POLIPEPTIDO DE FRAGMENTO Fc PARA PRODUCIR POLIPEPTIDOS
DE FUSION Y CONJUGADOS TERAPEUTICAMENTE ACTIVOS

CAMPO DE LA INVENCION

Se ha descubierto que es posible modificar la unién de un anticuerpo o
construccion de fusion basada en un polipéptido de fragmento Fc a FCRn y
FcyRs cambiando los residuos de aminoacidos en el polipéptido de fragmento
Fc. Los conjugados y los constructos de fusion basados en los polipéptidos de
la region Fc descritos en este documento se pueden utilizar, por ejemplo, para
tratar enfermedades que requieren tiempos de retencion especificamente

seleccionados para la administracion sistémica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los receptores del dominio Fc de la inmunoglobulina (FCR) se dividen en
dos clases principales: los que participan en funciones efectoras, tales como
los FcR para IgG (Fc RI, Il y 1ll), IgE (Fc RI) e IgA (FcaRl), y los que son
responsables del transporte de inmunoglobulinas a través de las superficies
epiteliales, en concreto, el receptor polimérico IgA (plgR) y FcRn, el

transportador de IgG neonatal.

El receptor Fc neonatal (FcRn) es importante para la via metabdlica de
los anticuerpos IgG in vivo . La funcion del FcRn es rescatar a la IgG de tipo
salvaje del proceso de degradacion lisosomal, lo que produce una reduccion
de la depuracion y un aumento de la vida media de la inmunoglobulina. El
receptor Fc neonatal es una proteina heterodimérica que consta de dos
polipéptidos: una proteina similar al complejo principal de histocompatibilidad
de clase | de 50 kDa (a-FcRn) y una B2-microglobulina (32m) de 15 kDa. El



FcRn se une con alta afinidad a la porcion CH2-CH3 de la region Fc del
anticuerpo 1gG. La interaccion entre un anticuerpo de clase IgG y FcRn
depende del pH y se produce en una proporcion estequiométrica de 1:2, es
decir, una molécula de anticuerpo IgG puede interactuar con dos moléculas de
FcRn a través de sus dos polipéptidos de la region Fc de cadena pesada
(véase, por ejemplo, HUBER A.H., et al., "Crystallization and stoichiometry of
binding of a complex between a rat intestinal Fc receptory Fc" (Cristalizacion
y estequiometria de la union de un complejo entre un receptor Fc intestinal de
rata y Fc), Journal of molecular biology, 1993, V. 230, N. 3, p.1077-1083).

Por lo tanto, las propiedades y las caracteristicas de unidén de las
moléculas 1gG con relacion a FcRn in vitro son indicativas de su

farmacocinética in vivo en sangre.

El fragmento Fc del anticuerpo también interactua con varios receptores
y ligandos Fc que median las funciones efectoras de las células inmunitarias.
Esta familia de receptores incluye Fc-gamma Rl (CD64), incluidas las
isoformas: Fc-gamma Rla, Fc-gamma RIb y Fc-gamma Rilc; Fc-gamma RI|
(CD32), incluidas las isoformas: Fc-gamma Rlla, Fc-gamma Rllb (incluidas Fc-
gamma RlIb-1y Fc-gamma RIIb-2) y Fc-gamma Rllc; y Fc-gamma RIIl (CD16),
incluidas las isoformas Fc-gamma Rllla y Fc-gamma RIllb (véase
NAGELKERKE SQ, KUIJPERS TW, "Immunomodulation by IVIg y the role of
Fc-gamma receptors: classic mechanisms of action after all?"
(Inmunomodulacién por IglV y el papel de los receptores Fc-gamma:
Jmecanismos de accion clasicos al fin y al cabo?) Frontiers in immunology,
2015, V. 5, p.674).

Se sabe que los receptores Fc-gamma tienen el dominio extracelular que
media la interaccion con Fc, la region unida a la membrana y el dominio
intracelular que puede mediar algunos eventos de sefnalizacion dentro de una

célula. Estos receptores se expresan en una variedad de células inmunitarias,



incluyendo monocitos, macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, eosinofilos,
mastocitos, plaquetas, células B, linfocitos granulares grandes, células de
Langerhans, células asesinas naturales (NK) y células T. La formacion del
complejo Fc/Fc-gamma-R media las interacciones de estas células efectoras
con antigenos, lo que generalmente da como resultado la sefializacion celular
y respuestas inmunologicas posteriores importantes, tales como la liberacion
de mediadores inflamatorios, la activacion de células B, la endocitosis, la
fagocitosis y la citotoxicidad anticuerpo-dependiente. La capacidad de mediar
la funcion efectora fagotdéxica es un mecanismo potencial para ejercer la
defensa antiinfecciosa de los anticuerpos (véase NAGELKERKE S. Q.
KUIJPERS T. W., Immunomodulation by IVIg y the role of Fc-gamma
receptors: classic mechanisms of action after all?, Frontiers in immunology,
(Inmunomodulacion por IglV y el papel de los receptores Fc-gamma:
¢Jmecanismos de accion clasicos al fin y al cabo?)), Frontiers in immunology,
2015, V. 5, p. 674).

La interaccion entre FcRn y la regién Fc del anticuerpo IgG involucra
varios residuos de aminodacidos de los dominios CH2 y CH3 de cadena pesada.
Los residuos de aminoacidos involucrados en la interaccion con FcRn se
localizan comenzando desde aproximadamente la posicion 243 segun la
numeracion de la UE hasta la posicion 261 segun la numeracion de la UE,
desde aproximadamente la posicion 275 segun la numeracion de la UE hasta
la posicion 293 segun la numeracion de la UE, desde aproximadamente la
posicion 302 segun la numeracion de la UE hasta la posicion 319 segun la
numeracion de la UE, desde aproximadamente la posicion 336 segun la
numeracion de la UE hasta la posicion 348 segun la numeracion de la UE, en
la posicion 408 segun la numeracion de la UE, y desde aproximadamente la
posicion 424 segun la numeracion de la UE hasta la posicion 440 segun la
numeracion de la UE. Mas especificamente, los siguientes residuos de
aminoacidos segun la numeracion de la UE de Kabat intervienen en la region
Fcy lainteraccion FcRn: F243, P244, P245 P, K246, P247, K248, D249, T250,



L251, M252, 1253, S254, R255, T256, P257, E258, V259, T260, C261, F275,
N276, W277,Y278,V279, D280, V282, E283, V284, H285, N286, A287, K288,
1289, K290, P291, R292, E293, V302, V303, S304, V305, L306, T307, V308,
L309, H310, Q311, D312, W313, L314, N315, G316, K317, E318, Y319, 1336,
S337, K338, A339, K340, G341, Q342, P343, R344, E345, P346, Q347, V348,
C367, V369, F372, Y373, P374, S375, D376, 1377, A378, V379, E380, W381,
E382, S383, N384, G385, Q386, P387, E388, N389, Y391, T393, S408, S424,
C425, S426, V427, M428, H429, E430, A431, L432, H433, N434, H435, Y436,
T437, Q438, K439, y S440.

Las investigaciones que utilizan mutagénesis dirigida al sitio mostraron
que los sitios criticos para la union a FcRn dentro de la regidn Fc de 1gG son
la histidina 310, la histidina 435 y la isoleucina 253; y, en menor medida,
histidina 433 y tirosina 436 (véanse , por ejemplo, KIM JK et al., “Mapping the
site on human IgG for binding of the MHC class | - related receptor, FcRn”,
European journal of immunology, 1999, V. 29, N. 9, p.2819-2825 ; RAGHAVAN
M. et al, “Analysis of the pH dependent of the neonatal Fc
receptor/immunoglobulin G interaction using antibody y receptor variants”,
Biochemistry, 1995, V. 34, N. 45, p.14649-14657 ; MEDESAN C. et al.,
“‘Delineation of the amino acid wastes involved in transcytosis y catabolism of
mouse 1gG1”, The Journal of Immunology, 1997, V. 158, N. 5, (pag..2211-
2217).

Se conocen métodos para mejorar la unién de IgG a FcRn que se
lograron mediante la mutacion de varios residuos de aminoacidos dentro de
IgG: treonina 250, metionina 252, serina 254, treonina 256, treonina 307, acido
glutamico 380, metionina 428, histidina 433 y asparagina 434 (ver, por ejemplo,
KUO T. T. et al., Neonatal Fc receptor: from immunity to therapeutics, Journal
of clinical immunology, 2010, V. 30, N. 6, p.777-789).



Los estudios de las interacciones entre inmunoglobulinas y FcyR
revelaron que los sitios de union para C1q y FcyR se encuentran dentro del
dominio CH2 de IgG. Un analisis de mutagénesis del mAb IgG2b identifico
acido glutamico, lisina y residuos de lisina en las posiciones 318, 320 y 322,
respectivamente, como motivos de unidon esenciales para C1q. Ademas, los
residuos de aminoacidos en las posiciones 234-238 intervienen en la
interaccion de alta afinidad de IgG2a de raton con Fc RI. Asimismo, se ha
demostrado que la sustitucion del acido aspartico por alanina en la posicion
265 (D265A) elimina la interaccion de la IgG1 de raton con los Fc Rllby Fc RIII
de baja afinidad ( BAUDINO L. et al., Crucial role of aspartic acid at position
265 in the CH2 domain for murine IgG2a y 1gG2b Fc-associated effector
functions, The Journal of Immunology, 2008, V. 181, N. 9, p.6664-6669 ).

