Fc
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Fc

en

Fc

en

Fc

en

Fc

en

Fc
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esS

la

esS

la

es

la

es

la

es

la

es

la

es

la

es

la

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5975, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 32.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5977, que comprende la secuencia de aminoéacidos

secC.

con num. de ident.: 33.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5791, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 34.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5780, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 35.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5779, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 36.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5792, que comprende la secuencia de aminoéacidos

secC.

con num. de ident.: 37.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-

TPP-5298, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 38.

En otra modalidad, la proteina de fusidédn TACI-

TPP-7165, que comprende la secuencia de aminoacidos

secC.

con num. de ident.: 46.
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En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-
Fc es TPP-7166, que comprende la secuencia de aminodcidos
en la sec. con num. de ident.: 47.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-
Fc es TPP-7167, que comprende la secuencia de aminodcidos
en la sec. con num. de ident.: 48.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-
Fc es TPP-6265, que comprende la secuencia de aminoacidos
en la sec. con num. de ident.: 55.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-
Fc es TPP-6458, que comprende la secuencia de aminoacidos
en la sec. con num. de ident.: 56.

En otra modalidad, la proteina de fusidén TACI-
Fc es TPP-6265, que comprende la secuencia de aminoacidos
en la sec. con num. de ident.: 67.

Las proteinas de fusién TACI-Fc de la presente
descripcidén se han diseflado genéticamente para exhibir una
unién aumentada a un ©pH 6,0 vy una unidén baja o
insignificante a un pH 7,4. En una modalidad, una proteina
de fusidén TACI-Fc se caracteriza por una afinidad de unidn
(Kp) para FcRn a un pH 6,0 que es menor que 50 nM, menor
que 20 nM, menor que 12 nM, menor que 6 nM, o menor que 4
nM. La proteina de fusién TACI-Fc puede caracterizarse
ademds por una afinidad de unidén (Kp) para FcRn que es
mayor que 50 veces, mayor que 100 wveces, o mayor que 200

veces a un pH 6,0 en relacién con pH 7,4. Ademés, en la
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medida en que la regidén Fc mutante en la proteina de fusidn
TACI-Fc exhibe una mayor unidén al FcRn en comparacidén con
una regiébn Fc silvestre, los niveles de IgG en la
circulacidédn se reducen.

En ciertas modalidades, las proteinas de fusidn
TACI-Fc de la presente descripcién exhiben aumentos de la
vida media in vivo mayores gque o aproximadamente 1,2
veces, aproximadamente 1,5 veces, aproximadamente 2,0
veces, aproximadamente 3,0 veces, aproximadamente 4,0
veces, aproximadamente 5,0 veces, o aproximadamente 6,0
veces. En algunas modalidades, la vida media bioldgica se
extiende en mds de 6 horas, més de 12 horas, mas de 24
horas, m&s de 48 horas, mds de 72 horas, méds de 96 horas
o0 mds de 1 semana después de la administracidén in vivo en
comparacidn con una proteina de fusidén TACI-Fc
correspondiente que contiene una regiétn Fc parental
silvestre o no mutada. La vida media bioldgica puede
determinarse, por ejemplo, al usar un ensayo de ELISA o
un ensayo de actividad.

En otro aspecto, la presente solicitud
proporciona una proteina de fusidédn que comprende un
enlazador polipeptidico fusionado a un dominio Fc de Ig
hibrido. El1 enlazador polipeptidico puede fusionarse al
extremo N-terminal o C-terminal del dominio Fc de Ig
hibrido. La proteina de fusién puede ligarse (o

fusionarse) ademds a cualquier dominio TACI de acuerdo
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con la presente solicitud. En una modalidad, el enlazador
polipeptidico comprende una secuencia de aminoacidos
establecida en una cualquiera de las sec. con nums. de
ident.: 3-15, y el dominio Fc de Ig hibrido comprende una
secuencia de aminodcidos establecida en una cualguiera de
las sec. con nums. de ident.: 16-24 o 72, y que contiene
opcionalmente una lisina afiadida al extremo C-terminal.
En algunas modalidades, la proteina de fusidén comprende
una secuencia de aminodcidos establecida en cualgquiera de
las sec. con nums. de ident.: 61-66, y que contiene

opcionalmente una lisina afiadida al extremo C-terminal.

II. Acidos nucleicos, vectores de expresién y células

En otro aspecto, la presente descripcidn
proporciona A&acidos nucleicos que codifican las proteinas
de fusién TACI-Fc, vectores de expresidén para expresar
las proteinas de fusidén TACI-Fc, como células huésped,
que incluyen células establemente transformadas que
expresan las proteinas de fusién TACI-Fc. Las lineas
celulares qgque expresan las proteinas de fusidén TACI-Fc
pueden usarse para fabricar las proteinas de fusidén TACI-
Fc wusadas en las composiciones farmacéuticas para el
tratamiento.

En un aspecto, la presente descripcidn
proporciona vectores de expresidén para expresar las

proteinas de fusidén TACI-Fc en células apropiadas bajo
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condiciones adecuadas para expresar la proteina de fusidn
TACI-Fc. Una molécula de 4&cido nucleico o vector de
expresién incluye la molécula de ADN que codifica la
proteina de fusidén TACI-Fc ligada operativamente a
secuencias de control de expresidén apropiadas. Las
secuencias de control de expresidén incluyen promotores,
activadores, potenciadores, operadores, sitios de unidn
ribosdémica, seflales de inicio, sefiales de parada, seflales
de tapa, seflales de poliadenilacidén vy otras sefiales
involucradas con el control de la transcripcién o
traslacién. La eleccidén y el disefio de un vector vy
elemento (s) regulador (es) apropiado(s) estd dentro de la
capacidad y discrecién de un experto en la técnica. Por
ejemplo, un experto en la técnica puede seleccionar un
promotor apropiado (u otras secuencias de control de
expresién) para la expresidn en una especie deseada (p.
ej., una especie de mamifero) o tipo celular.

En algunas modalidades, el vector de expresidn
incluye un promotor capaz de dirigir la expresién en
células de mamifero, tal como un promotor viral adecuado,
p. ej., a partir de un citomegalovirus (CMV), retrovirus,
virus simio (p. ej., SV40), virus del papiloma, virus del
herpes u otro virus que infecta las células de mamiferos, o
un promotor de mamifero de, p. ej., un gen tal como EFla,
ubiquitina (p. ej., ubiquitina B o C), globina, actina,

fosfoglicerato quinasa (PGK, por sus siglas en inglés),
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etc., o un promotor compuesto tal como un promotor CAG
(combinacién del elemento potenciador temprano de CMV vy
promotor de beta-actina de pollo). En algunas modalidades
puede usarse un promotor humano. En algunas modalidades, se
usa un promotor que normalmente dirige la transcripcidén por
una ARN polimerasa II eucariota (un “promotor pol II”) o una
variante funcional de este. En algunas modalidades, se usa
un promotor que normalmente dirige la transcripcidn por una
ARN polimerasa I eucariota, p. ej., un promotor para la
transcripcién de ARN ribosémica (distinto del ARNr 5S3) o
una variante funcional de este. En algunas modalidades,
puede usarse un promotor que normalmente dirige la
transcripcién por una ARN polimerasa III eucariota (un
“promotor pol III”), p. e€j., (un promotor U6, Hl, 7SK o ARNt
O una variante funcional de este).

Los promotores ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a, el promotor temprano inmediato de
citomegalovirus (CMV), un RSV LTR, un MoMLV LTR, un
promotor de fosfoglicerato gquinasa-1 (PGK), un promotor
del virus 40 de simio (SV40) vy un promotor CK6, un
promotor de transtiretina (TTR), un promotor de TK, un
promotor sensible a la tetraciclina (TRE), un promotor
del VHB, un promotor hAAT, un promotor selectivo de
neuronas, tal como el promotor de sinapsina humana, un
promotor especifico del muasculo, tal como el promotor de

creatina gquinasa humana (MCK), un promotor especifico del
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higado, tal como el promotor de fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK, por sus siglas en inglés) humano,
un promotor de rodopsina quinasa, un promotor de opsina,
un promotor U6, un promotor E2F, un promotor de
telomerasa (hTERT), un promotor H1l, un potenciador de
citomegalovirus/promotor de beta-actina de pollo/R-
globina de conejo (CAG), un promotor del factor de
elongacidén l-alfa (EFl-o), un promotor de PR-glucuronidasa
humana, un promotor de p-actina de pollo (CBA), un
promotor LTR retroviral del wvirus del sarcoma de Rous
(RSV, por sus siglas en inglés), un promotor de
dihidrofolato reductasa y un promotor de 13-actina.

En algunas modalidades, el vector de expresidn
incluye wuna proteina de fusidén TACI-Fc optimizada por
codones. Los términos “optimizada  por codones” Y
“optimizacién de codones” se refieren a un proceso para
modificar una secuencia de acido nucleico de acuerdo con
uno o mas de los siguientes: (1) igualar las frecuencias
de codones en un organismo huésped objetivo; (2) promover
una mayor expresioén; (3) asegurar un plegamiento adecuado;
(4) proporcionar un contenido de GC adecuado para aumentar
la estabilidad del ARNm o reducir las estructuras
secundarias; (5) minimizar los codones repetidos en tandem
o las corridas de Dbases que puedan perjudicar la
construccién o expresiédn de genes; (6) personalizar las

regiones de control transcripcional vy traslacional; (7)
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insertar o eliminar secuencias de trafico de proteinas;
(8) eliminar/afadir sitios de modificacidén postraslacidn
en una proteina codificada (p. ej., sitios de
glicosilacién); (9) afladir, eliminar o mezclar dominios
proteicos; (10) insertar o eliminar sitios de restriccidn;
(11) modificar los sitios de wunidén a ribosomas vy 1los
sitios de degradacidén del ARNm; (12) ajustar las tasas de
traslacidén para permitir que los diversos dominios de la
proteina se plieguen adecuadamente; o (13) reducir o
eliminar estructuras secundarias problemdticas dentro del
polinucledtido. Las herramientas, algoritmos y servicios
de optimizacién de codones son conocidos en la técnica;
los ejemplos no limitantes incluyen los servicios de
GeneArt (Life Technologies), DNA2.0 (Menlo Park Calif.)
y/0 métodos patentados.

En una modalidad, el &cido nucleico codifica la
proteina de fusidén establecida en las sec. con nums. de
ident.: 25 o 67.

En otra modalidad, el &cido nucleico comprende
una secuencia de nucledbdtidos establecida en las sec. con
nums. de ident.: 69 o 70.

En ciertas modalidades, se proporciona un &cido
nucleico que codifica la proteina de fusidén TACI-Fc, gue
es un coddédn optimizado para la expresidn en humanos. E1
polinucledétido optimizado para codones puede prepararse

al reemplazar los codones del polinucledétido que codifica
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la proteina de fusidén TACI-Fc con, p. ej., codones que
aparecen con mayor frecuencia en genes humanos altamente
expresados. Los métodos de optimizacidédn de codones son
conocidos en la técnica y pueden usarse como @ se
proporciona en la presente. En algunas modalidades.

En algunas modalidades, una secuencia
polinucleotidica optimizada por codones comparte menos de
95 %, menos de 90 %, menos de 85 %, menos de 80 %, menos de
75 %, menos de 70 %, menos de 65 %, menos de 60 %, menos de
55 % o menos de 50 % de identidad de secuencia con las
secuencias de origen natural o silvestres correspondientes

de las que se deriva la proteina de fusidén TACI-Fc. En

algunas modalidades, una secuencia polinucleotidica

o°

optimizada por codones comparte entre 50 y 95 %, entre

50 % yv 90 %, entre 50 % y 85 %, entre 50 % y 80 %, entre
50 % yv 75 %, entre 50 % y 70 %, entre 50 % y 65 %, entre
50 $ y 60 %, entre 50 % y 55 %, entre 55 % y 95 %, entre
55 % yv 90 %, entre 55 % y 85 %, entre 55 % y 80 %, entre
55 % yv 75 %, entre 55 % y 70 %, entre 55 % y 65 %, entre
55 % yv 60 %, entre 60 % y 95 %, entre 60 % y 90 %, entre
60 % y 85 %, entre 60 % y 80 %, entre 60 % y 75 %, entre
60 $ y 70 %, entre 60 % y 65 %, entre 65 % y 95 %, entre
65 % y 90 %, entre 65 % y 85 %, entre 65 % y 80 %, entre
65 $ y 75 %, entre 65 % y 70 %, entre 70 % y 95 %, entre
70 % y 90 %, entre 70 % y 85 %, entre 70 % y 80 %, entre
70 % y 75 %, entre 75 % y 95 %, entre 75 % y 90 %, entre

58



10

15

20

25

75

o°

y 85 %, entre 75 % y 80 %, entre 80 $ y 95 %, entre

80 % y 90 %, entre 80 % y 85 %, entre 85 % y 95 %, entre
85 % y 90 %, o entre 90 % y 95 % de identidad de secuencia

con las secuencias de origen natural o silvestres
correspondientes de las que se deriva la proteina de fusidn
TACI-Fc.

En algunas modalidades, un péptido sefial
heterbélogo (no nativo) se aflade a o se utiliza en una
expresidén adecuada que codifica la proteina de fusién TACI-
Fc. E1 péptido sefial 1ligado operativamente al &cido
nucleico que codifica una proteina de fusidén TACI-Fc de tal
manera que una proteina de fusién TACI-Fc soluble
resultante se recupera del medio de cultivo, la célula
huésped o el periplasma de célula huésped. En algunas
modalidades, el péptido sefial es un péptido sefial de una
inmunoglobulina (tal como cadena pesada IgG o cadena ligera
IgG-kappa), una citoquina (tal como interleucina-2 (IL-2),
o CD33), una proteina de albumina sérica (p. ej., HSA o
albtmina), una secuencia sefial de preproteina de
azurocidina humana, una luciferasa, un tripsindégeno (p.
ej., quimotripsindégeno o tripsindégeno) u otros péptidos
seflal capaces de expresar y/o secretar eficientemente 1la
proteina de fusidén TACI-Fc.