Por lo tanto, para algunas aplicaciones terapéuticas, es conveniente
evitar la activacion del complemento y de los receptores FcyR. Por ejemplo, no
es deseable estimular el complemento cuando se administran polipéptidos
terapéuticamente activos fusionados a fragmentos Fc de anticuerpos (véase ,
por ejemplo , CAPON DJ et al., Designing CD4 immunoadhesins for AIDS
therapy (Disefio de inmunoadhesinas CD4 para la terapia del SIDA), Nature,
1989, V. 337, N. 6207, p. 525-531 ). Ademas, debido a la afinidad relativamente
menor de la 1IgG2 e 1IgG4 humana por los receptores FcyR y los receptores de
complemento (en BRUHNS P. et al., "Specificity y affinity of human Fcy
receptors y  their polymorphic variants for human IgG subclasses,”
(Especificidad y afinidad de los receptores Fcy humanos y sus variantes
polimorficas para las subclases de IgG humana), Blood, The Journal of the
American Society of Hematology, 2009, V. 113, N. 16, p.3716-3725 ), estas
dos subclases se utilizan en el desarrollo de anticuerpos monoclonales
terapéuticos (monoclonal antibodies, mAb) (por ejemplo, denosumab,
natalizumab, panitumumab y eculizumab), en casos en los que se requiere su

minimo efector potencial.



Asi, por ejemplo, el péptido similar al glucagén 1 (GLP-1) se fusion6 con
IgG2 humana para evitar una inmunogenicidad no deseada, y demostré que
tiene propiedades terapéuticas y farmacoldgicas superiores en comparacion
con el GLP-1 nativo en un modelo de un ratdén con diabetes tipo | ( WANG Q.
et al., Novel GLP-1 fusion chimera as potent long performing GLP-1 receptor
agonist (Nueva quimera de fusion de GLP-1 como potente agonista del
receptor de GLP-1 de accion prolongada), PloS one, 2010, V. 5, N. 9, p.e12734
). Sin embargo, también es posible causar una disminucion de la funcién
efectora de un sistema efector activando simultaneamente otro sistema
efector. En particular, se observo que la activacion de los mastocitos mediante
FceR puede suprimirse mediante la activacion simultanea del inhibidor FcyRlIb
( DAERON M. et al., The same tyrosine-based inhibition motif, in the intra-
cytoplasmic domain of FcyRIIB, regulates negatively BCR-, TCR-, y FcR-
dependent cell activation (El mismo motivo de inhibicion basado en tirosina, en
el dominio intracitoplasmatico de FcyRIIB, requla negativamente la activacion
celular dependiente de BCR, TCR y FcR.), Immunity, 1995, V. 3, N. 5, p.635-
646 ), lo que ha estimulado el desarrollo de varias proteinas de fusion Fc que

inhiben la inflamacion y son utiles en el tratamiento del asma alérgico.

En resumen, se puede suponer que introducir ciertas modificaciones en
el fragmento Fc al que esta fusionado o con el que esta conjugado un socio
biolégicamente activo puede mejorar la capacidad de union de la proteina de
fusion a FcRn y reducir su capacidad de unidon a los efectores FcyR, y esto
puede mejorar significativamente las propiedades farmacocinéticas de la

proteina de fusion.

La presente invencion se refiere a la generacidn de polipéptidos de
fragmentos Fc de inmunoglobulina que tienen una alta capacidad de union a
FcRn y una baja capacidad de union a FcyRs, para su uso en la creacion de

polipéptidos de fusion y conjugados terapéuticamente activos.



RESUMEN DE LA INVENCION

Todos los términos y abreviaturas utilizados en esta solicitud tienen los
mismos significados que aquellos generalmente aceptados en la técnica y que

resultan evidentes para los expertos en la materia.

El término "alteracion" significa una mutacidén (sustitucion), insercion
(adicion) o supresion de uno o mas residuos de aminoacidos en un anticuerpo
parental o polipéptido de fusion, por ejemplo, un polipéptido de fusion que
comprende al menos una porcién de uniéon a FcRn de una region Fc, dando
como resultado dicha(s) alteracidn(es) la produccion de un anticuerpo o
polipéptido de fusion modificado. El término "mutacion” significa que un
determinado residuo de aminoacido es reemplazado por otro residuo de
aminoacido. Por ejemplo, la mutacion L234A significa que el residuo de
aminoacido lisina en la posicidén 234 en la region Fc del anticuerpo (polipéptido)
es sustituido por el residuo de aminoacido alanina (sustitucion de lisina por

alanina) (la numeracion corresponde al indice de la UE).

El término "mutacién de aminoacido" significa la sustitucién de al menos
un residuo de aminoacido existente por otro residuo de aminoacido diferente
(es decir, un residuo de aminoacido sustituto). El residuo de aminoacido
sustituyente puede ser un "residuo de aminoacido natural" seleccionado del
grupo que consiste en alanina (cédigo de tres letras: ala, cédigo de una letra:
A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N), acido aspartico (asp, D), cisteina
(cys, C), glutamina (gIn, Q), acido glutamico (glu, E), glicina (gly, G), histidina
(his, H), isoleucina (ile, 1), leucina (leu, L), lisina (lys, K), metionina (met, M),
fenilalanina (phe, F), prolina (pro, P), serina (ser, S), treonina (thr, T), triptéfano
(trp, W), tirosina (tyr, Y) y valina (val, V). El residuo de aminoacido sustituto
puede ser un "residuo de aminoacido no natural", incluido, entre otros, un

estereoisomero D de un "residuo de aminoacido natural”.



El término "insercidn de aminoacidos" significa la insercién (adicional) de
al menos un residuo de aminoacido en una posicion predeterminada en una
secuencia de aminoacidos. En una realizacion de la presente invencion, una
"insercidon" es la insercion de uno, dos, tres 0 mas residuos de aminoacidos.
Los residuos de aminoacidos insertados pueden ser cualquier residuo de

aminoacido natural o no natural, o una combinacion de los mismos.

El término "eliminacion de aminoacidos" significa la eliminacion de al
menos un residuo de aminoacido de una posicion predeterminada en una

secuencia de aminoacidos.

El término "dominio CH2" significa la porcion de un polipéptido de cadena
pesada de anticuerpo que se extiende desde aproximadamente la posicion 231
segun la numeracion de la UE hasta la posicion 340 segun la numeracion de

la UE (sistema de numeracion de la UE de Kabat).

Eltérmino "dominio CH3" significa la porcién de un polipéptido de cadena
pesada de anticuerpo que se extiende desde aproximadamente la posicion 341
segun la numeracion de la UE hasta la posicion 446 segun la numeracion de
la UE.

La "clase" de un anticuerpo se refiere al tipo de su dominio constante de
cadena pesada o region constante. Existen cinco clases principales de
anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y algunas de ellas pueden subdividirse
en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2. Los
dominios constantes de cadena pesada correspondientes a las diferentes

clases de inmunoglobulina se denominan a, 9, €, y y M, respectivamente.

El término "derivado de" significa que una secuencia de aminoacidos se
produce a partir de una secuencia de aminoacidos parental mediante la

introduccion de cambios en al menos una posicion. Dicha secuencia de



aminoacidos alterada difiere de la secuencia parental de aminoacidos
correspondiente, al menos en una posicidn correspondiente (el esquema de
numeracion para las regiones Fc de los anticuerpos se realiza de acuerdo con
el sistema de numeracion del indice EU de Kabat). En una de las realizaciones,
la secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia parental de
aminoacidos difiere en uno o mas residuos de aminoacidos en las posiciones
correspondientes. De manera similar, la secuencia de aminoacidos alterada
tiene una alta identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de
aminoacidos parental. En una de las realizaciones, la secuencia de
aminoacidos que deriva de una secuencia de aminoacidos parental tiene una
identidad de secuencia de aminoacidos del 90 % o mas. En una de las
realizaciones, la secuencia de aminoacidos que deriva de una secuencia de
aminoacidos parental tiene una identidad de secuencia de aminoacidos del 95

% 0 mas.

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos correspondiente a la secuencia de un anticuerpo producido por
un ser humano o una célula humana, o que se origina a partir de una fuente no
humana que utiliza repertorios de anticuerpos humanos u otras secuencias
codificantes de anticuerpos humanos. Esta definicion de "anticuerpo humano”
excluye especificamente un anticuerpo humanizado que contiene residuos de

unidon a antigenos que no se encuentran en un anticuerpo humano.

El término "un fragmento Fc derivado de humano" significa la region C-
terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de humano, que
comprende al menos una porcion de la region bisagra, los dominios CH2 y
CHS3. En una de las realizaciones, la region Fc de la cadena pesada de IgG
humana se extiende desde aproximadamente Cys226 o Pro230 hasta el
extremo carboxilo terminal de la cadena pesada. El residuo de lisina C-terminal
(Lys447) de la region Fc puede estar presente o no. A menos que se indique

lo contrario en el presente documento, la numeraciéon de los residuos de



aminoacidos en la regidbn Fc o region constante sigue el esquema de
numeracion de la UE, también denominado indice de la UE, como se describe
en KABAT E.A., Sequences of proteinas of immunological interest, US
Department of Health y Human Services, Public Health Service, National
Institutes of Health (Secuencias de proteinas de interés inmunoldgico,
Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU., Servicio de Salud
Publica, Institutos Nacionales de Salud,), 1991, N. 91 . La region Fc consta de
dos polipéptidos de la region Fc de cadena pesada que pueden unirse
covalentemente entre si a través de las cisteinas de la region bisagra que

participan en la formacion de enlaces disulfuro entre los polipéptidos.

El término "FcRn" significa receptor Fc neonatal humano. La funcion del
receptor FcRn es rescatar a la IgG de la via de degradacién lisosomal, lo que
resulta en una reduccién de la depuracion y un aumento de la vida media. FcRn
es una proteina heterodimérica que consta de dos polipéptidos: una proteina
similar al complejo principal de histocompatibilidad clase | de 50 kDa (a-FcRn)
y una B2-microglobulina (82m) de 15 kDa. FcRn se une con alta afinidad a la
porcion CH2-CH3 de la region Fc de IgG. La interaccion entre IgG y FcRn es
estrictamente dependiente del pH y ocurre en una proporcion estequiométrica
de 1:2, donde una molécula de IgG se une a dos moléculas de FcRn a través
de sus dos cadenas pesadas (HUBER AH et al., Crystallization y stoichiometry
of binding of a complex between a rat intestinal Fc receptory Fc (Cristalizacion
y estequiometria de la union de un complejo entre un receptor Fc intestinal de
rata y Fc), Journal of molecular biology, 1993, V. 230, N. 3, p.1077-1083 ). La
unién de FcRn se produce en el endosoma a un pH acido (pH <6,5), y la IgG
se libera en la superficie celular a un pH neutro (pH ~7,4). La naturaleza
dependiente del pH de esta interaccion facilita la protecciéon mediada por FcRn
de las moléculas de IgG que entran en las células a través de la pinocitosis
contra la degradacion intracelular a través de la union al receptor en
condiciones acidas dentro de los endosomas. Ademas, FcRn promueve el

retorno de IgG a la superficie celular y su posterior liberacion al torrente
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sanguineo tras la exposicion del complejo FcRn-1gG a un entorno de pH neutro

fuera de la célula.

El término "porcion de unidon a FcRn de la regidn Fc" significa una porcion
de un polipéptido de cadena pesada de anticuerpo, que se extiende desde
aproximadamente la posicion 243 segun la numeracion de la UE hasta la
posiciéon 261 segun la numeracion de la UE, y desde aproximadamente la
posicién 275 segun la numeracion de la UE hasta la posicion 293 segun la
numeracion de la UE, y desde aproximadamente la posicion 302 segun la
numeracion de la UE hasta la posicion 319 segun la numeracion de la UE, y
desde aproximadamente la posicion 336 segun la numeracion de la UE hasta
la posicion 348 segun la numeracion de la UE, y desde aproximadamente la
posicion 367 segun la numeracion de la UE hasta la posicion 393 segun la
numeracion de la UE y la posicion 408 segun la numeracion de la UE, y desde
aproximadamente la posicion 424 segun la numeracion de la UE hasta la
posicion 440 segun la numeracion de la UE. En una de las realizaciones, se
cambian uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos segun la
numeracion UE de Kabat: F243, P244, P245 P, K246, P247, K248, D249,
T250, L251, M252, 1253, S254, R255, T256, P257, E258, V259, T260, C261,
F275, N276, W277,Y278, V279, D280, V282, E283, V284, H285, N286, A287,
K288, T289, K290, P291, R292, E293, V302, V303, S304, V305, L306, T307,
V308, L309, H310, Q311, D312, W313, L314, N315, G316, K317, E318, Y319,
1336, S337, K338, A339, K340, G341, Q342, P343, R344, E345, P346, Q347,
V348, C367, V369, F372, Y373, P374, S375, D376, 1377, A378, V379, E380,
W381, E382, S383, N384, G385, Q386, P387, E388, N389, Y391, T393, S408,
S424, C425, S426, V427, M428, H429, E430, A431, L432, H433, N434, H435,
Y436, T437, Q438, K439 y S440 (numeracién de la UE).

El término “un polipéptido de fragmento Fc de IgG humana” se refiere a

una secuencia de aminoacidos resultante de al menos una alteracion de
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aminoacidos dentro de un polipéptido de la regién Fc nativa de una IgG

humana, o un polipéptido de la region Fc de una IgG humana de tipo salvaje.

Los términos “heterodimero” o “heterodimérico” significan una molécula
que comprende dos cadenas polipeptidicas (por ejemplo, que tienen longitudes
comparables), en donde las dos cadenas polipeptidicas tienen secuencias de
aminoacidos que difieren en al menos un residuo de aminoacido en posiciones
coincidentes, en donde la posicion coincidente se define de acuerdo con el
indice EU de Kabat.

Los términos “homodimero” y “homodimérico” significan una molécula
que comprende dos cadenas polipeptidicas de longitudes comparables, en
donde las dos cadenas polipeptidicas tienen secuencias de aminoacidos que
son idénticas en posiciones coincidentes, en donde las posiciones coincidentes

se definen de acuerdo con el indice EU de Kabat.

Un "individuo" o un "sujeto" se refiere a un mamifero. Los mamiferos
incluyen, entre otros, animales domésticos ( por ejemplo, bovinos, ovejas,
gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no
humanos, tal como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas).

En algunas realizaciones, el individuo o sujeto es un ser humano.

Un acido nucleico "aislado" se refiere a una molécula de acido nucleico
que esta separada de los componentes de su entorno natural. El "acido
nucleico aislado" incluye una molécula de acido nucleico contenida en células
que normalmente contienen una molécula de acido nucleico, pero la molécula
de acido nucleico existe fuera de un cromosoma o en una ubicacion en un

cromosoma que es diferente de su ubicacion natural en el cromosoma.

Segun la presente invencion, se debe entender por “acido nucleico” o

“‘molécula de acido nucleico” una molécula de polinucleétido, que puede ser de
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tipo ADN o ARN, preferentemente de tipo ADN, y, en particular, puede ser de
doble cadena. Puede ser de origen natural o sintético. Los acidos nucleicos
sintéticos se generan in vitro. Ejemplos de tales acidos nucleicos sintéticos son
aquellos en los que los codones que codifican un polipéptido(s), en particular,
el polipéptido de fragmento Fc de la invencion, se han optimizado de acuerdo
con el organismo huésped en el que se va a expresar (por ejemplo,
reemplazando los codones por mas codones o por los mas preferidos en
funcion de las tablas de frecuencia de uso de codones para un organismo
huésped similar, o para el grupo al que pertenece el organismo huésped
similar, en comparacion con el huésped original). Los métodos de optimizacion

de codones son bien conocidos por los expertos en la materia.

A los fines de la presente invencion, los términos "acido nucleico" y
"polinucledtido” se utilizan con el mismo significado y son sindnimos. Por
ejemplo, la frase "acido nucleico codificante" es idéntica a la frase

"polinucledtido codificante".

Un ADN, un polipéptido o una proteina "que comprende" o "que contiene"
una secuencia particular 'X', como se utiliza a lo largo del texto, se relaciona
con el ADN o la proteina que comprende o contiene al menos la secuencia 'X'.
Por lo tanto, pueden incluirse otras secuencias de nucledtidos o aminoacidos
en el extremo 5' (o N-terminal) y/o 3' (0o C-terminal), por ejemplo, un marcador

seleccionable y/o una secuencia lider 5' o una secuencia trasera 3'.

De manera similar, el uso del término “comprende’o “que comprende” y
conjugaciones similares a lo largo de esta especificacion o en las
reivindicaciones adjuntas pretende incluir el niumero o el paso especificado, o
bien el grupo de numeros o pasos, pero no excluye ningun otro numero o paso,

0 grupo de numeros O pasos.

El término "vector" tal como se utiliza en el presente documento se refiere
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a una molécula de acido nucleico que es capaz de reproducir otro acido
nucleico al que esta unido. El término incluye un vector como una estructura
de acido nucleico autorreplicante, incluyendo un "vector de clonacion”, asi
como un vector integrado en el genoma de la célula huésped en la que se
introduce. Algunos vectores son capaces de dirigir la expresiéon de acidos
nucleicos a los que estan unidos operativamente . Dichos vectores se

denominan en el presente documento "vectores de expresion".

Los términos "célula huésped", "linea de células huésped" y "cultivo de
células huésped" se utilizan indistintamente y se refieren a las células en las
que se ha introducido un acido nucleico exdgeno, incluida la progenie de dichas
células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células
transfectadas", que incluyen la célula transfectada primaria y las células de la
progenie de la misma, independientemente del numero de pases. La progenie
puede no ser completamente idéntica a la célula progenitora en términos de
composicion de acido nucleico, y puede comprender mutaciones. La progenie
mutante que tiene la misma funcién o actividad bioldgica por la que se examina
o selecciona la célula transfectada original estd comprendida en la presente

invencion.

El "porcentaje de (%) identidad de secuencia de aminoacidos" con
respecto a una secuencia de polipéptido de referencia se define como el
porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia de polipéptido de
referencia después de alinear las secuencias e introducir espacios, si es
necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y
excluyendo cualquier sustitucion conservadora como parte de la identidad de
secuencia. En el contexto de este documento, "porcentaje de identidad" entre
dos secuencias de aminoacidos significa el porcentaje de aminoacidos
idénticos entre las dos secuencias que se van a comparar, obtenido mediante

el alineamiento 6ptimo de dichas secuencias, en donde dicho porcentaje es
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puramente estadistico y las diferencias entre las dos secuencias se distribuyen
aleatoriamente a través de las secuencias de aminoacidos. En el contexto de
este documento, "mejor alineamiento" o "alineamiento 6ptimo" significa que un
porcentaje de identidad especificado (ver a continuacién ) es el mas alto para
dicho alineamiento. Las comparaciones de secuencias entre dos secuencias
de aminoacidos se realizan tipicamente comparando las secuencias
previamente alineadas Optimamente; esta comparacion se realiza sobre sitios
de comparacion para identificar y comparar regiones locales de similitud de
secuencia. Ademas del método manual, la alineacion mas oOptima para las
secuencias que se van a comparar se puede lograr en virtud del algoritmo de
busqueda de homologia local y homologia general, utilizando software que
implementa dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA,
T FAST A), y utilizando algoritmos de alineacion de secuencias multiples
MUSCLE (EDGAR RC, MUSCLE: multiple sequencealign with high accurate y
high throughput, Nucleic acids research, 2004, V. 32, N.5, p.1792-1797). Para
la mejor alineacion, puede ser preferible utilizar el software BLAST con la
matriz BLOSUM 62. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de
aminoacidos se determina comparando las dos secuencias dadas
optimamente alineadas, en donde las secuencias de aminoacidos pueden
comprender adiciones y supreciones relativas a la secuencia de referencia
para lograr la alineacién optima entre las dos secuencias dadas. El porcentaje
de identidad se calcula determinando el numero de posiciones idénticas entre
las dos secuencias dadas, dividiendo este numero por el numero total de
posiciones comparadas y multiplicando el resultado por 100 para obtener el

porcentaje de identidad entre las dos secuencias dadas.