Los vectores de expresidén pueden estar en forma
de vectores virales o vectores no virales, tales como

plédsmidos. En algunas modalidades, los vectores son
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vectores virales. Los vectores virales para la expresidn
del anticuerpo ©pueden derivarse de, P. ej., los
adenovirus, virus adenoasociados (AAV), retrovirus (que
incluyen lentivirus, tales como VIH-1 y VIH-2), wvirus
vaccinia y otros poxvirus, herpesvirus (p. ej., virus del
herpes simple tipos 1 y 2), poliovirus, Sindbis y otros
virus de ARN, alfavirus, astrovirus, coronavirus,
ortomixovirus, papovavirus, paramixovirus, parvovirus,
picornavirus, togavirus vy otros. Los vectores virales
pueden o no pueden contener suficiente informacidén
genética viral y/o componentes estructurales para la
produccién de virus infeccioso cuando se introducen en
células huésped, es decir, los vectores virales pueden
ser competentes para la replicacidén o defectuosos en la
replicacién. En algunas modalidades, p. ej., cuando
faltan componentes estructurales para la produccidén de
virus infeccioso, los componentes funcionales necesarios
pueden suministrarse en trans mediante una célula huésped
o mediante otro vector introducido en la célula cuando se
desea la produccidén de virus recombinante. En modalidades
preferidas, los wvirus recombinantes defectuosos en la
replicacién defectuosa se administran para el
tratamiento. Un &cido nucleico para suministro puede
incorporarse en un genoma viral de origen natural o

modificado (o una porcidén de este) o puede estar presente
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dentro de una cépside wviral como una molécula de acido
nucleico separada.

En ciertos casos, los vectores virales pueden
disefiarse genéticamente para dirigirse a células
especificas afectadas por wuna enfermedad, trastorno o
afecciones, segun sea apropiado, al usar las
caracteristicas de objetivos inherentes al vector de
virus o disefiados genéticamente en el vector de wvirus.
Las células especificas pueden ser “dirigidas” para el
suministro y la expresidén de polinucledtidos. Por 1o
tanto, la “dirigir”, en este caso, se relaciona con el uso
de agentes de unidén enddgenos o heterdlogos en forma de
cédpsides, proteinas de envoltura, anticuerpos para el
suministro a células especificas, el uso de elementos
reguladores especificos de tejido para restringir la
expresién al (a los) subconjunto(s) especifico(s) de
células, o ambos.

En algunas modalidades, los vectores virales son
vectores AAV. Los vectores AAV proporcionan un sistema de
suministro preferido para la terapia con &cidos nucleicos
de la presente solicitud vya que pueden permitir una
expresién duradera y continua de alelos funcionales y el
silenciamiento de los alelos mutantes correspondientes.
Los vectores AAV pueden incluir o pueden modificarse para
controlar la expresién del primer vy segundo agentes

activos a cuenta de una variedad de elementos reguladores,
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que incluyen diversos elementos promotores y/o
potenciadores para la expresidén especifica constitutiva o
de tipo celular.

En otro aspecto, un método para producir la
proteina de fusidén TACI-Fc incluye las etapas de cultivar
una célula huésped gque comprende un vector de expresién que
codifica TACI-Fc y que recolecta la proteina de fusidn
TACI-Fc de la célula o de un sobrenadante de cultivo de
esta.

Un gran numero de células huésped bien conocidas,
publicamente disponibles puede usarse para preparar los
polipéptidos de las, p. ej., células o lineas celulares
disefiadas genéticamente. La seleccién de una célula o linea
celular depende de un numero de factores reconocidos en la
técnica. Estos incluyen, por ejemplo, compatibilidad con el
vector de expresidén elegido, la toxicidad de los péptidos
codificados por la molécula de ADN, velocidad de
transformacidén, facilidad de recuperacidédn de los péptidos,
caracteristicas de expresidén, bioseguridad y costos.

En algunas modalidades, la célula huésped es una
célula de mamifero. Los ejemplos de células huésped de
mamiferos adecuadas incluyen células renales de mono
verde africano (Vero; ATCC CRL 1587), células renales
embrionarias humanas (293-HEK; ATCC CRL 1573), células
renales de héamster bebé (BHK-21, BHK-570; ATCC CRL 8544,

ATCC CRL 10314), células renales caninas (MDCK; ATCC CCL
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34), células de ovario de héamster chino (CHO-K1; ATCC
CCL6l; CHO DG44), células pituitarias de rata (GHl1l; ATCC
CCL82), células HelLa S3 (ATCC CCL2.2), células de
hepatoma de rata (H-4-II-E; ATCC CRL 1548), células
renales de mono transformadas con SV40 (COS-1; ATCC CRL
1650) y células embrionarias murinas (NIH-3T3; ATCC CRL
(1658) .

En algunas modalidades, las células huésped son
células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas
en inglés) o HEK293. En algunas modalidades, la célula
huésped es una célula en suspensidn, y el polipéptido se
disefia genéticamente o) se produce en suspensidédn
cultivada, tal como en células CHO en suspensidn
cultivada, p. ej., células CHO-S. En algunos ejemplos, la
linea celular es una linea celular CHO que es deficiente
en DHFR (DHFR-), tal como DG44 vy DUXB11l. En algunas
modalidades, la célula es deficiente en glutamina sintasa
(GS), p. ej., células CHO-S, células CHOKl SV y células
CHOZN (R)) GS-/-. En algunas modalidades, las células
CHO, tales como células CHO en suspensidn, pueden ser
células CHO-S-2H2, células CHO-S-clon 14 o células
ExpiCHO-S. En otras modalidades, las células huésped son
células de levadura.

En algunas modalidades, las células huésped son
células ©procariotas, tales como E. coli. La célula

procariota transformada se cultiva bajo condiciones que
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expresan polipéptidos y, después, se purifica para obtener
una proteina soluble. Las células huésped pueden cultivarse
bajo condiciones de fermentacidédn convencionales de manera
que se expresan los polipéptidos deseados. Las proteinas de
fusién TACI-Fc pueden recuperarse y purificarse a partir de
cultivos celulares recombinantes mediante métodos bien
conocidos en la técnica, que incluyen precipitacidén con
sulfato de amonio o etanol, extraccidén acida, cromatografia
de intercambio anidénico o catidénico, cromatografia de
fosfocelulosa, cromatografia de interaccién hidrdédéfoba vy
cromatografia de afinidad. Las etapas de replegamiento de
proteinas pueden usarse, segun se desee, para completar la
configuracién de la proteina madura. Finalmente, puede
emplearse cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC,
por sus siglas en inglés) en las etapas de purificaciédn

finales.

III. Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, una composicidén farmacéutica
comprende la fusién TACI-Fc de acuerdo con la presente
descripcidén y un portador farmacéuticamente aceptable. La
composicién farmacéutica puede contener, por ejemplo, uno
o mas excipientes para modificar, mantener o preservar,
por ejemplo, el pH, la osmolaridad, viscosidad, claridad,
color, isotonicidad, olor, esterilidad, estabilidad,

velocidad de disolucidédn o liberacidn, adsorciédn, o
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penetracidédn de la composicidn. Tales composiciones pueden
incluir reguladores tales como solucidén salina regulada
neutra, solucidén salina regulada fosfato y lo similar;
carbohidratos tales como glucosa, manosa, Ssacarosa o
dextranos, manitol; polipéptidos o aminoédcidos, tales
como glicina; antioxidantes; agentes quelantes, tales
como EDTA o glutatidén; adyuvantes (p. ej., hidrdéxido de
aluminio); conservantes; o combinaciones de estos.

En algunas modalidades, la composicidn
farmacéutica es un sé6lido, tal como un polvo, capsula, o
tableta. Por ejemplo, los componentes de la composicidn
farmacéutica pueden liofilizarse. En algunas modalidades,
la composicién farmacéutica sd6lida se reconstituye o se
disuelve en un liquido antes de la administraciédn.

En algunas modalidades, la composicién
farmacéutica es un liquido, por ejemplo, proteinas de
fusidén TACI-Fc disueltas en una solucidén acuosa (tal como
solucién salina fisioldgica o solucidén de Ringer). En
algunas modalidades, el pH de la composicidén farmacéutica
estd entre aproximadamente 4,0 y aproximadamente 8,5 (tal

como entre aproximadamente 4,0 y aproximadamente 5,0, entre

aproximadamente 4,5 % aproximadamente 5,5, entre
aproximadamente 5,0 y aproximadamente 6,0, entre
aproximadamente 5,5 y aproximadamente 6,5, entre
aproximadamente 6,0 % aproximadamente 7,0, entre
aproximadamente 6,5 % aproximadamente 7,5, entre
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aproximadamente 7,0 y aproximadamente 8,0, o entre
aproximadamente 7,5 y aproximadamente 8,5).

En algunas modalidades, la composicidn
farmacéutica comprende un excipiente farmacéuticamente
aceptable, por ejemplo, un relleno, aglutinante,
recubrimiento, conservante, lubricante, agente
saborizante, agente edulcorante, agente colorante, un
solvente, un agente regulador, un agente quelante, o
estabilizador. Los rellenos farmacéuticamente aceptables
ilustrativos incluyen celulosa, fosfato de calcio
dibédsico, carbonato de calcio, celulosa microcristalina,
sacarosa, lactosa, glucosa, manitol, sorbitol, maltol,
almiddén pregelatinizado, almidén de maiz o almidén de
papa. Los aglutinantes farmacéuticamente aceptables
ilustrativos incluyen polivinilpirrolidona, almiddn,
lactosa, xilitol, sorbitol, maltitol, gelatina, sacarosa,
polietilenglicol, metilcelulosa o) celulosa. Los
recubrimientos farmacéuticamente aceptables ilustrativos
incluyen hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC, por sus siglas
en inglés), laca, proteina de maiz zeina o gelatina. Los
desintegrantes farmacéuticamente aceptables ilustrativos

incluyen la polivinilpirrolidona, la carboximetilcelulosa

o el almiddén glicolato sbédico. Los lubricantes
farmacéuticamente aceptables ilustrativos incluyen
polietilenglicol, estearato de magnesio o) acido

estedrico. Los conservantes farmacéuticamente aceptables
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ilustrativos incluyen metilparabenos, etilparabenos,
propilparabeno, 4acido Dbenzoico o 4acido soérbico. Los
agentes edulcorantes farmacéuticamente aceptables
ilustrativos incluyen sacarosa, sacarina, aspartamo o
sorbitol. Los agentes reguladores farmacéuticamente
aceptables ilustrativos incluyen carbonatos, citratos,
gluconatos, acetatos, fosfatos o tartratos.

En algunas modalidades, la composicidén
farmacéutica comprende ademds un agente para la liberacién
controlada o sostenida del producto, tal como microesferas
inyectables, particulas biocerosionables, compuestos
poliméricos (Acido poliléactico, dcido poliglicélico),
glébulos o liposomas.

Preferentemente, la composicidén farmacéutica es
estéril. La esterilizacidén puede lograrse mediante
filtracidén a través de membranas de filtracidn estériles
o radiacidén. Cuando la composicién se liofiliza, 1la
esterilizacién que usa este método puede llevarse a cabo
ya sea antes o) después de la liofilizacidn y
reconstitucioén. La composicioén para administracién
parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en
solucidn. Ademnmas, las composiciones parenterales
generalmente se colocan en un recipiente qgque tiene un
puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o vial
de solucidén intravenosa que tiene un tapdn perforable por

una aguja de inyeccidén hipodérmica.
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El portador farmacéuticamente aceptable puede ser
un material, una composicidén o) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, el portador puede
ser un relleno liquido o sé6lido, diluyente, excipiente,
solvente o material encapsulante, o alguna combinacidén de
estos. Cada componente del portador debe ser
“farmacéuticamente aceptable” ya que debe ser compatible con
los otros ingredientes de la formulacidén. También debe ser
adecuado para el contacto con cualquier tejido, oérgano, o
porcién del cuerpo que pueda encontrar, lo que significa
que no debe conllevar un riesgo de toxicidad, irritaciédn,
respuesta alérgica, 1nmunogenicidad, o cualgquier otra
complicaciébn que supere excesivamente sus beneficios

terapéuticos.

IV. Articulos de fabricacidédn y kits

Articulos de fabricacidédn gque comprenden las
composiciones farmacéuticas descritas en la presente en
envases adecuados. El envasado adecuado para las
composiciones (tales como composiciones oftdlmicas)
descritas en la presente son conocidos en la técnica, e
incluyen, por ejemplo, viales (tales como viales
sellados), recipientes, ampollas, botellas, frascos,
envases flexibles (p. ej., bolsas selladas de Mylar o
pléstico), y lo similar. Estos articulos de fabricacidn

pueden esterilizarse y/o sellarse adicionalmente.
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Ademas se proporcionan kits que comprenden las
composiciones farmacéuticas (o articulos de fabricacién)
descritos en la presente, que pueden comprender ademas
instruccidén (es) sobre métodos de uso de la composiciédn,
tales como usos descritos en la presente. Los kits
descritos en la presente también pueden incluir otros
materiales deseables a partir de un punto de vista
comercial y de wusuario, que incluyen otros reguladores,
diluyentes, filtros, agujas, Jjeringas e insertos de envase
con 1instrucciones para realizar cualquier método descrito

en la presente.

V. Métodos de tratamiento e indicaciones terapéuticas

En otro aspecto, un método para tratar una
enfermedad en un paciente comprende administrar al paciente
que lo necesita una cantidad efectiva de una composicidn
farmacéutica que comprende la proteina de fusién TACI-Fc de
la presente descripcidén. En ciertas modalidades preferidas,
la enfermedad es una enfermedad o) trastorno
autoinmunitario.

Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
presente descripcidén puede usarse para tratar una
variedad de trastornos inflamatorios o autoinmunitarios,
cdncer, trasplante de O6rganos, infecciones virales vy/o
infecciones bacterianas en un mamifero, particularmente

cuando se desea una respuesta inmunitaria reducida. Por
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lo tanto, en ciertas modalidades la composicidn
farmacéutica puede ser Util en el tratamiento de
trastornos inflamatorios o autoinmunitarios, o trasplante
de o6rganos.

Pueden usarse métodos profilacticos o
terapéuticos para tratar las indicaciones terapéuticas
descritas en la presente. En un contexto terapéutico, el
sujeto mamifero es tipicamente uno con una enfermedad, tal
como una enfermedad o afeccidén del sistema inmunoldgico, vy
la administracién se lleva a cabo para prevenir una
progresidén adicional de la enfermedad o afeccidn. Ademés,
la supresién de una respuesta inmunitaria puede ser
beneficiosa en métodos profildcticos y/o terapéuticos para
inhibir el rechazo de un trasplante de tejido, célula u
6rgano en un donante por un receptor.