El término "ligador peptidico" tal como se utiliza en el presente
documento significa un péptido con diferentes secuencias de aminoacidos que,
en una de las realizaciones, es de origen sintético. En una de las realizaciones,
el ligador peptidico es un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos de

al menos 30 aminoacidos de longitud, en una de las realizaciones, que tiene
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una secuencia de aminoacidos de al menos 32-50 aminoacidos de longitud. En
una de las realizaciones, el ligador peptidico es un péptido que tiene una
secuencia de aminoacidos de 32-40 aminoacidos de longitud. En una de las
realizaciones, el ligador peptidico es (GxS)n,, donde G significa glicina, S
significa serina (xes 3,nes 8,90 10;o0xes4ynes6,7u8), enunadelas
realizaciones, xes 4, nes 6 0 7, en una de las realizaciones, xes 4, nes 7. En

una de las realizaciones, el ligador peptidico es (G4S)sGo.

El término "molécula fisiologicamente activa" significa una molécula que
tiene cualquier tipo de actividad fisioldgica in vivo , que funciona para regular
la expresion genética y la funcién fisioldégica, y para corregir condiciones
anormales causadas por la deficiencia o el exceso de secrecidon de una

sustancia que participa en la regulacién de funciones in vivo .

El término "polipéptido fisiologicamente activo" tal como se utiliza en el
presente documento se refiere colectivamente a polipéptidos que tienen
cualquier tipo de actividad fisiologica in vivo, que por lo general tienen una
estructura polipeptidica y que tienen diferentes actividades fisiolégicas. Los
polipéptidos fisioldgicamente activos incluyen polipéptidos que funcionan para
regular la expresion genética y la funcion fisiolégica, y para corregir
condiciones anormales causadas por la deficiencia o el exceso de secrecion
de una sustancia que participa en la regulaciéon de funciones in vivo. Los
polipéptidos fisiolégicamente activos pueden incluir agentes terapéuticos

proteicos convencionales.

El polipéptido fisiolégicamente activo puede seleccionarse del grupo que
consiste, entre otros, en los siguientes: péptido similar al glucagon-1 (GLP-1),
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), hormona de
crecimiento humana (hGH), eritropoyetina (EPO), glucagdn, oxintomodulina,
insulina, hormona liberadora de hormona de crecimiento, péptido liberador de

hormona de crecimiento, interferones, receptores de interferon, receptor
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acoplado a proteina G, interleucinas, receptores de interleucina, enzimas,
proteinas de union a interleucina, proteinas de union a citocina, factor activador
de macréfagos, péptido de macréfagos, factor de células B, factor de células
T, proteina A, inhibidor de alergia, glucoproteinas de necrosis celular,
inmunotoxina, linfotoxina, factor de necrosis tumoral, supresores tumorales,
factor de crecimiento metastasico, alfa-1 antitripsina, albumina, a-
lactoalbumina, apolipoproteina-E, eritropoyetina altamente glucosilada,
angiopoyetinas, hemoglobina, trombina, péptido activador del receptor de
trombina, trombomodulina, factores sanguineos VII, Vlla, VIII, X'y XllI, y XIIl,
factor activador del plasmindgeno, péptido de union a fibrina, uroquinasa,
estreptoquinasa, hirudina, proteina C, proteina C reactiva, inhibidor de la
renina, inhibidor de la colagenasa, superdoxido dismutasa, leptina, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento epitelial, factor de
crecimiento epidérmico, angiostatina, angiotensina, factor de crecimiento 6seo,
proteina estimulante del crecimiento 6seo, calcitonina, atriopeptina, factor
inductor del crecimiento del cartilago, elcatonina, factor activador del tejido
conectivo, inhibidor de la via del factor tisular, hormona estimulante del foliculo,
hormona luteinizante, luliberina, factores de crecimiento nervioso, hormona
paratiroidea, relaxina, secretina, somatomedina, factor de crecimiento similar a
la insulina, hormona de la corteza suprarrenal, colecistoquinina, pancreatico
polipéptido, péptido liberador de gastrina, hormona liberadora de
corticotropina, tirotropina, autotaxina, lactoferrina, miostatina, antigenos de
superficie celular, antigenos vacunales de origen viral, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales y fragmentos de anticuerpos.
Preferentemente, el polipéptido fisiolégicamente activo puede seleccionarse
del grupo que consiste en lo siguiente: péptido similar al glucagon-1 (GLP-1),
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), hormona de
crecimiento humana (hGH), eritropoyetina (EPO), glucagdén, oxintomodulina,

insulina, analogos de insulina y derivados de los mismos.

El término "insulina" a los efectos de la presente invencion significa la
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hormona insulina humana. La insulina humana consta de dos cadenas
polipeptidicas: la cadena A y la cadena B. La cadena A es un péptido de 21
aminoacidos, y la cadena B es un péptido de 30 aminoacidos, y las dos
cadenas estan unidas entre si por puentes disulfuro: el primer puente se forma
entre la cisteina en la posicion 7 de la cadena A y la cisteina en la posicion 7
de la cadena B, y el segundo puente se forma entre la cisteina en la posicion
20 de la cadena A y la cisteina en la posicion 19 de la cadena B. El tercer

puente se forma entre las cisteinas en las posiciones 6 y 11 de la cadena A.

El término "analogo de insulina" para los fines de la presente invencion
significa una insulina modificada con uno o mas residuos de aminoacidos de
insulina reemplazados por otros residuos de aminoacidos, y/o0 uno o mas
residuos de aminoacidos eliminados de la insulina, y/o uno o mas residuos de
aminodacidos anadidos y/o insertados en la insulina. Los analogos de insulina
preferidos de la invencidn incluyen, sin limitaciones, por ejemplo , aspart (es
decir, insulina humana AspB28) e insulina lispro (es decir, insulina humana
LysB28, ProB29), e insulina glulisina (insulina humana LysB3, GluB29), entre

otros.

Ademas, el término "polipéptido fisiolégicamente activo" como se utiliza
en este documento pretende incluir no sélo los polipéptidos fisioldgicamente
activos que se producen naturalmente, sino también los agonistas,
precursores, derivados, fragmentos o variantes de cada uno de los

polipéptidos.

El término "ligador no peptidico" tal como se utiliza en el presente
documento se refiere a un polimero biocompatible compuesto por dos o0 mas
unidades repetitivas unidas entre si, en el que las unidades repetitivas estan
unidas entre si mediante cualquier enlace covalente no peptidico. Este ligador

no peptidico puede tener dos extremos o tres extremos.
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Para los efectos de la presente invencion, el término "farmaco" se refiere
a una sustancia o mezcla de sustancias de origen sintético o natural,
presentada en una forma farmacéutica, incluyendo, pero no limitandose a, la
forma de comprimido, capsula, solucion, pomada, aerosol, etc., utilizada para

la prevencion, diagndstico y tratamiento de enfermedades.

El término "composicién farmacéutica" se refiere a una preparacion en
una forma que facilita la ejecucion efectiva de la actividad bioldgica del
ingrediente activo contenido en ella, y no comprende ningun componente
adicional que sea inaceptablemente toxico para un sujeto al que se va a

administrar la composicion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente
de una composicion farmacéutica que es diferente del ingrediente activo y no
es toxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye,

entre otros, un tampdn, un excipiente, un estabilizador o un conservante.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento” (o
una "terapia") se refiere a la intervencion clinica en un intento de cambiar el
curso natural de una enfermedad en un individuo que esta siendo tratado, y
puede llevarse a cabo ya sea con fines de prevencién o durante el curso del
tratamiento de una afeccién clinica. Los efectos deseables del tratamiento
incluyen, entre otros, la prevenciéon de la aparicion o recurrencia de la
enfermedad, el alivio de los sintomas, la minimizacion de cualquier
consecuencia patologica directa o indirecta de la enfermedad, la prevencion de
la metastasis, la disminucion de la tasa de progresion de la enfermedad, la
mejora de los sintomas o la paliacion del estado patoldgico y la remision o la

mejora del prondstico.

El término ‘“instrucciones de uso" se utiliza para referirse a las

instrucciones que normalmente se incluyen en las confecciones comerciales
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de productos terapéuticos que contienen informacion sobre las indicaciones,
uso, dosis, administracién, terapia combinada, contraindicaciones y/o

advertencias relativas al uso de dichos productos terapéuticos.

REALIZACIONES DE LA INVENCION

La presente invencidon proporciona polipéptidos de fragmentos Fc que
tienen propiedades modificadas en relacion con la unidén con receptores Fc
humanos en comparacion con el correspondiente fragmento Fc de tipo salvaje.
Dichos polipéptidos de fragmentos Fc comprenden mutaciones de
aminoacidos especificos en sus dominios CH2 y/o CH3. Se descubrié que
estas mutaciones permiten producir variantes de polipéptidos de fragmentos

Fc con vidas medias in vivo adaptadas.

En una realizacion de la presente invencion, un polipéptido de fragmento

Fc es el fragmento Fc de la clase IgG humana.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento

Fc es el fragmento Fc de la clase IgG1 humana.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento

Fc es el fragmento Fc de la clase 1gG2 humana.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento

Fc es el fragmento Fc de la clase IgG3 humana.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento

Fc es el fragmento Fc de la clase IgG4 humana.

En una realizacién de la presente invencion, un par de dos polipéptidos
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de fragmentos Fc pueden formar un dimero funcional.

En una realizacidon de la presente invencion, un receptor Fc humano se

selecciona entre el receptor Fc neonatal humano y el receptor Fcy humano.

En una realizacidn de la presente invencion, el receptor Fcy humano se
selecciona entre el receptor FcyRI humano, el receptor FcyRIl humano y el

receptor FcyRIlIl humano .

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc difiere de un polipéptido de fragmento Fc de tipo salvaje en 1 residuo de
aminoacido,02,03,04,05,06,07,08,09, 010, 0 11, 0 12 residuos de
aminoacidos en la(s) posicion(es) correspondiente(s) segun el sistema de

numeracion del indice EU de Kabat.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc comprende una o0 mas mutaciones en posiciones correspondientes a las
posiciones 222, 223, 224, 225, 226-238, 226, 234, 235, 236, 237, 239, 250,
252,252, 254, 256, 262, 264, 264, 264, 268, 272, 274, 283, 285, 286, 288, 294,
296, 297, 300, 302, 303, 308, 308, 309, 309, 312, 315, 327, 328, 330, 330, 331,
339, 355, 356, 358, 378, 397, 409, 419, 427, 428, 434, 434, 445, y 444-446,

segun el sistema de numeracion del indice Kabat EU.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc comprende una o mas de las siguientes mutaciones o combinaciones de
mutaciones:

K222D, C223K, C224T, V225H, E226-P238del, E226W, P234E,
234insF235, V235L, A236G, G237M, S239E, T250Q, M252Y, M252W, S254T,
T256E, V262W, V264del, V264D, V264E, H268Q, E272Q, Q274K, E283Q,
H285E, N286E, K288M, E294Q, F296Y, N297D, F300Y, V302W, V303del,
V308W, V308F, V309del, V309L, D312N, N315D, G327A, L328G, A330S,
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A330F, P331S, T339A, R355Q, D356E, L358M, S378A, M397V, K409R,
Q419E, V4271, M428L, N434Y, N434W, P445L y S444-G446del, segun el

sistema de numeracion de indice Kabat EU .

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutacionesV262W, V264del, V302W, V303del, V308W, V309del y S378A,

segun el sistema de numeracion de indice Kabat EU .

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones M252Y, S254T, T256E y S378A, segun el sistema de

numeracion del indice EU de Kabat.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones T250Q, M428L y S378A, segun el sistema de numeracion del
indice EU de Kabat .

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutacionesM252Y, T256E, V264D, N297D, V308F, S378A y N434Y, segun

el sistema de numeracion de indice Kabat EU .

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones P234E, 234insF235, V235L, A236G, T256E, V264D, H268Q,
H285E, N286E, N297D, F300Y, V309L, A330S, P331S, R355Q, S378A,
M397V, K409R, Q419E, M428L y P445L, segun el sistema de numeracion del
indice EU de Kabat .
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En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones M252W, T256E, S378A, M428L y N434Y, segun el sistema de

numeracion del indice EU de Kabat .

En una realizacién preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones S239E, T256E, V264E, A330F, S378A y N434Y, segun el

sistema de numeracion del indice EU de Kabat .

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones ins221D, V222K, ins223T, E224H, ins225W, G237M, T250Q,
M252Y y V264D . segun el sistema de numeracion del indice Kabat EU .

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones M252Y, T256E, V264E, N297D, V308F, A330F, S378A y

N434W, segun el sistema de numeracion del indice EU de Kabat .

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la combinacion de mutaciones correspondientes a
las mutaciones T250Q, M252Y, T256E, V264E, V308F, A330F, S378A y

N434W, segun el sistema de numeracion del indice EU de Kabat .
En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90% idéntica a la

secuencia de aminoacidos del fragmento Fc de 1IgG2 humano.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento

Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,

23



85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEVXs5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgsXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLYSX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HY TQKS
LSLSX225G establecida en SEQ ID NO: 2, en donde

XiesE oD,

X 2es K o esta ausente,

X 3es T o esta ausente,

X ses H o esta ausente,

X ses W o esta ausente,

X113esPoE,

X 14 es F o ausente,

XiisesVol,

X16esAoG,

X17es Go M,

X19es SoE,

Xa3esToQ,

X3esM,YoW,

X3sesSoT,

Xss es T oe E,

XaaesV, E, oD,

Xsg €s H 0 Q,

Xeses HoOE,

Xeses NoE,

X77esNoD,
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XsgoesFoY,
XsgsesVoF,
XsgsesVol,
X110esA,FoS,
X111esPoS,
X 119es T oA,
X135es RoQ,
X1i77esMo V,
X 1s9es Ko R,
X 199es Qo E,
X20sesMolL,
XousesN,YoOW,y

X 225es PolL.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEV Xs5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en la SEQ ID NO:2, donde X1 es E, Xz esta ausente,
X3 esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, X3 es P, X14 esta ausente,
XisesV, Xises A, X17es G, Xi9es S, Xspes T, Xaszes Y, Xasaes T, Xsges E, Xaa
es V, Xsg es H, Xes s H, Xes €s N, X77 es N, Xgo es F, Xgs es V, Xso €s V, X110
es A, X111 es P, Xiiges T, Xiss es R, Xi77 es M, X1g es K, X199 €5 Q, X208 €S M,
X214 €s N, y X225 es P.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de

fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3X4XsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKD X30L X321X34RX3sPEV
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TCVVX44DVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEVXe5XesAKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en la SEQ ID NO:2, donde X1 es E, Xz esta ausente,
X3 esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, X3 es P, X14 esta ausente,
XisesV, Xises A, Xi7es G, Xiges S, Xzpes Q, Xszes M, Xases S, Xsges T,
X4 €5V, Xag €s H, Xes €s H, Xes €S N, X77 es N, Xgo es F, Xgs es V, Xgg €s V,
X110 es A, X111 es P, X119 es T, Xi3s es R, X177 es M, Xige es K, X199 €s Q, X208
es L, Xo14es N, y Xoo5 es P.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEV Xs5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en SEQ ID NO:2, donde X4 es E, X2 esta ausente, X3
esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, X3 es P, X4 esta ausente, X5
esV, Xiees A, Xi7es G, Xi9es S, Xspes T, Xs2es Y, Xsses S, Xsses E, Xas €5
D, X4g es H, Xes es H, Xes €s N, X77 es D, Xgo es F, Xgg es F, Xgg es V, X110 €S
A, X111 es P, X119 es T, X135 es R, X177 es M, Xigg es K, X199 €s Q, X208 €8 M,
Xo14es Y,y Xooses P.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEVXe5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
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177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en SEQ ID NO:2, donde X4 es E, X2 esta ausente, X3
esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, Xi3 es E, X1s es F, Xi5 es L,
Xises G, X17es G, Xioes S, Xzpes T, Xsoes M, Xzses S, Xss es E, Xasa €5 D,
Xsg €s Q, Xes es E, Xes €S E, X77es D, Xsoes Y, Xsg es V, Xgo es L, X110 €s S,
X111 es S, X119 es A, Xiss es Q, X177 es V, Xigo €s R, X199 €s E, Xoos €s L, X214
esN,y XoseslL.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEVXs5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en SEQ ID NO:2, donde X4 es E, X2 esta ausente, X3
esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, X13 es P, X4 esta ausente, X5
esV, Xis es A, Xi7es G, Xioes S, Xzpoes T, Xsoes W, Xzs €s S, Xz6 €5 E, Xag
es V, Xsg es H, Xes s H, Xes €s N, X77 es N, Xgo es F, Xgg €s V, Xsg €s V, X110
es A, X111 es P, X119es T, X135 es R, X177 es M, X1sg es K, X199 €5 Q, X20s €5 L,
Xo14es Y,y XoosesP.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEV Xe5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en SEQ ID NO:2, donde X4 es E, X2 esta ausente, X3

esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, X13 es P, X114 esta ausente, Xi5
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esV, Xiees A, Xi7es G, XigesE, Xsoes T, Xaszes M, Xases S, Xsges E, Xas €S
E, X4s8 €s H, Xes es H, Xes €S N, X77 €s N, Xgo es F, Xgg es V, Xgg es V, X110 €S
F, X111 es P, X119 es T, X135 es R, X177 es M, Xisg €s K, X199 €s Q, X208 €5 M,
Xo14es Y,y Xoses P.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEVXe5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en SEQ ID NO:2, donde X1 es D, X2 es K, Xses T, X4
es H, Xs es W, X13 es P, X14 esta ausente, X5 es V, Xie es A, Xi7es M, Xig es
S, X30esQ, XzzesY, Xases S, Xsses T, Xas es D, Xsg €s H, Xes5 €s H, Xes €S N,
X7res N, Xso es F, Xsses V, Xsg es V, X110 es A, X111 es P, X119es T, Xizs es R,
X177 es M, Xigo es K, X199 €s Q, X208 €s M, X214 €es N,y X225 es P.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidose
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEV Xe5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en la SEQ ID NO:2, donde X1 es E, Xz esta ausente,
X3 esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, X3 es P, X14 esta ausente,
XisesV, Xises A, X17es G, Xi9es S, Xzoes T, Xa2es Y, Xsses S, Xsges E, Xas
es E, X4s es H, Xes €s H, Xes €s N, X77 es D, Xgo es F, Xss es F, Xgo €s V, X110
es F, X111 es P, X1iges T, X135 es R, X177 es M, Xisg €s K, X199 €s Q, X208 €s M,
X214 €s W, y Xoo5 es P.
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En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de
fragmento Fc comprende la secuencia de aminoacidos
X1X2X3XsXsCPPCPAPX13X14X15X16X17PX19VFLFPPKPKDX30LX321X34RX3sPEV
TCVVX4sDVSX4sEDPEVQFNWYVDGVEV Xe5Xes6AKTKPREEQF X77STXg0RVV
SVLTXgeXgsHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPX110X111IEKTISKX11sKGQPREPQ
VYTLPPSX13sEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPX
177LDSDGSFFLY SX18)L TVDKSRWQX199GNVFSCSVX20sHEALHX214HYTQKS
LSLSX225G establecida en SEQ ID NO:2, donde X4 es E, X2 esta ausente, X3
esta ausente, X4 esta ausente, Xs esta ausente, X13 es P, X4 esta ausente, X5
esV, Xises A, Xires G, Xiges S, Xzpes Q, Xszes Y, Xases S, Xsges E, Xases
E, X488 €s H, Xes es H, Xes €S N, X77 s N, Xgo es F, Xss es F, Xgg es V, X110 €S
F, X111 es P, X119 es T, X135 es R, X177 es M, Xigg €s K, X199 €s Q, X208 €5 M,
X214 es W,y Xoos es P.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:4.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:5.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento

Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
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85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:6.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:7.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10.