Las proteinas de fusidén TACI-Fc pueden usarse
para el tratamiento de wuna o méds enfermedades, que
incluyen enfermedades autoinmunitarias, canceres de
células B, patologias mediadas por anticuerpos (p. e3j.,
ITCP, miastenia gravis vy lo similar), enfermedades
renales, respuesta inmunitaria indirecta de células T,
rechazo de injertos vy enfermedad de injerto versus
huésped. La administracién de las proteinas de fusidn
TACI-Fc puede regular especificamente las respuestas de
las células B durante la respuesta inmunitaria.

Adicionalmente, la administracién de las proteinas de
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fusidén TACI-Fc puede usarse para modular el desarrollo de
células B, el desarrollo de otras células, la produccidn
de anticuerpos y la produccidén de citocinas. La
administracién o wuso de proteinas de fusidén TACI-Fc
proporcionadas también puede modular la comunicacidédn de
células B, tal como al neutralizar los efectos
proliferativos de BAFF o APRIL.

En ciertas modalidades, la composicidn
farmacéutica se usa para tratar una enfermedad, tal como
una enfermedad, trastorno o afeccidén autoinmunitaria. En
algunas modalidades, la administracidén de la composicidn
farmacéutica que padece la enfermedad puede dar como
resultado la supresién o inhibicidén de tal ataque del
sistema inmunoldgico o respuestas bioldgicas asociadas
con ello. Al suprimir este ataque del sistema
inmunolégico a tejidos corporales sanos, los sintomas
fisicos resultantes (p. ej., dolor, inflamacidén de
articulaciones, hinchazén de articulaciones o)
sensibilidad) que resultan de o se asocian con tal ataque
a tejidos sanos pueden disminuirse o aliviarse, y el dafio
bioldégico y fisico que resulta de o se asocia con el
ataque del sistema inmunoldégico  puede disminuirse,
retrasarse o detenerse. En un contexto profilactico, el
sujeto puede ser uno con, susceptible a, o se cree Jque
presenta una enfermedad (p. ej., enfermedad, trastorno o

afeccidén del sistema inmunoldgico), y la administracidn
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se lleva a cabo tipicamente para prevenir la progresidn
de la enfermedad, enfermedad, trastorno o afeccidn;
inhibir o aliviar 1los sintomas, signos o respuestas
bioldbgicas asociadas con ellos; prevenir dafios corporales
que resultan potencialmente de ello; vy/o0 mantener o
mejorar el funcionamiento fisico del sujeto.

En algunas modalidades, la enfermedad que puede
tratarse mediante la composicidén farmacéutica descrita en
la presente es cualquier enfermedad mediada por depdsito
de complejos inmunes (p. ej., nefritis lupica,
vasculitis); interferencia directa con una via (p. ej.,
sindrome antifosfolipido <catastréfico de anticuerpos,
crisis de miastenia gravis; enfermedad anti-Jo-1);
opsonizacidén o dafio directo a las células (p. ej., purpura
trombocitopénica idiopéatica, anemia hemolitica
autoinmunitaria); rechazo mediado por anticuerpos de un
aloinjerto (p. ej., pacientes con trasplante renal
altamente sensibilizados) ; e} anticuerpos antifarmacos
contra factores de reemplazo bioldgico, vectores (p. ej.,
antifactor 8).

En algunas modalidades, la enfermedad es el
lupus eritematoso sistémico (LES), que incluye la
prevencidén de brotes sin glucocorticoides; sindrome de
Sjogren; cirrosis biliar primaria (CBP); esclerodermia
sistémica; polimiositis; prevenciédn de la diabetes;

nefropatia IgA; vasculitis IgA; canceres de células B,
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por ejemplo, mieloma; esclerosis multiple o neuritis
bptica.

En algunas modalidades, la composicidn
farmacéutica puede usarse para tratar leucemias de células
pre-B o B, tales como leucemia de células plasméticas,
leucemia linfocitica crdénica o aguda, mielomas tales como
mieloma multiple, mieloma de células plasmaticas, mieloma
endotelial y mieloma de células gigantes, y linfomas tales
como linfoma no Hodgkin. En algunas de las modalidades, el
tipo de mieloma incluye mieloma mualtiple, plasmocitoma,
plasmocitoma solitario multiple y/o mieloma extramedular.
En algunas de las modalidades, el tipo de mieloma incluye
mieloma de cadena ligera, mieloma no secretor y/o mieloma
Igh o IgE.

En algunas modalidades, las proteinas de fusién
TACI-Fc proporcionadas pueden usarse Como
inmunosupresores para bloquear selectivamente la accidén
de los linfocitos B para usar en el tratamiento de
enfermedades. Por ejemplo, ciertas enfermedades
autoinmunitarias se caracterizan por la produccidén de
autoanticuerpos, que contribuyen a la destruccidén del
tejido y a la exacerbacién de la enfermedad. Los
autoanticuerpos también pueden conducir a la aparicidédn de
complicaciones de depdsito de complejos inmunes v
conducir a muchos sintomas de lupus eritematoso

sistémico, que incluye insuficiencia renal, sintomas
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neuralgicos y muerte. Modular la produccién de
anticuerpos independientemente de 1la respuesta celular
también beneficiaria en muchos estados de la enfermedad.
También se ha mostrado que las células B desempefilan un
papel en la secrecidén de inmunoglobulinas artrdédgenas en
la artritis reumatoide. Los métodos y usos de las
proteinas de fusidén TACI-Fc proporcionadas para inhibir,
bloquear o neutralizar la accién de las células B para
suprimir de esta manera la produccién de anticuerpos
serian beneficiosos en el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias tales como miastenia gravis, artritis
reumatoide, artritis reumatoide juvenil de curso
poliarticular y artritis psoriésica.

En algunas modalidades, las proteinas de fusidn
TACI-Fc pueden usarse para bloquear o neutralizar las
acciones de las células B en asociacidén con enfermedades
renales en etapa final, qgue pueden o no pueden asociarse
con enfermedades autoinmunitarias. Tales métodos también
serian atiles para tratar enfermedades renales
inmunoldgicas. Adicionalmente, tales métodos serian utiles
para tratar la glomerulonefritis asociada a enfermedades
tales como nefropatia membranosa, nefropatia IgA o
enfermedad de Berger, nefropatia IgM, vasculitis 1IgA,
enfermedad de Goodpasture, glomerulonefritis posinfecciosa,
enfermedad mesangioproliferativa, leucemia linfoide

crénica, sindrome nefrético de cambio minimo. Tales métodos
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también servirian como aplicaciones terapéuticas para
tratar la glomerulonefritis secundaria o vasculitis
asociada a enfermedades tales como lupus, poliarteritis,
Henoch-Schonlein, esclerodermia, enfermedades relacionadas
con HTV, amiloidosis, o sindrome urémico hemolitico. Los
métodos proporcionados también serian Utiles como parte de
una aplicacidén terapéutica para tratar la nefritis
intersticial o pielonefritis asociada a ©pielonefritis
crénica, abuso de analgésicos, nefrocalcinosis, nefropatia
causada por otros agentes, nefrolitiasis, o nefritis
intersticial crénica o aguda. Los métodos proporcionados en
la presente también incluyen el uso de las proteinas de
fusién TACI-Fc proporcionadas en el tratamiento de
enfermedades hipertensivas o de vasos grandes, que incluyen
estenosis u oclusién de la arteria renal y émbolos de
colesterol o) émbolos renales. Los métodos y  Uusos
proporcionados también pueden usarse para el tratamiento de
neoplasias renales o uroldgicas, mielomas multiples,
linfomas, neuropatia de cadena ligera o amiloidosis.

En algunas modalidades, las proteinas de fusién
TACI-Fc proporcionadas pueden usarse para el tratamiento
del asma vy otras enfermedades <crénicas de las vias
respiratorias tales como bronquitis vy enfisema. En
algunas modalidades, las proteinas de fusidén TACI-Fc
pueden usarse para la inmunosupresién en la enfermedad

del injerto contra huésped y el rechazo del injerto. En
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algunas modalidades, los métodos y usos de las proteinas
de fusidén TACI-Fc incluyen el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias, tales como diabetes mellitus
dependiente de insulina (IDDM, por sus siglas en inglés)
y enfermedad de Crohn. Las aplicaciones adicionales
incluyen el tratamiento de enfermedades inflamatorias
crbnicas para, p. €j., disminuir el dolor articular, la
hinchazdén, la anemia y otros sintomas asociados, asi como
tratar el shock séptico.

En algunas modalidades, los trastornos
inflamatorios y autoinmunitarios incluyen acalasia;

enfermedad de Addison; enfermedad de Still del adulto;

agammaglobulinemia; alopecia areata; amiloidosis;
espondilitis anquilosante; nefritis anti-GBM/anti-TBM;
sindrome antifosfolipido; adrenalitis autoinmunitaria
(enfermedad de Addison) ; angiocedema autoinmunitaria;
disautonomia autoinmunitaria; encefalomielitis
autoinmunitaria; hepatitis autoinmunitaria; enfermedad

autoinmunitaria del oido interno (AIED, por sus siglas en

inglés); miocarditis autoinmunitaria; ooforitis
autoinmunitaria; orquitis autoinmunitaria; pancreatitis
autoinmunitaria; sindrome poliglandular autoinmunitario
tipo II (SPA 1II); retinopatia autoinmunitaria; enfermedad

tiroidea autoinmunitaria (AITD, por sus siglas en inglés),
es decir, enfermedad de Hashimoto; urticaria

autoinmunitaria; neuropatia axonal y neuronal (AMAN) ;
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enfermedad de Balo; enfermedad de Behcet; penfigoide mucoso
benigno; penfigoide bulloso; enfermedad de Castleman (EC);
enfermedad celiaca; enfermedad de Chagas; polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP, por sus siglas

en 1inglés); osteomielitis multifocal recurrente croénica

(CRMO, por sus siglas en inglés); sindrome de Churg-Strauss
(Css, por  sus siglas en inglés) o0 granulomatosis
eosinofilica (EGPA); penfigoide cicatricial; sindrome de

Cogan; enfermedad de aglutinina fria; Dbloqueo cardiaco
congénito; miocarditis por Coxsackie; sindrome de CREST;
enfermedad de Crohn; dermatitis herpetiforme;
dermatomiositis; enfermedad de Devic (neuromielitis
6ptica) ; lupus discoide; sindrome de Dressler;
endometriosis; esofagitis eosinofilica (EoE) ; fascitis
eosinofilica; eritema nodoso; crioglobulinemia mixta
esencial; sindrome de Evans; fibromialgia; alveolitis
fibrosante; arteritis de células gigantes (arteritis
temporal) ; miocarditis de células gigantes;
glomerulonefritis; sindrome de Goodpasture; granulomatosis
con poliangitis; enfermedad de Graves; sindrome de
Guillain-Barré; tiroiditis de Hashimoto; anemia hemolitica;
parpura de Henoch-Schonlein (HSP, por sus siglas en
inglés); herpes gestationis o penfigoide gestationis (PG);
hidradenitis supurativa (HS) (acné inverso) ;
hipogammalglobulinemia; nefropatia IgA; vasculitis IgA;

enfermedad esclerosante relacionada con IgG4; puUrpura
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trombocitopénica inmune (PTI); miositis por cuerpos de
inclusién (IBM, por sus siglas en 1inglés); «cistitis
intersticial (CI); artritis Jjuvenil; diabetes Juvenil
(diabetes tipo 1); miositis Jjuvenil (JM); enfermedad de
Kawasaki; sindrome de Lambert-Eaton; vasculitis
leucocitocléastica; liquen plano; liquen escleroso;
conjuntivitis lefiosa; enfermedad por IgA lineal (LAD, por
sus siglas en 1inglés); lupus; enfermedad de Lyme crénica;
enfermedad de Meniere; poliangeitis microscédpica (MPA, por
sus siglas en inglés); enfermedad mixta del tejido
conectivo (EMTC); ulcera de Mooren; enfermedad de Mucha-

Habermann; neuropatia motora multifocal (NMM) o MMNCB;

esclerosis maltiple; miastenia gravis; miositis;
narcolepsia; lupus neonatal; neuromielitis bptica;
neutropenia; penfigoide cicatricial ocular; neuritis
6ptica; reumatismo palindrdémico (PR); PANDAS; degeneracidn

cerebelosa paraneoplasica (DCP); hemoglobinuria paroxistica

nocturna (HPN); sindrome de Parry Romberg; pars planitis

(uveitis periférica); sindrome de Parsonage-Turner;
pénfigo, pénfigo vulgar; neuropatia periférica;
encefalomielitis perivenosa; anemia perniciosa (AP) ;
sindrome de POEMS; poliarteritis nodosa; sindromes

poliglandulares tipo I, II, III; polimialgia reumadtica;
polimiositis; sindrome de posinfarto de miocardio; sindrome
pospericardiotomia; cirrosis biliar primaria; colangitis

esclerosante primaria; dermatitis por progesterona;
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psoriasis; artritis psoridsica; aplasia pura de gldbulos
rojos (PRCA, por sus siglas en inglés) ; pioderma
gangrenoso; fenbmeno de  Raynaud; artritis reactiva;

distrofia simpatica refleja; policondritis recidivante;

sindrome de piernas inquietas (SPI) ; fibrosis
retroperitoneal; fiebre reumatica; artritis reumatoide;
sarcoidosis; sindrome de Schmidt; escleritis;
esclerodermia; sindrome de Sjogren; autoinmunidad

espermdtica y testicular; sindrome de la persona rigida
(SPR); endocarditis bacteriana subaguda (EBS); sindrome de
Susac; oftalmia simpatica (0S); arteritis de Takayasu;
arteritis temporal/arteritis de células gigantes; purpura
trombocitopénica (PT); sindrome de Tolosa-Hunt (THS, por
sus siglas en 1inglés); mielitis transversa; diabetes tipo
1; colitis wulcerosa (CU); enfermedad indiferenciada del
tejido conectivo (UCTD, por sus siglas en inglés); uveitis;
vasculitis; vitiligo o enfermedad de Vogt-Koyanagi-Harada,
sindrome antifosfolipido Ab; esclerosis miltiple;
enfermedad relacionada con IgG4; diabetes tipo I; artritis
reumatoide, que incluye terapia con glucocorticoides (GC)
RA o nefritis lupica aguda, esclerosis lateral amiotréfica,
neuromielitis oéptica, mielitis transversa, autoinmunidad
CNS, sindrome de Guillain-barré, neurocistercercosis,
sarcoidosis (T/seroneqg), sindrome de Churg-Strauss,
tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Grave,

trombocitopenia inmune (PTI), enfermedad de Addison,
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polimiositis o dermatomiositis; nefropatia IgA;
polineuropatia desmielinizante inflamatoria croénica (CIDP);
enfermedad antisintetasa, tal como el sindrome de Jo-1 vy
vasculitis ANCA.

En algunas modalidades, las proteinas de fusiédn
TACI-Fc proporcionadas pueden usarse para tratar un
cancer de células B. En algunas modalidades, el céancer de
células B es un cancer en el que BAFF y APRIL estan
involucrados o implicados en proporcionar un bucle de
supervivencia autocrino a las células B. En algunas
modalidades, el cancer es leucemia linfocitica crodénica de
células B, linfoma no Hodgkin o mieloma. En algunas
modalidades, el cédncer es un mieloma.

En modalidades preferidas, el trastorno
autoinmunitario se selecciona del grupo gque consiste en
rechazo agudo mediado ©por anticuerpos, sindrome de

Sjogren primario, anemia hemolitica autoinmunitaria,

sindrome antifosfolipido (APS), APS catastréfico,
artritis reumatoide refractaria, vasculitis
autoinmunitaria, crioglobulinemia, autoanticuerpos

citoplasmadticos antineutré4filos (ANCA), vasculitis IgA,
vasculitis reumatoide, sindrome antisintetasa, nefropatia
membranosa primaria, artritis idiopatica juvenil,
esclerosis sistémica, sindrome de Guillain-Barré,
proteinosis alveolar pulmonar autoinmunitaria, anemia

hemolitica autoinmunitaria, enfermedad hemolitica del
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feto y del recién nacido, rechazo mediado por
anticuerpos, y reaccidén transfusional hemolitica aguda.

En otros aspectos, un método para mejorar la
eliminacidén de inmunoglobulinas IgG en un paciente que 1lo
necesita comprende administrar al paciente una cantidad
efectiva de una composicién farmacéutica que comprende una
proteina de fusidn TACI-Fc de la presente descripcidn.

En otro aspecto, un método para reducir los
niveles de células B maduras, IgG, IgM, IgA (o una
combinacién de estas) en un paciente que 1lo necesita
comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de
una composicidén farmacéutica que comprende una proteina de
fusién TACI-Fc de la presente descripcién. Ademds, en
algunas modalidades, la administracién de la composicidn
farmacéutica no disminuye significativamente los niveles de
Igh o IgE.

En otro aspecto, un método para inhibir 1la
actividad de una o més citocinas proinflamatorias en un
paciente que 1lo necesita comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de una composicidn
farmacéutica que comprende una proteina de fusidédn TACI-Fc
de la ©presente descripcién. En una modalidad, 1las
citocinas proinflamatorias incluyen BAFF y/o APRIL.

Generalmente, las dosificaciones 'y vias de
administracidén de la composicidén farmacéutica se determinan

de acuerdo con el tamafio y estado del sujeto, de acuerdo
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con la practica farmacéutica estandar. Por ejemplo, la
dosis terapéuticamente efectiva puede estimarse
inicialmente ya sea en ensayos de cultivo celular o en
modelos animales tales como ratones, ratas, conejos,
perros, cerdos o monos. Un modelo animal también puede
usarse para determinar el rango de concentracidén y la via
de administracidédn adecuados. Después, tal informacidn puede
usarse para determinar las dosis y vias uatiles de
administraciédn en humanos. La dosificacidén exacta puede
determinarse en vista de factores relacionados con el
sujeto que requiere tratamiento. La dosificacidén vy
administracién se ajustan para proporcionar niveles
suficientes del compuesto activo o para mantener el efecto
deseado. Los factores por considerar para el tratamiento
incluyen la gravedad del estado patoldgico, la salud
general del sujeto, la edad, peso y sexo del sujeto, tiempo
% frecuencia de administracidn, combinacidn (es) de
farmacos, sensibilidades de reaccidn vy respuesta a la
terapia.

Las composiciones farmacéuticas de accién
prolongada pueden administrarse cada 3 a 4 dias, cada
semana, O quincenalmente dependiendo de la vida media y la
tasa de aclaramiento de la formulacidédn. La frecuencia de
dosificacidén dependerd de los pardmetros farmacocinéticos
de la molécula en la formulacién usada. Tipicamente, se

administra una composicidén hasta que se alcanza una
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dosificacidén que logra el efecto deseado. Por lo tanto, la
composicién puede administrarse como una dosis Unica, o
como dosis multiples (a las mismas o) diferentes
concentraciones/dosificaciones) con el tiempo, © como una
infusién continua. Se realiza rutinariamente un
refinamiento adicional de 1la dosificacién adecuada. Las
dosificaciones adecuadas pueden determinarse a través del
uso de datos de respuesta a la dosis adecuados.

En algunas modalidades, la composicidén
farmacéutica se administra a un sujeto a través de
cualquier via, que incluye por via oral, transdérmica, por
inhalacién, por wvia intravenosa, por via intraarterial,
intramuscular, aplicacidén directa a un sitio de herida,
aplicacidén a un sitio quirtrgico, por via intraperitoneal,
por supositorio, por via subcutéanea, intradérmica,
transcuténea, ©por nebulizacién, por via intrapleural,
intraventricular, intraarticular, intraocular, o
intraespinal. En algunas modalidades, la composicidén
farmacéutica se administra en wuna forma adecuada para
infusidén intravenosa.

En algunas modalidades, una dosis administrada
de la composicidén farmacéutica es aproximadamente 1 mg de
proteina por kg de masa corporal del sujeto o mas (tal
como aproximadamente 2 mg de proteina por kg de masa
corporal del sujeto o més, aproximadamente 5 mg de

proteina por kg de masa corporal del sujeto o mas,
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aproximadamente 10 mg de proteina por kg de masa corporal
del sujeto o mas, aproximadamente 25 mg de proteina por
kg de masa corporal del sujeto o més, aproximadamente
50 mg de proteina por kg de masa corporal del sujeto o
més, aproximadamente 100 mg de proteina por kg de masa
corporal del sujeto o mas, aproximadamente 250 mg de
proteina por kg de masa corporal del sujeto o mas,
aproximadamente 500 mg de proteina por kg de masa
corporal del sujeto o mas, aproximadamente 1000 mg de
proteina por kg de masa corporal del sujeto o méas,
aproximadamente 2000 mg de ©proteina por kg de masa
corporal del sujeto o mas, o aproximadamente 5000 mg de
proteina por kg de masa corporal del sujeto o més).

Una dosificacidén de la composicidn farmacéutica
puede administrarse como una dosis uUnica o una dosis
repetida. En algunas modalidades, las dosis se
administran a un sujeto una vez al dia, dos veces al dia,
tres veces al dia, o cuatro o mas veces al dia. En
algunas modalidades, aproximadamente 1 o mas (tal como
aproximadamente 2 o mas, aproximadamente 3 o mas,
aproximadamente 4 o mas, aproximadamente 5 o mas,
aproximadamente 6 o mads, o aproximadamente 7 o méas) dosis
se administran en una semana. En algunas modalidades, se
administran multiples dosis en el transcurso de dias,
semanas, meses o afios. En algunas modalidades, un curso

de tratamiento es aproximadamente 1 o méds dosis (tal como
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aproximadamente 2 o mas dosis, aproximadamente 3 o mas
dosis, aproximadamente 4 o méds dosis, aproximadamente 5 o
mas dosis, aproximadamente 7 o mas dosis, aproximadamente
10 O mas dosis, aproximadamente 15 O mas dosis,
aproximadamente 25 o mas dosis, aproximadamente 40 o més
dosis, aproximadamente 50 o mas dosis, o aproximadamente

100 o més dosis).

VI. Evaluacidén de las respuestas inmunitarias a las

composiciones de proteinas de fusidén TACI-Fc

Las proteinas de fusién TACI-Fc modulan la
actividad de las células B, como la proliferacidn,
diferenciaciédn o supervivencia de las células B. La
evaluacidén de estas actividades puede llevarse a cabo in
vitro o in vivo para monitorear las respuestas a la terapia
con TACI-Fc.

La actividad funcional de las proteinas de
fusién TACI-Fc puede examinarse usando una variedad de
enfoques para evaluar la capacidad de las proteinas para
unirse a socios de unidén afines. Por ejemplo, 1las
proteinas de fusidén TACI-Fc pueden evaluarse para unirse
a APRIL o BAFF. Se conoce una variedad de ensayos para
evaluar la afinidad de wunién vy/o determinar si 1la
proteina de fusidén TACI-Fc se une especificamente a
APRIL, BAFF o FcRn. Se pueden utilizar un numero de

ensayos de unidén bien conocidos en la técnica, que
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incluyen, pero no se limitan a, métodos gque involucran
BIAcore®, OCTET® y otros dispositivos y metodologias de
resonancia de plasmdén de superficie (SPR); citometria de
flujo, ensayo de exclusidén cinética (KinExA) y ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA, por sus
siglas en 1inglés). Por ejemplo, en algunas modalidades,
puede usarse un instrumento BIAcore® para determinar la
cinética de unidén y las constantes de un complejo entre
la proteina de fusidén TACI-Fc y APRIL, BAFF o FcRn usando
el andlisis de resonancia de plasmbén de superficie. La
SPR mide los cambios en la concentracién de moléculas en
la superficie de un sensor a medida que las moléculas se
unen o se disocian de 1la superficie. El1 cambio en la
sefial de SPR es directamente proporcional al cambio en 1la
concentracién de masa cerca de la superficie, 1lo que
permite de esta manera la medicidén de la cinética de
unién entre dos moléculas. La constante de disociacién
para el complejo puede determinarse al monitorear 1los
cambios en el indice de refraccidén con respecto al tiempo
a medida que se pasa el regulador sobre el chip. Otros
ensayos adecuados para medir la unidén de una proteina a
otra incluyen, por ejemplo, inmunoensayos, tales como
ensayos de ELISA, radioinmunoensayos (RIA, por sus siglas
en 1inglés), o determinacidén de unidén al monitorear el

cambio en las propiedades espectroscédpicas u obpticas de
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las proteinas a través de fluorescencia, absorcidén UV,
dicroismo circular, o resonancia magnética nuclear (RMN).

Las proteinas de fusidén TACI-Fc también pueden
evaluarse en cualquiera de una variedad de ensayos bien
conocidos en la técnica para evaluar la modulacién de 1la
actividad de las células B. Uno de tales ensayos es un
ensayo de proliferacidédn celular. Las células se cultivan
en presencia o ausencia de un compuesto de prueba (p.
ej., proteina de fusiétn TACI-Fc), vy la proliferacidn
celular se detecta, por ejemplo., al medir la
incorporacién de timidina tritiada o mediante ensayo
colorimétrico basado en la descomposicidén metabdlica del
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il1)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT). Un formato de ensayo alternativo usa
células que se disefian genéticamente ademds para expresar
un gen reportero. El1 gen reportero estd ligado a un
elemento promotor que responde a la via ligada al
receptor, vy el ensayo detecta la activacién de la
transcripcidn del gen reportero. Numerosos genes
reporteros que se evaluan facilmente en extractos
celulares son conocidos en la técnica, por ejemplo, la E.
coli lacZ, cloroanfenicol acetil transferasa (CAT) y el
elemento de respuesta sérica (SRE, por sus siglas en
inglés). Un gen reportero ilustrativo es un gen de

luciferasa. La expresidén del gen de luciferasa se detecta
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por luminiscencia usando métodos y kits bien conocidos en
la técnica.

Las proteinas de fusidn TACI-Fc pueden
caracterizarse por la capacidad de inhibir la
estimulacién de células B humanas mediante APRIL o BAFF
soluble, como 1lo describen Gross et al, publicacidén
internacional num. WO00/40716. Brevemente, las células B
humanas se aislan de células mononucleares de sangre
periférica, tales como el uso de la separacidén de perlas
magnéticas CD19 (p. ej., Miltenyi Biotec Auburn, Calif).
Las células B purificadas pueden incubarse bajo
condiciones de estimulacidén, p. ej., en presencia de
APRIL soluble vy, ademds, en presencia de concentracién
titulada de proteina de fusidén TACI-Fc. Las células B
pueden etiquetarse con un tinte de proliferacidén o pueden
etiquetarse con 1 Ci’H-timidina para medir la
proliferacidén. El1l numero de células B puede determinarse
con el tiempo.

Se pueden elaborar lineas celulares reporteras
gue expresan un gen reportero bajo el control operable de
un factor de transcripcién, tal como NF-xB, NFAT-1 y AP-
1, que expresen TACI o BCMA. Por ejemplo, Jurkat y otras
lineas celulares de linfoma B pueden usarse como células
reporteras adecuadas. La incubacidén de estas células con
ligandos BAFF o APRIL solubles se sefialan a través de los

genes reporteros en estos constructos. Se puede evaluar
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el efecto de proporcionar las proteinas de fusidén TACI-Fc
para modular esta sefializacién.

Por ejemplo, en algunas modalidades, pueden
usarse modelos de ratédn para el sindrome de Sjogren. La
enfermedad del sindrome de Sjogren, asi como un inicio
acelerado de diabetes, puede inducirse en ratones hembra
diabéticos no obesos (NOD) propensos a la diabetes usando
dosificacidén repetida con anticuerpo antirratdén (m) PD-
L1, basada en una versidén modificada de un protocolo
publicado por Zhou et al., 2016; Sci. Rep. 6, 39105. A
partir de las 6 semanas de edad, los ratones son
inyectados via intraperitoneal (IP) en los dias de
estudio 0, 2, 4 yv 6 con 100 png de anticuerpo anti-PD-L1 vy
son tratados en varios dias con proteinas de fusidén TACI-
Fc proporcionadas. Se incluyen ratones sin tratamiento
previo como controles para los andlisis de puntos
finales. Tipicamente, todos los ratones se eliminan el
dia de estudio 10 vy se recolectan las glandulas
submandibulares (SMG, por sus siglas en 1inglés) vy el
pancreas de cada ratdn para su evaluacidédn histopatoldgica
para evaluar los signos y la gravedad de la sialadenitis
y la insulitis. Los niveles de glucosa en sangre pueden
medirse en varios dias.