En una realizacion de la presente invencion, el polipéptido de fragmento
Fc tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o0 99% idéntica a la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.
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En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5.

En una realizacién preferida de la presente invencién, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

En una realizacién preferida de la presente invencién, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En una realizacién preferida de la presente invencién, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polipéptido de

fragmento Fc tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

La union a los receptores Fc se puede determinar, por ejemplo, mediante
ELISA o resonancia de plasmon de superficie (surface plasmon resonance,
SPR) utilizando equipo estandar como el dispositivo BlAcore (GE Healthcare),
y utilizando receptores Fc que se pueden producir mediante expresion
recombinante. Alternativamente, la afinidad de unién de los dominios Fc o de
los anticuerpos que contienen dominios Fc a los receptores Fc se puede

evaluar utilizando lineas celulares que se sabe que expresan receptores Fc
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especificos, como, entre otras, las células NK humanas que expresan el

receptor Fcyllla.

La unién a los receptores Fc también se puede determinar, por ejemplo,
mediante la tecnologia de interferometria de biocapa sin etiqueta (BLI)
utilizando el sistema ForteBio Octet (véase, por ejemplo, TOBIAS R., MA W,
"Analysis of FcRn-Antibody Interactions on the Octet Platform" (Analisis de
interacciones FcRn-Anticuerpo en la plataforma Octet), ForteBio Appl Note 17,
2019, p.1-13; BAJARDI-TACCIOLI A. et al., Biolayer Interferometry-based
FcyRlla binding assay for a therapeutic antibody with strong effector function
(Ensayo de union de FcyRlla basado en interferometria de biocapa para un
anticuerpo terapéutico con fuerte funcion efectora), Bioquimica analitica, 2020,
V. 611, p.113842).

La funcion efectora de un dominio Fc o de un anticuerpo que comprende
un dominio Fc se puede evaluar mediante métodos conocidos en la técnica,
por ejemplo, evaluando la actividad ADCC de la molécula de interés (CLYNES
R. et al., "Fc receptors are required in passenger y active immunity to
melanoma" (Los receptores Fc son necesarios en la inmunidad pasiva y activa
al melanoma), Proceedings of the National Academy of Sciences, 1998, V. 95,
N. 2, p. 652-656). Como alternativa, se pueden utilizar métodos basados en
analisis no radiactivos. Las células efectoras adecuadas para dichos ensayos
incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células

asesinas naturales (NK).

El experto también conocera métodos para analizar la unién de FcRn y
determinar la depuracién o vida media in vivo (PETKOVA SB et al., Enhanced
half-life of generically engineered human IgG1 antibodies in a humanized FcRn
mouse model: potential application in humorally mediated autoimmune disease
(Vida media mejorada de anticuerpos 1gG1 humanos disefiados

genéricamente en un modelo de raton FcRn humanizado: posible aplicacion
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en enfermedades autoinmunes mediadas humoralmente), International
immunology, 2006, V. 18, N. 12, p.1759-1769).

Segun un aspecto, se proporciona aqui un acido nucleico (polinucleétido)
que codifica un polipéptido de fragmento Fc de IgG humano como se describe

aqui.

En algunas de las realizaciones, el acido nucleico aislado (polinucledtido)
codifica el polipéptido de la regién Fc de longitud completa de la invencion
como se describe en el presente documento. En otras realizaciones, el acido
nucleico aislado (polinucledtido) codifica un polipéptido comprendido en el
polipéptido de la region Fc de la invencion como se describe en el presente

documento.

En algunas realizaciones, el polinucledtido o acido nucleico es ADN. En
otras realizaciones, el polinucleétido de la presente invencion es ARN, por
ejemplo, en forma de ARN mensajero (ARNm). El ARN de la presente

invencion puede ser monocatenario o bicatenario.

Las variantes de polipéptidos del fragmento Fc de la invencion se pueden
producir mediante sintesis de péptidos en fase sdlida (por ejemplo, sintesis en
fase solida de Merrifield) o mediante recombinacion. Para la produccion
recombinante, uno o mas polinucledtidos que codifican el polipéptido de
fragmento Fc, por ejemplo, el polipéptido descrito anteriormente, se aislan y se
insertan en uno o0 mas vectores para su posterior clonacién y/o expresion en
una célula huésped. Dicho polinucle6tido se puede aislar y secuenciar
facilmente utilizando procedimientos convencionales. Uno de los objetos de la
invencion es un vector, preferiblemente un vector de expresion, que

comprende uno o mas polinucledtidos segun la invencion.
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Se pueden utilizar métodos bien conocidos por los expertos en la materia
para construir vectores de expresidén que comprenden la secuencia codificante
del polipéptido de fragmento Fc junto con sefiales de control
transcripcional/traduccional adecuadas. Estos métodos incluyen tecnologias
de ADN recombinante in vitro, sintesis in vivo y métodos de recombinacion
genética (véase , por ejemplo, THOMASON LC et al., Recombineering: genet
engineering in bacteria using homologous recombination, (Recombinacion:
ingenieria genética en bacterias mediante recombinacion homologa) Current
protocols in molecular biology, 2014, V. 106, N. 1, U.1.16). El vector de
expresion puede ser parte de un plasmido, un virus o puede ser un fragmento

de acido nucleico.

El vector de expresion comprende un casete de expresion en el que se
clona un polinucledtido que codifica un polipéptido de fragmento Fc (es decir,
la region codificante) de manera de proporcionar su enlace funcional con un

promotor y/u otros elementos de control transcripcional o traduccional.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "region codificante" es
una porcion de acido nucleico que consiste en codones que se traducen en
aminoacidos. Aunque un "codon finalizador" (stop codon) (TAG, TGA o TAA)
no se traduce en ningun aminoacido, puede, si esta presente, considerarse
parte de la region codificante; sin embargo, cualquier secuencia flanqueante,
por ejemplo, promotores, sitios de unién a ribosomas, terminadores de
transcripcioén, intrones, regiones no traducidas 5'y 3', etc., no son partes de la
region codificante. Pueden estar presentes dos o mas regiones codificantes en
una construccion de polinucledtido individual. como un vector individual, o en
construcciones de polinucledtidos separadas, por ejemplo, en vectores
separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede comprender una o
mas regiones codificantes, por ejemplo, un vector de la presente invencion
puede codificar uno 0 mas polipéptidos que se separan postraduccionalmente

o co-traslacionalmente en proteinas finales mediante escision proteolitica.
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En una realizacion de la presente invencion, un vector, un polinucleétido
o un acido nucleico de la presente invencion puede codificar regiones
codificantes heterdlogas, fusionadas o no fusionadas con un polinucledtido que
codifica un polipéptido de fragmento Fc de la presente invencion, o variantes o
derivados del mismo. Las regiones codificantes heterdlogas incluyen, pero no
se limitan a ello, elementos o motivos especializados tales como un péptido
sefal secretor o un dominio funcional heterélogo. Un enlace funcional esta
presente cuando la region codificante de un producto génico, por ejemplo, un
polipéptido, esta asociada con una o mas secuencias reguladoras de tal
manera que la expresion del producto génico esta bajo la influencia o el control
de la(s) secuencia(s) reguladora(s). Dos fragmentos de ADN (como una region
codificante de polipéptido y un promotor asociado) estan “funcionalmente
unidos” o “operativamente unidos” si la induccion de la funcion del promotor da
como resultado la transcripcion del ARNm que codifica el producto génico
deseado, y si la naturaleza del enlace entre los dos fragmentos de ADN no
interfiere con la capacidad de las secuencias de control de expresion para
dirigir la expresion del producto génico, y no interfiere con la capacidad de la
plantilla de ADN para ser transcrita. Por lo tanto, una region promotora debe
estar funcionalmente unida a un acido nucleico que codifica un polipéptido si
el promotor es capaz de transcribir el acido nucleico. El promotor puede ser un
promotor especifico de célula que soporta niveles significativos de
transcripcion del ADN solo en células preseleccionadas. Otros elementos de
control de la transcripcion fuera de los promotores, por ejemplo, potenciadores,
operadores, represores y sefiales de terminacién de la transcripcidn, pueden
estar operativamente unidos a un polinucledtido para mediar la transcripcion
especifica de célula. En el presente documento se describen promotores
adecuados y otras regiones de control de la transcripcion. Los expertos en la
materia conocen una amplia variedad de regiones de control transcripcional.
Estas incluyen, entre otras, regiones de control transcripcional que funcionan
en células de vertebrados, tales como, sin limitacion, segmentos de promotores

y potenciadores de citomegalovirus (por ejemplo, el promotor temprano
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inmediato en combinacién con el intron A), virus de simio 40 (por ejemplo, el
promotor temprano) y retrovirus (tal como el virus del sarcoma de Rous). Otras
regiones de control transcripcional incluyen aquellas derivadas de genes de
vertebrados tales como actina, proteina de choque térmico, hormona de
crecimiento bovina y B-globina de conejo, asi como otras secuencias que
pueden controlar la expresion génica en células eucariotas. Otras regiones de
control transcripcional adecuadas incluyen promotores y potenciadores
especificos de tejido y promotores inducibles (por ejemplo, promotores
inducibles por tetraciclina). De manera similar, los expertos en la materia
conocen una amplia variedad de elementos de control de la traduccion. Estos
incluyen, pero no se limitan a, sitios de union de ribosomas, codones de inicio
y terminacion de la traduccion y elementos derivados de sistemas virales (en
particular, el sitio de entrada interna al ribosoma, o IRES, también conocido

como secuencia CITE).