En algunas modalidades, puede usarse un modelo
de artritis inducida por colédgeno (CIA, por sus siglas en

inglés) en el que los ratones desarrollan artritis
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inflamatoria crénica que se parece mucho a la artritis
reumatoide (AR) humana. Dado que la CIA comparte
caracteristicas inmunoldgicas y patoldgicas similares a
la AR, esto 1la convierte en un modelo ideal para el
cribado de composiciones antiinflamatorias humanas
potenciales. Otra ventaja en el uso del modelo de CIA es
que se conocen 1los mecanismos de patogénesis. Se han
identificado los epitopos de células T y B en colageno
tipo II, vy se han determinado diversos parametros
inmunolégicos (hipersensibilidad retardada y anticuerpo
anticoldgeno) e inflamatorios (citocinas, quimiocinas vy
enzimas degradantes de matriz) que se relacionan con la
artritis inmunomediadora y pueden usarse para evaluar la
eficacia del compuesto de prueba en los modelos (Wooley,
Curr. Opin. Rheum. 3:407-20, 1999; WwWilliams et al.,
Immunol. 89:9784-788, 1992; Myers et al., Life Sci.
61:1861-78, 1997; vy Wang et al., Immunol. 92:8955-959,
1995) . Se puede evaluar la administracidén de proteinas de
fusioén TACI-Fc para mejorar los sintomas % las
alteraciones en el curso de una enfermedad o enfermedad.

Los estudios farmacocinéticos pueden usarse en
asociacioén con las proteinas de fusidn TACI-Fc
radioetiquetadas para determinar la distribucidén y wvida
media de tales polipéptidos in vivo.

La presente invencidén se ilustra ademéas

mediante los siguientes ejemplos que no deben
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interpretarse ademas como limitantes. La lista de
secuencias, figuras y todas las referencias, patentes vy
solicitudes de patentes publicadas citadas a lo largo de
esta solicitud se incorporan expresamente en la presente
como referencia. Las listas de las secuencias
referenciadas a lo largo de la aplicacién se describen en

los siguientes Ejemplos y en las Figuras 20A-20K.

Ejemplos

Ejemplo 1: Ingenieria del dominio extracelular de TACI

para potenciar la unidén dependiente del pH de las

citoquinas BAFF y APRIL

El activador transmembrana o receptor del
interactor de ligando de ciclofilina modulador de calcio
(TACI) tiene una alta afinidad a las citocinas BAFF vy
APRIL. Se ha demostrado que el dominio extracelular de
TACI bloguea BAFF y ARPIL como una fusidén Fc, el bloqueo
de BAFF y APRIL previene la activacién de los receptores
en esta familia (Merrill et al. (2018) Arthritis &
Rheumatology vol. 70, num. 2, pags. 266-276).

Guiado por la estructura cristalina publicada
del dominio CRD2 rico en cisteina TACI en combinacidén con
APRIL de ratdén (PDB: 1XUl), se generaron mutantes de

histidina de adicidén simple (fusionados a un dominio Fc
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con etiqueta Flag C-terminal) para reemplazar
secuencialmente todos los residuos sin cisteina en o
cerca de la interfaz de unidén formada con APRIL (Figura
1) . Estos mutantes de histidina se expresaron a partir de
PCDNA3.1 (que contiene una secuencia seflal) en células
Expi293 y se purificaron de los sobrenadantes celulares
usando columnas de afinidad de 1 ml HiTraP MabSelect SuRe
en un sistema de purificacidédn AKTApure 25 M2 con elucidn
de proteinas en 100 mM de citrato con pH 3,2.

La dependencia del pH a la unidén de los mutantes
de histidina de TACI a BAFF y APRIL se determind usando
la resonancia de plasmén de superficie (SPR) (instrumento
Biacore™ T200) como se muestra en las Figuras 2A-2B.
Después de inmovilizar el BAFF biotinilado (Figura 2A) o
APRIL biotinilado (Figura 2B) a un sensor de
estreptavidina, la BAFF-biotina y APRIL-biotina fluyeron
sobre 100 nM en PBS + 0,05 % de Tween® a un pH 7,4.
Después, se midieron las tasas de disociacidén a un pH
7,4, después se inyectd PBS + 0,05 $ de Tween®20 a un pH
6,0, y las nuevas tasas de disociacidén se midieron como
se muestra en la Figura 2. Al comparar las tasas
relativas de disociacién a un pH 6,0 a un pH 7,4 (Figura
2), se identificaron las variantes mas prometedoras TACI-
DR1/DR2 Fc de histidina de adicidn simple (con
disociacidén relativamente més répida a un pH 6,0) como se

resume en la Tabla 1. Las variantes de TACI se nombran
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basdndose en la posicidén de aminoadcidos en la secuencia
nativa de aminodcidos de TACI (sec. con num. de ident.:

39; secuencia de referencia NCBI NP 036584).
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Tabla 1.

La unién de SPR resulta de mutantes de TACI sustituidos con histidina simple a un

pH 6,0 yv 7,4.

BAFF, tasa de BAFF, tasa de |Cambio de| APRIL, tasa de | APRIL, tasa de |Cambio de

ID. de Mutacidén | desactivacidn, | desactivacién, veces desactivacién, | desactivacidn, veces
muestra His pH 7,4 pH 6,0 pH 7,4 pH 6,0

TPP-- Parental -0,0183 -0,0269 1,47 -0,014 -0,06151 4,39
TPP-4287 K77H -0,0118 -0,0214 1,81 -0,009602 -0,03442 3,58
TPP-4288 F78H -0,0219 -0,0544 2,49 -0,01385 -0,05775 4,17
TPP-4289 Y89H -0,0132 -0,0391 2,97 -0,01037 -0,0308 2,97
TPP-4290 D80H -0,027 -0,07 2,60 -0,02558 -0,0559 2,18
TPP-4291 L82H -0,006 -0,1106 18,32 -0,007817 -0,06348 8,12
TPP-4292 L83H -0,0138 -0,0586 4,25 -0,01175 -0,03185 2,71
TPP-4293 R84H -0,0197 -0,0275 1,40 -0,01094 -0,0364 3,33
TPP-4294 D85H -0,0313 -0,0575 1,84 -0,03452 -0,05319 1,54
TPP-4295 I87H -0,0202 -0,0515 2,54 -0,01377 -0,02647 1,92
TPP-4296 S88H -0,0332 -0,0739 2,22 -0,02895 -0,04626 1,60
TPP-4297 S91H -0,0213 -0,0505 2,37 -0,01564 -0,03406 2,18
TPP-4298 I92H -0,0155 -0,0659 4,25 -0,01403 -0,04342 3,09
TPP-4299 Q95H -0,0247 -0,0798 3,23 -0,02726 -0,06321 2,32
TPP-4300 P97H -0,0224 -0,0498 2,22 -0,0168 -0,03858 2,30
TPP-4301 K98H -0,0149 -0,0201 1,34 -0,008894 -0,01039 1,17
TPP-4302 Q99H -0,0272 -0,0454 1,67 -0,02152 -0,04155 1,93
TPP-4303 Al101H -0,0194 -0,0467 2,41 -0,01843 -0,03889 2,11
TPP-4313 G94H -0,0201 -0,0451 2,24 -0,01471 -0,03796 2,58
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A continuacidén, se disefi® un panel de segunda ronda

de variantes TACI-Fc de histidina de adicidén doble y triple

basado en la combinacién de las mutaciones més efectivas

identificadas en la primera ronda. Estas nuevas variantes se
evaluaron analogamente para la unidén a BAFF mediante el mismo
método Biacore como se describidé anteriormente para determinar
la tasa de desactivacidén relativa a un pH 6,0 y pH 7,4, asi
como la estabilidad de unidén general (Figura 3).

Tabla 2. La unidén de SPR resulta de mutantes de TACI

sustituidos con histidina mtGltiple a un pH 6,0 y 7,4.

ID. de ) , Tasla de. , Tasla de. ) Cambio | Estabilidad
Mutaciones His|desactivacidn,| desactivacidn, .
muestra de veces de unidn
PH 7,4 pH 6,0
TPP-4543 D8OH, L82H -0,009351 -0,03705 3,96 24,87
TPP-4549 F78H, D80H -0,002507 -0,03875 15,46 27,72
TPP-4554 D8OH, L83H -0,006068 -0,0262 4,32 20,27
TPP-4555 D8OH, I87H -0,009252 -0,03223 3,48 21,10
Tpp-4563 | T /CH, D8OH, 0,002041 ~0,03224 15, 80 27,44
1824
TPp-4566 | L °oHs D8OH, -8,80E-06 -0,04192 4764,18 27,98
1824
Tpp-456g | DBOH, L82H, ~0,003081 ~0,03421 11,10 25,27
L83H
Tpp-4577 | ¥/°H, D8OH, 0,0009488 ~0,03859 40, 67 26,49
L83H
Tpp-457g | P8OH, L83H, 0,0009337 ~0,0414 44,34 23,53
I87H
Todo el panel de variantes TACI-Fc de histidina de
adicién simple, doble vy triple en un ensayo ELISA para

determinar la dependencia del pH de la unién de BAFF. E1 BAFF
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biotinilado (1 pg/ml en PBST 1X) se inmovilizdé en placas de 96
pocillos ©prebloqueadas recubiertas con estreptavidina. Los
pocillos se lavaron 3 veces y, después, se aplicaron diluciones
en serie del panel de TACI-Fc (0,003 a 10 pg/ml en PBST 1X a ya
sea un pH 5,5 o 7,4) durante 45 min. Los pocillos se lavaron 3
veces, se aplicd un anticuerpo de ratdé4n anti-FLAG M2 conjugado
con HRP (diluido 1:20.000 en PBST 1X), los pocillos se lavaron
3 veces, y se afiadidé la solucidn de sustrato TMB y, después, se
inactivdé con 4cido sulfirico 2N después de 15 minutos antes de
que se leyera la absorbancia a 450 nm en un lector de placas
Spectramax 13x.

La Tabla 3 resume los cambios relativos en la
afinidad de unién a BAFF observada en comparacién con el WT a
un pH 5,5 yv 7,4 para los mutantes His segin lo determinado por
el ensayo ELISA. Un mayor cambio neto de dependencia del pH
indica una mayor diferencia en la afinidad de un pH 7,4 a pH
5,5 (afinidad més débil a un pH 5,5). Estos resultados
demuestran una afinidad reducida de las proteinas de fusidn
TACI-Ig Fc con BAFF bajo las condiciones de pH bajo (p. ej., pH
5,5) con una afinidad més alta bajo condiciones de pH neutro
(p. ej., pH 7,4). Los resultados de este andlisis permitieron
la identificacidén de varias variantes prometedoras TACI-Fc de
histidina de adicién doble y triple para una caracterizaciédn

adicional.
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Tabla 3:

Ensayo de unidén ELISA de mutantes de sustitucidn de

histidina de TACI a un pH 5,5 vy 7,4.

ID num. Variante Disminucién de Disminucién de |Cambio neto de
TACI D1/D2 veces en la veces en la dependencia
afinidad a un afinidad a un del pH
pH 7,4 (bérdenes |pH 5,5 (b6rdenes
de magnitud) de magnitud)

TPP-4286 |WT TACI-D2 - -= 1
TPP-4287 |K77H 1 2,2 2,2
TPP-4288 |F78H 2,2 5 2,2
TPP-4289 |Y79H 2,2 5 2,2
TPP-4290 D8O0OH 5 25 5
TPP-4291 |L82H 5 11 2,2
TPP-4292 L83H 1 5 5
TPP-4293 |R84H 1 2,2 2,2
TPP-4294 D85H 1 1 1
TPP-4295 I87H 1 1 1
TPP-4296 |S88H 1 1 1
TPP-4297 S91H 1 1 1
TPP-4298 |I92H 1 1 1
TPP-4299 |Q95H 1 1 1
TPP-4300 |P97H 2,2 2,2 1
TPP-4301 |K98H 1 1 1
TPP-4302 |[Q99H 1 1 1
TPP-4303 |Al01lH 1 1 1
TPP-4313 |G94H 2,2 5 2,2
TPP-4541 F78H, L82H 25 280 11
TPP-4542 |Y79H, L82H 25 280 11
TPP-4543 D80H, L82H 5 25 5
TPP-4544 L82H, L83H 25 280 11
TPP-4545 |L82H, I87H 11 125 11
TPP-4546 |L82H, I92H 11 280 25
TPP-4547 L82H, Q95H 11 280 25
TPP-4548 F78H, Y79H 11 25 2,2
TPP-4549 F78H, D80H 5 25 5
TPP-4550 F78H, L83H 11 56 5
TPP-4551 F78H, I8TH 5 25 5
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TPP-4552 |Y79H, D8OH 2,2 5 2,2
TPP-4553 |Y79H, L83H 5 25 5
TPP-4554 |D80H, L83H 5 25 5
TPP-4555 |D80H, I87H 56 280 5
TPP-4556 |L83H, I87H 5 56 11
TPP-4557 |I87H, I92H 2,2 11 5
TPP-4558 |S88H, S91H 1 2,2 2,2
TPP-4559 |S91H, I92H 1 2,2 2,2
TPP-4560 |I92H, Q95H 1 2,2 2,2
TPP-4561 |G94H, Q95H 2,2 5 2,2
TPP-4562 |F78H, Y79H, L82H 280 625 2,2
TPP-4563 |F78H, D80H, L82H 5 25 5
TPP-4564 |F78H, L82H, L83H 280 280 1
TPP-4565 |F78H, L82H, I87H 280 280 1
TPP-4566 |Y79H, D80H, L82H 5 25 5
TPP-4567 |Y79H, L82H, L83H 280 280 1
TPP-4568 |D8OH, L82H, L83H 5 25 5
TPP-4569 |D80H, L82H, I87H 5 25 5
TPP-4570 |L82H, L83H, I87H 125 625 5
TPP-4571 |L82H, I87H, I92H 125 625 5
TPP-4572 |L82H, S88H, S91H 25 280 11
TPP-4573 |L82H, S91H, I92H 125 625 5
TPP-4574 |L82H, I92H, Q95H 25 125 5
TPP-4575 |L82H, G94H, Q95H 25 125 5
TPP-4576 |F78H, Y79H, L83H 125 625 5
TPP-4577 |Y79H, D80H, L83H 5 25 5
TPP-4578 |D80H, L83H, I87H 5 11 2,2
TPP-4579 |L83H, I87H, I92H 56 625 11
TPP-4580 |Y79H, L82H, Q95H 56 625 11
TPP-4581 |Y79H, L82H, I92H 125 625 5
Ejemplo 2: Las proteinas de fusidén TACI-FC se unen a BAFF vy

APRIL de manera dependiente

del pH

y Fc de Ig se diseflaron usando el software Geneious

Las proteinas de fusidn compuestas por regiones TACI
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LLC), se enviaron a GeneArt para optimizacidén de codones, se
clonaron en pCDNA3.1 (con una secuencia de seflal incluida)
usando enzimas de restriccién HindIII y Apal, se expresaron
usando sistemas de expresién celular ExpiCHO-S o Expi293F
(Thermo Fisher Scientific), y se purificaron en un sistema de
purificacién AKTApure 25 M2 (Cytiva) mediante cromatografia de
afinidad de proteina A MabSelect SuRe (Cytiva) con una elucidn
de citrato a un pH 3,8, seguida de cromatografia de exclusidn
por tamafio en PBS en una columna empaquetada con resina

Superdex 200 pg (Cytiva).

Andlisis de unidén de octetos

La interferometria de biocapas se realizd usando un
sistema Octet RED96e (ForteBio) para examinar la cinética de
la proteina de fusidén TACI-Fc que se une a los ligandos TACI,
BAFF y APRIL, asi como que se une al receptor Fc neonatal
(FcRn) como se describe en el Ejemplo 3 més abajo. En este
ensayo, la adiciédn de masa proteica a un biosensor se detecta
mediante interferometria de biocapas (BLI, por sus siglas en
inglés) como una deflexidén o aumento en la seflal detectable
observada en un sensorgrama. Donde no hay cambio de masa, se
observa un valor plano o valor inicial, como se muestra solo
en las etapas del regulador. Ademés, cuando las proteinas se

disocian del biosensor, se observa una pendiente negativa en
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el sensorgrama. Un sensorgrama puede representar las
siguientes fases temporales en un ensayo ilustrativo mostrado
en la Figura 4: (1) wvalor inicial (solo regulador); (2)
analito Dbiotinilado de carga; (3) wvalor inicial (solo
regulador); (4) asociacién de proteinas de fusidén TACI-Fc; vy
(5) disociacidén de proteinas de fusién TACI-Fc.

Para demostrar la unidén de una proteina de fusidn
TACI-Fc 1lustrativa (es decir, TPP-6269, sec. con num. de
ident.: 22) a BAFF, se diluydé TPP-6269 (20 pg/ml) en solucidn
salina regulada con fosfato (PBS) pH 6,0 o 7,4 y se analizd
para unirse a BAFF biotinilado humano (Biotechne, catdlogo num.
7537-BF-025/CF) cargado en Dbiosensores de estreptavidina
(Sartorius, catdlogo num. 18-5019) wusando un sistema Octet
RED96e (ForteBio). Los ensayos de control negativo se llevaron
a cabo a un pH 6,0 y pH 7,4 usando solo el regulador PBS. Los
resultados de este experimento de unidén se muestran en el
sensorgrama representado en la Figura 5.

El sensorgrama en la Figura 5 representa las
ultimas tres fases qgue se muestran en la Figura 4, dgue
incluyen solo el wvalor inicial del regulador, la fase de
asociacién TACI-Fc/BAFF, vy la fase de disociacién TACI-
Fc/BAFF. De estas trazas se determinaron los perfiles de
unién de la tasa de activacidédn y la tasa de desactivacidn de

las proteinas de fusidén TACI-Fc variantes al BAFF.
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La inhibicidén de BAFF por TPP-6269 se evalud ademas
en un ensayo funcional llevado a cabo en una linea celular
HEK293 reportera de BCMA/factor nuclear kappa B (NF-kB)-
luciferasa. Esta linea celular incluye un ADNc de BCMA humano
de longitud completa integrado de manera estable (Genbank
num. NM 001192) bajo el control de un promotor de CMV (Amsbio
Llc) y reportero en el que la expresidén de un gen de
luciferasa de luciérnaga (en unidades relativas de luz (RLU,
por sus siglas en inglés)) estd bajo el control de cuatro
copias de un elemento de respuesta a NF-kKB corriente arriba
de un promotor minimo. En este ensayo, la unidén del ligando
BAFF a BCMA activa la via de sefializacién de NF-xB, lo que
conlleva a la expresién del reportero de luciferasa
controlado por NF-xB. La inhibicidén de la unidén de BAFF
mediante la proteina de fusidén TACI-Fc inhibe la sefializacidn
de NF-xB, que se refleja en una sefial de luciferasa reducida
(es decir, RLU).

TPP-6269 (sec. con num. de ident.: 25) contiene una
porcién de dominio extracelular de TACI que consiste en una
regién DR1-DR2 que carece de una porcidén N-terminal de DRI y
una porcidén C-terminal de DR2. Para comparacidén, TPP-6269 se
evaludé contra una proteina de fusién TACI-Fc (TPP-4217) que
contiene un dominio extracelular de TACI de longitud

completa. Los resultados de este ensayo se muestran en la
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Figura 6. En este ensayo, se descubridé que TPP-6269 inhibe
completamente la expresién de luciferasa a una concentraciodn
de 5,3 nM y a un nivel mayor de inhibicidén en comparacidén con
TPP-4217. Como se esperaba, una proteina Fc de control sin un
dominio TACI no mostrd inhibicidn.

Similarmente, se descubridé que las variantes de
TACI-Fc adicionales exhiben una potente inhibicién de BAFF
que se une a las células BCMA-HEK293 (Figura 7). Ademéas, en
un ensayo funcional andlogo que usa la linea celular HEK293
reportera de BCMA/NF-kB-luciferasa con APRIL (Biotechne,
catdlogo num. 5860-AP/CF) como el ligando BCMA, se descubrid
que las variantes TACI TPP-4286 (sec. con num. de ident.:57)
y TPP-4291 (sec. <con num. de ident.: 58) exhiben una
inhibicién potente de la activacidén de BCMA mediada por
APRIL, como se muestra en la Figura 8.

Ejemplo 3: Las variantes de secuencia de fragmentos

cristalizables (Fc) de IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 humana mejoran

la unidén al receptor Fc neonatal

Para investigar si se pudieran disefiar
genéticamente perfiles de unidén mejorados y propiedades
dependientes del pH, se diseflaron genéticamente y se
purificaron una serie de proteinas de fusidén TACI-Fc qgue

comprenden regiones Fc quiméricas ensambladas a partir de
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diferentes porciones de la subclase de IgGl/IgG2/IgG4,
esencialmente como se describié en el Ejemplo 2. Las
proteinas de fusidédn de la subclase de IgG quimérica de TACI-
Fc resultantes que comprenden las secuencias de aminoacidos
establecidas en las sec. con nums. de ident.: 20 y 39-45 se
diluyeron en solucidén salina regulada con fosfato (PBS) pH
6,0 o 7,4 y se analizaron para unirse a FcRn biotinilado
humano (Biotechne, catdlogo num. 8639-FC) cargado en
biosensores de estreptavidina (Sartorius, catédlogo num. 18-
5019) esencialmente como se describidé en el Ejemplo 2. Los
ensayos de control negativo se llevaron a cabo a un pH 6,0 y
pH 7,4 usando solo el regulador PBS.

Estas proteinas de fusidén Fc quiméricas variantes se
evaluaron similarmente por la unién y la dependencia del pH al
FcRn neonatal mediante interferometria de biocapas usando el
sistema Octet Red96 (ForteBio) como se describidé en el Ejemplo
2. Los resultados de estos ensayos se muestran en las Figuras
9A-9H. Los ensayos adicionales emplearon resonancia de plasmébn
de superficie (SPR/Biacore). Al igual que los ensayos en la
Figura 5, 1los sensorgramas en las Figuras 9A-9G representan
solo la fase de wvalor inicial de regulador, 1la fase de
asociacién de la variante de Fc y la fase de disociacidédn de Fc.

De estos datos, pueden determinarse los perfiles de unidn de la

103



tasa de activacidén y la tasa de desactivacidédn de las proteinas
de fusidén TACI-Fc variantes al FcRn.

Como se muestra en las Figuras 9A-9H, las
variantes de fusidén TACI-Fc demostraron diversos niveles de
unién a FcRn con diferencias observables en los perfiles de
la tasa de activacién y la tasa de desactivacidén a un pH 6,0
y pH 7,4. Por ejemplo, la fusidén de diferentes regiones de
la subclase de IgGl/IgG2/IgG4 con mutaciones M252Y, S254T y

T256E exhibidé una unidén mejorada como se ilustra mediante

TPP-5260 (sec. con num. de ident.: 50) en comparacidén con
TPP-5272 (sec. con num. de ident.: 51) como se muestra en
las Figuras 9A vy 9D, respectivamente. Un ejemplo que

demuestra esta observacidén para una variante de la subclase
de Fc de IgGl/IgG4 Fc se ilustra mediante TPP-5262 (sec. con
nim. de ident.: 49), que se descubrid exhibia una mayor tasa
de activacidén y amplitud a un pH 7,4 en comparacién con TPP-
5274 (sec. con num. de ident.: 45) (ver las Figuras 9B y 9F,
respectivamente) .

Las variantes TACI-Fc en 1las Figuras 9A-9H
ilustran tasas de desactivacidén més lentas al FcRn humano
cuando las mutaciones M252Y, S254T y T256E estdn presentes
en las diferentes proteinas de fusidén de la subclase
hibrida. TPP-6269 (sec. <con num. de ident.: 25), que

contiene un dominio Fc de IgGl/IgG4 hibrida en combinacidn
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con las mutaciones L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E vy
N434H, exhibidé una dependencia excepcional del pH con una
disminucidén observada en la tasa de activacidén y la amplitud
total de unidén y una tasa de desactivacidén més rapida a un
pH 7,4 en comparacién con pH 6,0 (Figura 9H) como 1lo
confirma la resonancia de plasmén de superficie (SPR/
Biacore) en la Figura 13 del Ejemplo 4.

Ejemplo 4: Mutagénesis diseflada racionalmente de Fc de

IgGl/IgG4 humana para mejorar la unidén dependiente del pH al

FcRn

Guiados por la estructura cristalina publicada del
complejo FcRN:Fc (PDB: 4NQU; Figura 10), se disefid una serie de
mutantes Fc de IgGl/4 de histidina de sustitucidén simple vy
doble (a medida que Fc TACI-D1/D2 se fusiona con etiquetas His
C-terminales) para dirigirse a la interfaz con FcRn,
especialmente a los residuos &acidos E115, E116, D130 y E133 en
el FcRn humano procesado (E138, E139, D253, E256 en
UniprotKB/Swiss-Prot: P55899.1). Las mutaciones seleccionadas
se 1introdujeron en constructos gque contenian una regidén de
dominio TACI D1/D2, una regidén Fc de IgGl/IgG4 quimérica, y una
etiqueta His 6x. Estas proteinas se expresaron a partir de
PCDNA3.1 en células Expi293 vy se purificaron a partir de

sobrenadantes celulares usando las columnas de afinidad de
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niquel de 1 ml HiStrap HP en un sistema de purificaciédn
AKTApure 25 M2 usando un gradiente de imidazol para separar
proteinas monoméricas de agregados.

El efecto relativo de las mutaciones sobre la unidn
de FcRn a un pH 7,4 y 6,0 se evaludé usando el sistema Octet.
Las puntas de estreptavidina se remojaron en PBS durante 15
minutos, se registrd un valor inicial de 60 segundos, se cargd
FcRn Dbiotinilado (10 pg/ml en PBS) durante 200 segundos,
después de una inmersién de 30 segundos en PBS las variantes
Fc (400 nM en PBS) se asociaron durante 120 segundos seguido
de una disociacidén de 120 segundos, con todas las etapas
realizadas a un pH 6,0 o 7,4.

Las Figuras 11A-11D muestran trazas de octeto que
representan la cinética de unidén de variantes de TACI-Fc de
histidina de adicién simple y doble en comparacidédn con TPP-
5274 “WT” (sec. con num. de ident.: 45), qgue contiene un Fc
hibrido de IgGl/IgG4 parental sin las mutaciones afiadidas en
las variantes. Las trazas de octeto en las Figuras 11A-11B se
llevaron a cabo a un pH 7,4; las trazas de octeto en las
Figuras 11C-11D se 1llevaron a cabo a un pH ©6,0. Los
resultados de este estudio identificaron una variante N434H
novedosa, TPP-5721 (sec. con num. de ident.: 60) a medida que
se mejora la afinidad de wunién a FcRn de una manera

dependiente del pH (ver las Figuras 11A, 11C).
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Para investigar ademés las propiedades de unidn
dependientes del pH mejoradas conferidas por la mutacidén N434H,
se llevaron a cabo estudios de unidén adicionales con el sistema
Octet RED96e (ForteBio) wusando TPP-5957 (sec. con num. de
ident.: 30) y TPP-5958 (sec. con num. de ident.: 31) a un pH
6,0 (Figura 127A) vy pH 7,4 (Figura 12B). Tanto TPP-5957 como
TPP-5958 contienen las sustituciones de aminodcidos, L234F,
L235E, M252Y, S254T y T256E. Sin embargo, TPP-5958 incluye
ademds la mutacidédn N434H. Los resultados de esta comparacién
son consistentes con la mutacidén N434H que confiere propiedades
de unidén dependientes del pH mejoradas.

Las propiedades de unién de las variantes de TACI-
Fc se evaluaron ademéds mediante el andlisis SPR/ Biacore. En
estos experimentos, las variantes de TACI-Fc se
inmovilizaron directamente en la superficie de un chip CM5
expuesto a inyecciones de FcRn (Biotechne, catdlogo nUm.
8639-FC) en diversas concentraciones a un pH 7,4 y pH 6,0
usando un sistema Biacore T200. Las superficies se
regeneraron con 50 mM de NaOH vy se determinaron 1los
paradametros cinéticos de unidén. Todos los andlisis Biacore se
realizaron siguiendo WPD-PC-050-02D, “Andlisis cinético de
interacciones proteina-proteina con inmovilizacidén directa
de ligando usando resonancia de plasmén de superficie”. Los

datos de pH 7,4 y pH 6,0 se procesaron de acuerdo con el
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protocolo Biacore usando el software de evaluacidn Biacore
con doble referenciacién.