El cassette de expresion también puede incluir otras estructuras
especificas como un origen de replicacion y/o elementos integrados
cromosomicamente, tal como las repeticiones terminales largas (long terminal
repeats, LTR) de los retrovirus o las repeticiones terminales invertidas (inverted

terminal repeats, ITR) del virus adenoasociado (adeno-associated virus, AAV).

En una realizacion de la presente invencidn, el casete de expresion
también puede incluir ADN o ARN que codifican una secuencia de proteina
corta que se puede utilizar para facilitar una purificacion adicional (por ejemplo,
una etiqueta de histidina), o esta destinada a etiquetar la proteina de fusion,
puede estar incluida dentro o en los extremos del polinucledtido que codifica el

polipéptido de fragmento Fc.
En una realizacion de la presente invencidn, el vector puede comprender

ademas, independientemente unos de otros, los siguientes elementos

estructurales: un gen que confiere resistencia a la tetraciclina respecto de las
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células bacterianas; un sitio de iniciacién de la replicacion (ori) ; el gen ROP
que regula el numero de copias del plasmido; un promotor de transcripcién (por
ejemplo, Tac-T7); un terminador de transcripcidon (por ejemplo, rrnB1 B2 T1

txn); un gen Lacl que codifica un represor del promotor Tac.

También se proporciona en la invencion una célula huésped que
comprende uno o mas polinucledtidos de la invencion. Una célula huésped que
comprende uno o mas vectores de la invencion esta dentro del alcance de la
invencion. Los polinucleétidos y vectores pueden tener cualquiera de las
caracteristicas descritas en el presente documento, individualmente o en
combinacion. En una realizacidon de la presente invencidn, la célula huésped
comprende un vector (por ejemplo, se transforma o se transfecta con el vector)
que comprende un polinucledétido que codifica un polipéptido de fragmento Fc
de la invencion. En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término
"célula huésped" se refiere a cualquier tipo de sistema celular que se puede
disefar para producir el polipéptido de fragmento Fc de la invencién, o

fragmentos de este.

Las células huesped adecuadas para la replicacion y el mantenimiento
de la expresion de polipéptidos del fragmento Fc son bien conocidas en la
técnica. Dichas células pueden transfectarse o transducirse segun sea
apropiado con un vector de expresion especifico, y se pueden cultivar
cantidades mayores de células que contienen el vector para sembrar
fermentadores a gran escala para producir el polipéptido de fragmento Fc en
cantidades suficientes para uso clinico. Las células huesped que son utiles
incluyen microorganismos procariotas como E. coli, o diversas células
eucariotas como células de ovario de hamster chino (CHO), células de insectos
o similares. Por ejemplo, los polipéptidos se pueden producir en bacterias,
particularmente cuando no hay necesidad de glicosilacién. Después de la
expresion, el polipéptido se puede aislar de la pasta de células bacterianas en

una fraccién soluble, y luego se la puede purificar aun mas.
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En una realizacion de la presente invencion, se pueden utilizar
organismos eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras, como
huéspedes para los vectores de clonacion o expresion que codifican el
polipéptido, incluyendo aquellas cepas de hongos y levaduras cuyas vias de
glicosilacion han sido "humanizadas", permitiendo asi la produccion de un
polipéptido con un patron de glicosilacion parcialmente o totalmente humano.
(véase GERNGROSS T.U., Advances in the production of human therapeutic
proteins in yeasts and filamentous fungi (Avances en la produccion de
proteinas terapéuticas humanas en levaduras y hongos filamentosos), Nature
biotechnology, 2004, T. 22, N. 11, p.1409-1414; y LI H. et al., Optimization of
humanized 1gGs in glycoengineered Pichia pastoris (Optimizacion de IgG
humanizadas en glicoingenieria de Pichia pastoris), Nature biotechnology,
2006, V. 24, N. 2, p.210-215 ). Las células huésped utiles para expresar
polipéptidos (glicosilados) también pueden obtenerse a partir de organismos

multicelulares (invertebrados y vertebrados).

Entre las células de invertebrados se incluyen las células de insectos;
también se pueden utilizar células vegetales. Se han identificado numerosas
cepas de baculovirus y las células de insectos correspondientes adecuadas
como sus huéspedes, en particular para la transfeccion de células de
Spodoptera frugiperda . También se pueden utilizar cultivos de células

vegetales como huéspedes.

En una realizacidn de la presente invencion, también se pueden utilizar
células de vertebrados como huéspedes. Por ejemplo, se pueden utilizar lineas
celulares de mamiferos adaptadas para cultivo en suspension. Otros ejemplos
de lineas celulares huésped de mamiferos adecuadas incluyen la linea celular
de rinidn de mono transformada con SV40 CV1 (COS-7); linea celular de riidn
embrionario humano, por ejemplo, HEK293 ( GRAHAM FL et al,
Characteristics of a human cell line transformed by DNA from human

adenovirus type 5 (Caracteristicas de una linea celular humana transformada
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mediante ADN del adenovirus humano tipo 5), Journal of general virology,
1977, V. 36, N. 1, p. 59-72 ); células de rindn de hamster bebé (BHK); células
de Sertoli de raton; células de rifidn de mono (CV1); células de rindbn de mono
verde africano (VERO-76); células de carcinoma cervical humano (HELA);
células de rindn canino (MDCK); células de higado de rata bufalo (BRL 3A);
células de pulmon humano (W138); células de higado humano (Hep G2);
células de tumor mamario de raton (MMT 060562); Células TRI (ver, por
gjemplo, MATHER J.P. et al.,, Culture of testicular cells in hormone-
supplemented serum-free medium (Cultivo de células testiculares en medio
libre de suero suplementado con hormonas), Anales de la Academia de
Ciencias de Nueva York, 1982, V. 383, pag.44-68); células MRC 5 y célulcas
FS4.

En una realizacion de la presente invencion, las lineas de células
huésped de mamiferos pueden estar representadas por células de ovario de
hamster chino (CHO), incluidas las células CHO dhfr /(URLAUB G. et al.,
Isolation of Chinese hamster cell mutants deficient in dihydrofolate reductase
activity, Proceedings of the National Academy of Sciences, 1980, V. 77, N. 7,
p.4216-4220); y lineas de células de mieloma tales como Sp2/0, NSO, P3X63,
Y0 (véase , por ejemplo, STEINITZ M. et al. (ed.), Human monoclonal

antibodies: Methods and Protocols, Nueva York: Humana Press, 2014 ).

Uno de los objetos de la invencidn es un método para producir un
polipéptido de fragmento Fc segun la invencion, en donde el método
comprende cultivar una célula huésped que comprende uno 0 mas
polinucledtidos que codifican el polipéptido de fragmento Fc segun la
invencion, y opcionalmente aislar el polipéptido de fragmento Fc de la célula

huésped (o del medio de cultivo de la célula huésped).

En una realizacion, la presente invencion proporciona ademas un método

para producir un polipéptido de fragmento Fc de la presente invencién
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mediante el uso de tecnologia de ADN recombinante, que incluye los pasos
de:

1) proporcionar una secuencia de nucleotidos que codifica el polipéptido
de fragmento Fc;

2) insertar la secuencia de nucledtidos de (1) en un vector de expresion
adecuado para producir un vector de expresion recombinante;

3) introducir el vector de expresion recombinante de (2) en una célula
huésped adecuada;

4) cultivar la célula huésped transfectada en condiciones adecuadas para
la expresion;

5) recoger y purificar el producto expresado.

La secuencia codificante se puede introducir en la célula huésped
mediante diversos métodos conocidos en la técnica, tales como, entre otros
métodos, precipitacion con fosfato de calcio, lipofeccion, electroporacion,

microinyeccion, infeccion viral y el método de iones de metal alcalino.

El cultivo y la expresion en células huésped son ampliamente conocidos
en la técnica (véase , por ejemplo, GRAHAM, 1977; LI, 2006 ). Las células y
los desechos en suspension se pueden eliminar mediante centrifugacion y se

recoge el sobrenadante.

En una realizacién de la presente invencion, el producto puede ser
expresado por células como cuerpos de inclusién y puede ser concentrado
adicionalmente, por ejemplo, mediante filtracion de flujo tangencial o

diafiltracién, y purificado mediante cromatografia.
Los métodos para purificar proteinas recombinantes, incluyendo aquellas

que comprenden fragmentos Fc de anticuerpos, son conocidos por un experto

en la materia (véase , por ejemplo, SHI Y. et al., Advantages of CE-SDS over
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SDS-PAGE in mAb pureness analysis, Analytical Methods, 2012, V. 4, N. 6, p.
1637-1642 ).

El polipéptido de fragmento Fc obtenido como se ha descrito
anteriormente se puede purificar hasta obtener propiedades sustancialmente
uniformes, por ejemplo, se puede representar mediante una unica banda o
bandas especificas en la electroforesis SDS-PAGE (gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio). En primer lugar, se concentra el sobrenadante. El
sobrenadante concentrado se puede purificar aun mas mediante cromatografia
en gel o cromatografia de intercambio idnico, como cromatografia de
intercambio anidnico o cromatografia de intercambio catidnico. La matriz del
gel puede ser una matriz que se utiliza habitualmente para la purificacion de

proteinas, como agarosa, dextrano, poliamida, etc.