En una modalidad ilustrativa, TPP-6269 se evalud
mediante SPR/Biacore. TPP-6269 (sec. con num. de ident.: 25)
se disefi®6 genéticamente con una regidén Fc de IgGl/ 1IgG4
hibrida con las mutaciones antes mencionadas en TPP-5958
(L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E y N434H). A partir de
este andlisis, se descubridé que TPP-6269 exhibia una unidn
excepcional dependiente del pH al FcRn humano mediante SPR/
Biacore (Figuras 13A, 13B). A un pH de 7,4 en soluciédn
salina regulada con fosfato (PBS), TPP-6269 se unidé al FcRn
a una afinidad de unién (Kp) de 928 nM a un pH 7,4 y una
afinidad de unidn (Kp) de 3,82 nM a un ©pH 6,0, un
diferencial de 244 veces (Figura 13C).

ejemplo 5: unidén simultdnea de variantes de TACI-Fc a una

linea celular que expresa FcRn humano y BAFF por citometria

de flujo

Se llevé a cabo un anaédlisis de citometria de flujo
para determinar si las variantes de TACI-Fc pueden unirse
simultdneamente a BAFF (Biotechne, catdlogo num. 7537-BF-
025/CF, biotinilado) y FcRn humano usando una linea celular
estable de FcRn humano CHO-K1 (Genscript, cat. num. M00603).

Las células CHO-K1/FcRn se colocaron en placas a 100.000
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células por pocillo en PBS (pH 6,0), se combinaron con 1 uM
de variantes de TACI-Fc en 0,5 % de BSA (pH 6,0), vy se
incubaron durante 60 minutos a 4 °C. Las células se lavaron
3x con 100 pl 0,5 % de BSA (pH 6,0) y se anadidé 10 ug/ml de
BAFF-biotina en 0,5 % de BSA (pH 6,0) a las células que se
incubaron después durante 60 minutos a 4 °C. Las células se
lavaron 3x y se afiadié 5 pg/ml de 0,5 % de BSA (pH 6,0) a
las células que se incubaron después durante 30 minutos en
hielo. Las células se lavaron, se etiquetaron con 5 pg/ml de
Streptavidin-Alexa-Fluor™ 488 (Invitrogen, catdlogo num.
532354) en 0,5 % de BSA (pH 6,0), y se incubaron durante 30
minutos en hielo. Las células se lavaron 3x, se
resuspendieron en 100 pl 0,5 % de BSA (pH 6,0) vy se
analizaron usando un citémetro de flujo LSRII Fortessa (BD,
configuracidén personalizada) .

En este ensayo, una intensidad media de
fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés) positiva mayor
que el BAFF etiquetado demuestra la unidén simulténea de las
variantes de TACI-Fc al BAFF asi como FcRn en las células. La
Figura 14A muestra un grafico que resume la relacidén de
intensidad media de fluorescencia (MFI), consistente con la
unién simultédnea del dominio TACI tanto al BAFF como FcRn
etiquetados en una linea celular que expresa FcRn humano. Las

Figuras 14B-14D son histogramas que muestran la unidn
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simultdnea de TPP-5954 (Figura 14B), TPP-5957 (Figura 14C) vy
TPP-5958 (Figura 14D) a la unién de FcRn y BAFF en
comparacidén con el BAFF etiquetado (es decir, BAFF-biotina +
Streptavidin-Alexa-Fluor™ 488 (SA-488)) que se une solo a las
variantes de TACI-Fc.

Ejemplo 6: Las variantes TACI-Fc bloquean la unidén de IgG a

una linea celular que expresa FcRn humano

Un analisis de citometria de flujo se empled para
examinar la capacidad de las variantes de TACI-Fc para bloquear
la unidén de IgGl a FcRn en una linea celular de FcRn CHO-K1/hU.
Brevemente, las células de FcRn HO-Kl/hu se colocaron en placas
a 100.000 células por pocillo en PBS (pH 6,0), se combinaron
con 1 pM de variantes de Fc de FcRn en 0,5 % de BSA (pH 6,0) vy
se incubaron después durante 60 minutos a 4 °C. Las células se
lavaron 3x con 100 pl 0,5 % de BSA (pH 6,0). Se afadid IgGl
humana etiquetada con ficoeritrina (IgGl-PE, Southern Biotech,
catdlogo num. 0151K-09) a 100 pg/ml en 0,5 % de BSA (pH 6,0) en
diversas cantidades y se incubdé durante 30 minutos a 4 °C. Las
células se lavaron 2x, se resuspendieron en 100 pl 0,5 % de BSA
(pH 6,0) y se analizaron usando un citémetro de flujo LSRII
Fortessa (BD, configuracidén personalizada).

Las células CHO-K1 que expresan FcRn tratadas con

IgG exhibieron un nivel de referencia de fluorescencia (MFI)
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que refleja la unidén de IgGl-PE a FcRn celular. Sin embargo,
como se muestra en las Figuras 15A y 15B, cuando las proteinas
de fusidén TACI-Fc se titularon en los cultivos celulares a una
concentracidén creciente, se redujeron (es decir, superaron) la
seflal producida a partir de la unién de IgGl-PE a FcRn. La
reduccién de sefial de IgGl-PE se grafica como una relacidédn de
intensidad media de fluorescencia (MFI) con sefial de fondo
(Figura 15A) o MFI sin procesar (Figura 15B). Los diferentes
perfiles de unidén de las variantes de TACI-Fc a FcRn en la
Figura 15B muestran que las afinidades mas débiles con FcRn se
trasladan en potencias mas bajas en este ensayo de competencia
de IgGl humana basado en células.

Los resultados en las Figuras 15A y 15B confirman
que las proteinas de fusidén TACI-Fc pueden bloquear la unidn
de IgG a una linea celular que expresa FcRn humano.

Ejemplo 7: La secuencia enlazadora entre los dominios TACI vy

Fc aumenta la estabilidad de las proteinas

Para examinar si la inclusién de ciertos aminoéacidos
o0 péptidos puede aumentar el punto isoeléctrico de las
proteinas de fusidén TACI-Fc puede aumentar la estabilidad de la
proteina, se insertdé un enlazador polipeptidico de punto
isoeléctrico alto (pI) entre el dominio TACI y el dominio Fc de

IgG y se compard con otras variantes sin el enlazador. Entre

111



las wvariantes de TACI-Fc evaluadas que se identifican en las
Figuras 16A-16B, TPP-5776 (sec. con num. de ident.: 28) y TPP-
5780 (sec. con num. de ident.: 35) incluyen el enlazador de pl
alto GGRSSKARSSSRGGGRGG (“enlazador PI”, sec. con num. de
ident.: 8). TPP-5776 1incluye ademds las mutaciones M252Y,
S254T, y T256E. TPP-5777 (sec. con num. de ident.: 71) y TPP-
5779 (sec. con num. de ident.: 36) no contienen el enlazador
PI, mientras que TPP-5791 (sec. con num. de ident.: 34)
contiene el enlazador (AGGGG)3 (sec. con num. de ident.: 7).

Se realizaron ©pruebas de estabilidad acelerada
sobre las proteinas de fusidén TACI-Fc anteriores al
incubarlas a 37 °C durante un total de 3 semanas. Se realizd
cromatografia de exclusidén por tamafio (SEC) wusando un
regulador de fase mévil de 0,15 M de regulador de fosfato de
sodio a un pH 7,0 en fusiones TACI-Fc en columna de 20 nug
con una velocidad de flujo de 0,7 ml/min a una longitud de
onda de 280 nm. Como se muestra en las Figuras 16A-163B,
cuando se incubaron a 37 °C durante un total de 3 semanas,
las proteinas de fusidén TPP-5776 (sec. con num. de ident.:
28) y TPP-5780 (sec. con nUm. de ident.: 35) que contenian
el enlazador de punto isoceléctrico alto (PI) exhibieron
mayor porcentaje de mondémeros y una agregacidédn reducida con
el tiempo en comparacién con TPP-5777 (sec. con num. de

ident.: 71) y TPP-5779 (sec. con num. de ident.: 36:), que
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no contienen el enlazador PI. Se observd ademds que la
inclusidén del enlazador PI dio como resultado una menor
agregacidédn durante el proceso de purificacidn.

Ejemplo 8: La unidédn mejorada a FcRn con bloqueo de BAFF y

APRIL reduce aditivamente los niveles de inmunoglobulina in

vitro e in vivo

Se evalub TPP-6269 (sec. con num. de ident.: 25) por
su capacidad de reducir las IgG, las IgM y células B maduras
después del tratamiento in vivo de ratones con hemocianina de
lapa ojo de cerradura (KLH). La Figura 17A muestra el disefio de
estudio in vivo de este experimento. El dia 0, los ratones se
inmunizaron por via subcutédnea con 0,5 mg de KLH en 0,1 ml de
PBS. Los ratones de control recibieron solo PBS. Los dias 1-7,
se administrd por via intravenosa TPP-6269 a los ratones a
dosis diarias de 5 mg/kg. El suero se recolectd después de la
dosis del dia 7 para medir IgM e IgG anti-KLH, asi como los
niveles totales de IgM e IgG. El1 dia 8, se sacrificaron 5
ratones por grupo y se recolectaron sus bazos y se procesaron
individualmente como suspensiones unicelulares. Se
contabilizaron los numeros absolutos de células B220+ y células
T CD4+ de esplenocitos de ratdn mediante citometria de flujo,
cuyos resultados se muestran en la Figura 17B. Los niveles

séricos resultantes de anticuerpos de IgM e IgG anti-KLH se
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muestran en la Figura 17C. Los niveles séricos resultantes de
anticuerpos de IgM e IgG totales se muestran en la Figura 17D.

Los resultados en las Figuras 17B-17D muestran que
TPP-6269 exhibe resultados similares a los componentes
proteicos individuales evaluados en los ensayos funcionales.
La Figura 17B muestra que los niveles de células B220+ de
ratdén se redujeron significativamente en respuesta a la
administracién de 5 mg/kg de TPP-6269. En contraste, 1los
niveles de células T CD4+ no se vieron afectados
significativamente. Las Figuras 17C y 17D muestran que el
bloqueo mediado por TPP-6269 de la actividad de FcRn dio
como resultado niveles significativamente reducidos de IgM
anti-KLH e IgG anti-KLH (Figura 17C), asi como niveles
significativamente reducidos de IgM total e IgG total
(Figura 17D).

Ejemplo 9: Efectos del dominio Fc mejorado sobre el

aclaramiento de IgG humana in vivo en ratones con FcRn humano

Con su dominio Fc mejorado, TPP-6269 se evalud
ademds por su capacidad para promover la eliminacién de
anticuerpos de IgG humana (biotina-hIgG) en un ratdn
transgénico Tg32 con muFcRn-/-, huFcRn. En la medida en que
los ratones Tg32 sufren de hipogammaglobulinemia debido a 1la

baja afinidad de las IgG de ratdn para hFcRn, proporcionan un
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modelo Util para rastrear directamente la disminucidédn de IgG
in vivo.

La Figura 18A muestra el disefio de un experimento
para evaluar la disminucidén de IgG por TPP-6269 in vivo. E1
dia 0, se administrdé una dosis en bolo grande de biotina-hIgG
(245 mg/kg) a los ratones transgénicos Tg32 por inyeccidn
intravenosa (i.v.). Se administrdé TPP-6269 (20 mg/kg vy
60 mg/kg) o un control de vehiculo por i.v. 49 horas después
de la dosificacién de 1IVIg, mientras que las muestras de
suero se recolectaron en serie 48 horas, 72 horas, 96 horas y
120 horas después de la dosificacidén de IVIg. Los niveles
circulantes de Dbiotina-IgG restantes en el suero en 1los
diversos puntos de recoleccidén se midieron usando el kit PK
genérico Gyrolab (Gyrolab, catdlogo num. P0020499). Al
ejecutar el suero como la primera etapa sobre las perlas
recubiertas con estreptavidina en la columna de captura de
afinidad de acuerdo con la CD de Gyrolab Biocaffy, la IgG
biotina-humana en circulacidén se capturd directamente de
manera que las IgG pudieran detectarse con el reactivo de
deteccidén incluido para determinar el % de IgG humanas
totales en los ratones.

Como se muestra en la Figura 18B, el tratamiento de
ratones Tg32 con TPP-6269 (20 mg/kg vy 60 mg/kg) redujo

significativamente la concentracidén plasmética de biotina-hIVIg
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en comparacidén con el grupo de control tratado con vehiculos de
una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 10: Farmacocinética mejorada del dominio Fc en ratones

con FcRn humano

Para determinar si un dominio Fc mejorado
proporciona propiedades farmacocinéticas (PK) mejoradas, se
utilizaron ratones con FcRn humano (mFcRn-/-, hacen Tg32) y se
evaludé TPP-6269 como un ejemplo. Después de la inyeccidén de
TPP-6269 en los ratones, se determindé la Cméx. a partir de
sangre recolectada 10 min después de la inyeccidn del férmaco.
Se obtuvieron extracciones de sangre en serie durante un
periodo de 21 dias y se midieron directamente los niveles de
fadrmaco circulantes usando el kit PK genérico Gyrolab (cat.
nim. P0020499). Basandose en los resultados mostrados en la
Figura 19, se descubrié que la variante de Fc disefiada
genéticamente exhibia wuna vida %% de 53,7 horas calculadas
usando una regresidén no lineal de desintegracidédn en dos fases

en GraphPad Prism, versidén 9.3.1.

SINTESIS DE SECUENCIAS

Sec. con num. de ident.: 1

TACI_DR1/DR2-1
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SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYEFCENKLRS

Sec. con num. de ident.: 2
TACI DR1/DR2-2

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCEN

Sec. con num. de ident.: 3
Enlazador EPKSS

EPKSS

Sec. con num. de ident.: 4
Enlazador EPKSS- (AGGGG) 2

EPKSS- (AGGGG) 2

Sec. con num. de ident.: 5
Enlazador EPKSS- (AGGGG) 3

EPKSS- (AGGGG) 3

Sec. con num. de ident.: 6
Enlazador (AGGGG)?2

(AGGGG) 2

Sec. con num. de ident.: 7

Enlazador (AGGGG) 3
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(AGGGG) 3

Sec. con num. de ident.: 8
Enlazador PI

GGRSSKARSSSRGGGRGG

Sec. con num. de ident.: 9
Enlazador enlazado a N

GKTKPREEQYNSTYRVVSVLTG

Sec. con num. de ident.: 10
Enlazador A- (EAAAK) 2-AGGGG

A- (EAAAK) 2-AGGGG

Sec. con num. de ident.: 11
Enlazador A-EAAAK-AGGGG

A-EAAAK-AGGGG

Sec. con num. de ident.: 12
Enlazador SA- (EAAAK) 2-AGGGG

SA- (EAAAK) 2-AGGGG

Sec. con num. de ident.: 13

Enlazador SA-EAAAK-AGGGG
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SA-EAAAK-AGGGG

Sec. con num. de ident.: 14
Enlazador GGNGSAEAAAKEAAAKANGTGG

GGNGSAEAAAKEAAAKANGTGG

Sec. con num. de ident.: 15
Enlazador GGNGSAEAAAKEAAAKANGSGG

GGNGSAEAAAKEAAAKANGSGG

Sec. con num. de ident.: 16

IgGl/IgG4-Fc
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FELYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 17

IgGl/IgG4-Fc -- T307A, E380A, N434A
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLAVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVAWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHAHYTQKSLSLSLGK
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Sec. con num. de ident.: 18

IgGl/IgG4-Fc -- Y436L
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHLTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 19

IgGl/IgG4-Fc - L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E, N434H
DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 20

IgGl/IgG4-Fc —-- L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E
DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 21

IgGl/IgG4-Fc —-- L234F, L235E, N434H
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DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPOQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 22

IgGl/IgG4-Fc —-- M252Y, S254T, T256E, N434H
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 23
IgGl/IgG4-Fc - L234F, L235E
DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 24
IgGl/IgG4-Fc — M252Y, S254T, T256E
DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDG

VEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGO
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PREPOQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 25

TPP-6269

TACI DR1/DR2-1, enlazador EPKSS-(AGGGG)2, L234F, L235E, M252Y,
S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSEPKSSAGGGGAGGGGDKT

HTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFFL

YSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEATLHHHYTQOKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 26

TPP-6270

TACI_DRl/DRZ—l, enlazador EPKSS- (AGGGG) 3, L234F, L235E, M252Y,
S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRS EPKSSAGGGGAGGGGAGGG

GDKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDG

VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQP

REPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFF

LYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 27
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TPP-6267
TACI DR1/DR2-1, sin enlazador, ©L234F, L235E, M252Y, S254T,
T256E, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSDKTHTCPPCPAPEFEGGP

SVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
YRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NOQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGN

VEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 28
TPP-5776
TACI DR1/DR2-2, enlazador PI, M252Y, S254T, T256E

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGGRSSKARSSSRGGGRGGDKTH

TCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLY

SRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 29
TPP-5954
TACI DR1/DR2-2, enlazador PI, M252Y, S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGGRSSKARSSSRGGGRGGDKTH

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH

NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
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QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLY

SRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 30
TPP-5957
TACI DR1/DR2-2, enlazador PI, L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGGRSSKARSSSRGGGRGGDKTH

TCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVOEFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY

SRLTVDKSRWQEGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 31

TPP-5958

TACI DR1/DR2-2, enlazador PI, L234F, L235E, M252Y, S254T,
T256E, N434H

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGGRSSKARSSSRGGGRGGDKTH

TCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFELY

SRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 32

TPP-5975
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TACI_DRl/DRZ—Z, enlazador PI, L234F, L235E

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGGRSSKARSSSRGGGRGGDKTH

TCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFFLY

SRLTVDKSRWQOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 33
TPP-5977
TACI DR1/DR2-2, enlazador PI, L234F, L235E, N434H

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGGRSSKARSSSRGGGRGGDKTH

TCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY

SRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 34
TPP-5791
TACI DR1/DR2-2, enlazador enlazado a N

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGKTKPREEQYNSTYRVVSVLTGD

KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVE

VHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE

POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFELY

SRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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Sec. con num. de ident.: 35
TPP-5780
TACI DR1/DR2-2, enlazador PI

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGGRSSKARSSSRGGGRGGDKTH

TCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY

SRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 36
TPP-5779
TACI DR1/DR2-2, sin enlazador

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVV
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 37
TPP-5792
TACI DR1/DR2-2, enlazador enlazado a N, N434A

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENGKTKPREEQYNSTYRVVSVLTGD

KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOEFNWYVDGVE
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VHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLAVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVAWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFEFLY

SRLTVDKSRWQEGNVFEFSCSVMHEALHAHYTQOKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 38
TPP-5298
TACI DR1/DR2-2, sin enlazador, Y436L

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFEL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVV
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESC

SVMHEALHNHLTQKSLSLSLGK

SEC. CON NUM. DE IDENT.: 39

Proteina TACI
MSGLGRSRRGGRSRVDQEERFPQGLWTGVAMRSCPEEQYWDPLLGTCMSCKTICNHQSQRTCA
AFCRSLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSPVNLPPELRRQRSGEV
ENNSDNSGRYQGLEHRGSEASPALPGLKLSADQVALVYSTLGLCLCAVLCCFLVAVACFLKKR
GDPCSCQPRSRPRQSPAKSSQDHAMEAGSPVSTSPEPVETCSFCFPECRAPTQESAVTPGTPD

PTCAGRWGCHTRTTVLQPCPHIPDSGLGIVCVPAQEGGPGA

Sec. con num. de ident.: 40

Dominio extracelular de TACI con péptido sefial
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MSGLGRSRRGGRSRVDQEERFPOGLWTGVAMRSCPEEQYWDPLLGTCMSCKTICNHQSQRT
CAAFCRSLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSPVNLPPELRROR

SGEVENNSDNSGRYQGLEHRGSEASPALPGLKLSADQVALVYS

Sec. con num. de ident.: 41
TACI CRD1

CPEEQYWDPLLGTCMSCKTICNHQSQRTCAAFCRSLSCRKEQGKEFYDHLLRDC

Sec. con num. de ident.: 42
Repeticién de TNFR rica en cisteina por TACI (DR1)

CPEEQYWDPLLGTCMSCKTICNHQSQRTCAAFC

Sec. con num. de ident.: 43
TACI CRD2
CASICGQHPKQCAYFCENKLRSPVNLPPELRRORSGEVENNSDNSGRYQGLEHRGSEASPA

LPGLKLSADQVALVYS

Sec. con num. de ident.: 44
Repeticién de TNFR rica en TACI cisteina (DR2)

CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYEFCEN

Sec. con num. de ident.: 45
TPP-5274

TACI DR1/DR2-2, sin enlazador, M228L, N434S
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SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVV
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESC

SVLHEALHSHYTQKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 46

TPP-7165

TACI DR1/DR2-1, A-(EAAAK)2-AGGGG, L234F, L235E, M252Y,
S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSAEAAAKEAAAKAGGGGDK

THTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFF

LYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 47

TPP-7166

TACI_DRl/DRZ—Z, enlazador SA- (EAAAK) 2-AGGGG, L234F, L235E,
M252Y, S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENSAEAAAKEAAAKAGGGGDKTHT

CPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHN

AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ
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VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYS

RLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 48

TPP-7167

TACI DR1/DR2-2, enlazador SA-EAAAK-AGGGG, L234F, L235E,
M252Y, S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENSAEAAAKAGGGGDKTHTCPPCP

APEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVD

KSRWOQEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 49

TPP-5262

TACI DR1/DR2-2, enlazador (AGGGG)3, M252Y, S254T, T256E, ,
6xHis

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL

FPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVV

SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS

LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 50
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TPP-5260
TACI DR1/DR2-2, sin enlazador, M252Y, S254T, T256E, 6xHis

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL

FPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVV
SVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYNTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 51
TPP-5272
TACI DR1/DR2-2, sin enlazador, 6xHis

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFEFL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVV
SVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYNTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 52

TPP-5317

TACI_DRl/DRZ—Z, sin enlazador (AGGGG)3, M252Y, S5254T, T256E,
bxHis

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL

FPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPQVQFKWYVDGVEVHNAKTKLREEQYNSTEFRVV

SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
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LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYNTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC

SVMHEALHNHYTQOKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 53
TPP-5273
TACI DR1/DR2-2, enlazador (AGGGG)3, 6xHis

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPQVQFKWYVDGVEVHNAKTKLREEQYNSTEFRVV
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYNTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC

SVMHEAL, HNHYTOKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 54
TPP-5275
TACI DR1/DR2-2, sin enlazador, 6xHis

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPOQVKENWYVDGVQVHNAKTKPREQQYNSTYRVV
SVLTVLHONWLDGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNDGEPENYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 55
TPP-6265

TACI DR1/DR2-1, enlazador (AGGGG)3, M252Y, S254T, T256E
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SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSAGGGGAGGGGAGGGGDKT

HTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQOPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFL

YSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHHHYTOKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 56
TPP-6458
TACI DR1/DR2-1, L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSDKTHTCPPCPAPEFEGGP

SVEFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVOQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENST
YRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NOQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN

VEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 57
TPP-4286
TACI DR1/DR2-1, enlazador EPKSS, etiqueta FLAG

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSEPKSSDKTHTCPPCPAPEAE

GAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS

TYRVVSVLTVLHQOQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN

QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVES

CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGSGGSGGDYKDDDDK
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Sec. con num. de ident.: 58
TPP-4291
TACI_DRl/DRZ—l (L82H), enlazador EPKSS, etiqueta FLAG

SLSCRKEQGKFYDHHLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSEPKSSDKTHTCPPCPAPEAE

GAPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVE'S

CSVMHEALHNHYTQOKSLSLSPGKGGSGGSGGDYKDDDDK

Sec. con num. de ident.: 59
TPP-5726
TACI-DR1/DR2-2, sin enlazador, M252H, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFEFL

FPPKPKDTLHISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVV
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESC

SVMHEATLHHHYTQOKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 60
TPP-5721
TACI-DR1/DR2-2, sin enlazador, N434H

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL

FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVV

SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
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LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESC

SVMHEALHHHYTQKSLSLSLGKHHHHHH

Sec. con num. de ident.: 61

enlazador EPKSS- (AGGGG)?2, L234F, L235E, M252Y, S254T, T2560E,
N434H
EPKSSAGGGGAGGGGDKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDV
SQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKG
LPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE

NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 62

enlazador EPKSS- (AGGGG)3, L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E,
N434H
EPKSSAGGGGAGGGGAGGGGDKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTC
VVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLS

LG

Sec. con num. de ident.: 63
enlazador PI, L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E, N434H
GGRSSKARSSSRGGGRGGDKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVV

VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
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NKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNG
OPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

K

Sec. con num. de ident.: 64

enlazador A-(EAAAK)2-AGGGG, L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E,
N434H
AEAAARKEAAAKAGGGGDKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVD
VSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP

ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 65

enlazador SA- (EAAAK)2-AGGGG, L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E,
N434H
SAEAAAREAAARKAGGGGDKTHTCPPCPAPEFEGGPSVEFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ

PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 66
SA-EAAAK-AGGGG, L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E, N434H
SAEAAAKAGGGGDKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQE

DPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPS
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SIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNY

KTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLG

Sec. con num. de ident.: 67

TPP-6419

TACI DR1/DR2-1, enlazador EPKSS-(AGGGG)2, L234F, L235E, M252Y,
S254T, T256E, N434H

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLRSEPKSSAGGGGAGGGGDKT

HTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFFL

YSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEATLHHHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 68

TPP-6777

TACI DR1/DR2-2, sin enlazador, M252Y, S254T, T256E, M247L,
N253S

SLSCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL

FPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVOEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVV

SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS

LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESC

SVLHEALHSHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 69
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TPP-6269

Secuencia de nucledtidos

AGCCTGTCTTGTAGAAAAGAGCAGGGCAAGTTCTACGACCATCTGCTGAGAGACTGCATCA

GCTGCGCCAGCATTTGCGGACAGCACCCTAAGCAGTGCGCCTACTTCTGCGAGAACAAGCT

GAGAAGCGAGCCTAAATCTTCTGCCGGCGGAGGCGGAGCTGGTGGTGGCGGAGATAAGACA

CACACCTGTCCTCCATGTCCTGCTCCAGAGTTTGAAGGCGGCCCTAGCGTGTTCCTGTTTC

CTCCAAAGCCTAAGGACACCCTGTACATCACCCGCGAGCCTGAAGTGACATGTGTGGTGGT

GGACGTGTCCCAAGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTG

CACAACGCCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAACAGTTCAACAGCACCTACAGAGTGGTGTCCG

TGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAA

CAAGGGCCTGCCTAGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCAAGGGAA

CCTCAGGTTTACACCCTGCCTCCAAGCCAAGAGGAAATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGA

CCTGCCTGGTCAAGGGCTTCTACCCTTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAATGGCCA

GCCTGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTTCTG

TACTCCCGGCTGACAGTGGACAAGAGCAGATGGCAAGAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCTG

TGATGCACGAAGCCCTGCACCACCACTACACCCAGAAGTCTTTGAGCCTGAGCCTGGGC

Sec. con num. de ident.: 70

TPP-6419

Secuencia de nucledtidos

AGCCTGTCTTGTAGAAAAGAGCAGGGCAAGTTCTACGACCATCTGCTGAGAGACTGCATCA

GCTGCGCCAGCATTTGCGGACAGCACCCTAAGCAGTGCGCCTACTTCTGCGAGAACAAGCT

GAGAAGCGAGCCTAAATCTTCTGCCGGCGGAGGCGGAGCTGGTGGTGGCGGAGATAAGACA

CACACCTGTCCTCCATGTCCTGCTCCAGAGTTTGAAGGCGGCCCTAGCGTGTTCCTGTTTC
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CTCCAAAGCCTAAGGACACCCTGTACATCACCCGCGAGCCTGAAGTGACATGTGTGGTGGT

GGACGTGTCCCAAGAGGACCCCGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTG

CACAACGCCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAACAGTTCAACAGCACCTACAGAGTGGTGTCCG

TGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAA

CAAGGGCCTGCCTAGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCAAGGGAA

CCTCAGGTTTACACCCTGCCTCCAAGCCAAGAGGAAATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGA

CCTGCCTGGTCAAGGGCTTCTACCCTTCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAATGGCCA

GCCTGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCTGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTTCTG

TACTCCCGGCTGACAGTGGACAAGAGCAGATGGCAAGAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCTG

TGATGCACGAAGCCCTGCACCACCACTACACCCAGAAGTCTTTGAGCCTGAGCCTGGGCAA

G
Sec. con num. de ident.: 71
TPP-5777

TACI DR1/DR2-2, sin enlazador, M428L/N434S

SLSCRKEQGKEFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL

FPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVV
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESC

SVLHEALHSHYTQKSLSLSLGK

Sec. con num. de ident.: 72

IgGl/IgG4-Fc - L234F, L235E, M252Y, S254T, T256E, N434H
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DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPOQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHHHYTQKSLSLSLGK

Equivalentes

Los expertos en la técnica reconoceradn o podran
determinar, usando no mas que experimentacidn rutinaria, muchos
equivalentes de las modalidades especificas de la invencidn
descritas en la presente. Tales equivalentes pretenden estar

incluidos en las siguientes reivindicaciones.
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