Finalmente, el producto purificado se puede pulir aun mas mediante
meétodos como cromatografia de adsorcion de hidroxiapatita, cromatografia de
quelatos metalicos, cromatografia de interaccion hidrofébica y cromatografia
liquida de alto rendimiento en fase inversa, etc. Todos los pasos de purificacion
anteriores se pueden utilizar en varias combinaciones para obtener finalmente

proteinas de pureza esencialmente uniforme.

El polipéptido de fragmento Fc expresado se puede purificar utilizando
una columna de cromatografia de afinidad que contiene un anticuerpo, un
receptor o un ligando especifico para el polipéptido de fragmento Fc.
Dependiendo de la naturaleza de la columna de afinidad utilizada, el
polipéptido de fragmento Fc unido a la columna de afinidad se puede eluir
utilizando métodos convencionales como un tampon con alto contenido de sal,

cambio de pH, etc.

En una realizacion de la presente invencion, la purificacion por

cromatografia del polipéptido de fragmento Fc se puede optimizar utilizando un
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dominio auxiliar, por ejemplo, una etiqueta His-tag fusionada con el extremo N
o C del polipéptido (KOSOBOKOVA E.N. et al., Auxiliary domains in
recombinant proteins (a review) (Dominios auxiliares en proteinas

recombinantes (revision)), Biochemistry, 2016, Vol.

En una realizacion de la presente invencion, el dominio auxiliar puede ser
un polipéptido SUMO (véase, por ejemplo, BUTT T.R. et al., SUMO fusion
technology for difficult-to-express proteins, Protein expression and purification
(BUTT T.R. et al., Tecnologia de fusion SUMO para proteinas dificiles de
expresar, Expresion y purificacion de proteinas), 2005, V. 43, N. 1, pag. 1-9).

La presente invencion también se refiere a construcciones que
comprenden el polipéptido de fragmento Fc descrito anteriormente unido a una

molécula terapéuticamente activa, incluido un polipéptido.

En el polipéptido de fragmento Fc acoplado a una molécula
terapéuticamente activa segun la invencion, el polipéptido de fragmento Fc
puede fusionarse genéticamente a un polipéptido fisiologicamente activo, o
puede conjugarse quimicamente a un polipéptido fisiolégicamente activo. Se
puede disefiar una fusion genética del polipéptido de la region Fc con un
polipéptido fisiologicamente activo de tal manera que se fusione la secuencia
del polipéptido de la region Fc con el polipéptido directamente, o
indirectamente a través de una secuencia de enlace. La composicién y longitud
del enlace se pueden determinar utilizando métodos bien conocidos en la
técnica, y se puede evaluar su eficacia. En el presente documento se describen
péptidos de enlace especificos. Si se desea, también se pueden incluir
secuencias adicionales, por ejemplo, una secuencia de reconocimiento de
endopeptidasa, en el sitio de escision para separar los componentes de fusion
individuales. Ademas, el polipéptido de fusion de la invencion se puede
sintetizar quimicamente utilizando métodos de sintesis de polipéptidos bien

conocidos en la técnica (por ejemplo, sintesis en fase sélida de Merrifield).
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El polipéptido de fragmento Fc de la presente invencion puede fusionarse
directamente a un polipéptido fisiolégicamente activo, o a través de un péptido
ligador que comprende uno o mas aminoacidos, tipicamente alrededor de 2-20
aminoacidos, para formar una construccién de fusion. Los péptidos ligadores
son conocidos en la técnica y se describen en este documento. Los péptidos
ligadores no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo,(G4S)n, (SGa)n,
(G4S)n 0 G4(SG4)n, donde "n" tipicamente denota un numero entero de 1 a 10,
tipicamente de 2 a 4. En una realizacion de la invencién, el péptido ligador
consta de al menos 5 aminoacidos, en una realizacion de la invencion consta
de 5-100 aminoacidos, en una realizacion adicional de la invencion consta de
10-50 aminoacidos. En una realizacién especifica de la invencién, el péptido
ligador consta de 15 aminoacidos. En una realizacion de la invencion, el
péptido de enlace es (GxS), 0 (GxS)nGm, donde G denota glicina, S denota
serinay (x=3,n=3,4,506,ym=0,1,203),0(x=4,n=2,3,405,ym=
0, 1, 2 0 3), en una realizacidén de la invencién x =4 y n =2 o 3, en otra
realizacion de la invencion x = 4 y n = 3. En una realizacion especifica de la
invencion, el péptido de enlace es (G4S)3 (SEQ ID NO:12).

En una realizaciéon de la invencidn, el péptido ligador tiene (o consiste en)

la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:12.

En una realizaciéon de la invencidn, el péptido ligador tiene (o consiste en)

la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:13.

En una realizaciéon de la invencidn, el péptido ligador tiene (o consiste en)

la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:14.
En una de las realizaciones, un polipéptido de fusion que comprende un

polipéptido de fragmento Fc puede comprender ademas un péptido lider en el

extremo N.
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En una de las realizaciones, el péptido lider es el péptido SUMO de SEQ
ID NO:26.

El polipéptido fisiolégicamente activo puede seleccionarse del grupo que
consiste en péptido similar al glucagon-1 (GLP-1), factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), hormona de crecimiento humana (hGH),
eritropoyetina (EPO), glucagon, oxintomodulina, insulina, hormona liberadora
de hormona de crecimiento, péptido liberador de hormona de crecimiento,
interferones, receptores de interferén, receptor acoplado a proteina G,
interleucinas, receptores de interleucina, enzimas, proteinas de union a
interleucina, proteinas de union a citocina, factor activador de macrofagos,
péptido de macroéfagos, factor de células B, factor de células T, proteina A,
inhibidor de alergia, glucoproteinas de necrosis celular, inmunotoxina,
linfotoxina, factor de necrosis tumoral, supresores tumorales, factor de
crecimiento metastasico, alfa-1 antitripsina, albumina, a-lactoalbumina,
apolipoproteina-E, eritropoyetina altamente glucosilada, angiopoyetinas,
hemoglobina, trombina, péptido activador del receptor de trombina,
trombomodulina, factores sanguineos VII, Vlla, VIII, IX y Xlll, factor activador
del plasmindgeno, péptido de unidén a fibrina, uroquinasa, estreptoquinasa,
hirudina, proteina C, proteina C reactiva, inhibidor de la renina, inhibidor de la
colagenasa, superoxido dismutasa, leptina, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, factor de crecimiento epitelial, factor de crecimiento epidérmico,
angiostatina, angiotensina, factor de crecimiento 6seo, proteina estimulante del
crecimiento 6seo, calcitonina, atriopeptina, factor inductor del crecimiento del
cartilago, elcatonina, factor activador del tejido conectivo, inhibidor de la via del
factor tisular, hormona estimulante del foliculo, hormona luteinizante, luliberina,
factores de crecimiento nervioso, hormona paratiroidea, relaxina, secretina,
somatomedina, factor de crecimiento similar a la insulina, hormona de la
corteza suprarrenal, colecistoquinina, polipéptido pancreatico, péptido
liberador de gastrina, hormona liberadora de corticotropina, tirotropina,

autotaxina, lactoferrina, miostatina, antigenos de superficie celular, antigenos
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de vacunas de origen viral, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales
y fragmentos de anticuerpos. Preferentemente, el polipéptido fisioldgicamente
activo puede seleccionarse del grupo que consiste en péptido similar al
glucagon-1 (GLP-1), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
hormona de crecimiento humana (hGH), eritropoyetina (EPO), glucagén,
oxintomodulina, insulina, analogos de insulina y derivados de los mismos, pero

no se limita a los polipéptidos anteriores.

El término "insulina" a los efectos de la presente invencién significa la
hormona insulina humana. La insulina humana consta de dos cadenas
polipeptidicas: la cadena A y la cadena B. La cadena A es un péptido de 21
aminoacidos, y la cadena B es un péptido de 30 aminoacidos, y las dos
cadenas estan unidas entre si por puentes disulfuro: el primer puente se forma
entre la cisteina en la posicion 7 de la cadena A y la cisteina en la posicion 7
de la cadena B, y el segundo puente se forma entre la cisteina en la posicion
20 de la cadena A y la cisteina en la posicion 19 de la cadena B. El tercer

puente se forma entre las cisteinas en las posiciones 6 y 11 de la cadena A.

En los seres humanos, la hormona se sintetiza como un precursor de
proinsulina de cadena unica (preproinsulina), que consiste en un prepéptido de
24 aminoacidos de longitud seguido de la proinsulina de 86 aminoacidos de
longitud con la siguiente configuracion: prepéptido-B-Arg-Arg-C-Lys-Arg-A,
donde C es un péptido ligador de 31 aminoacidos de longitud. Arg-Arg y Lys-
Arg son los sitios de escisidon para escindir el péptido ligador de las cadenas A
y B.

El término "analogo de insulina" para los fines de la presente invencion
significa una insulina modificada con uno o0 mas residuos de aminoacidos de
insulina reemplazados por otros residuos de aminoacidos, y/o uno 0 mas
residuos de aminoacidos eliminados de la insulina, y/o uno o mas residuos de

aminoacidos afadidos y/o insertados en la insulina. Los analogos de insulina
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preferidos de la invencién incluyen, sin limitaciones, por ejemplo, aspart (es
decir, insulina humana AspB28) e insulina lispro (es decir, insulina humana
LysB28, ProB29), e insulina glulisina (insulina humana LysB3, GluB29), entre

otros.

Ademas, el término "polipéptido fisiolégicamente activo" como se utiliza
en este documento pretende incluir no sélo polipéptidos fisiologicamente
activos de origen natural, sino también agonistas, precursores, derivados,

fragmentos o variantes de cada uno de los polipéptidos.

El polipéptido de fragmento Fc de la presente invencion se puede
conjugar quimicamente con otras moléculas fisiolégicamente activas, por
ejemplo, polipéptidos fisiolégicamente activos, utilizando técnicas de
conjugaciéon quimica bien conocidas. Para este fin, se pueden utilizar reactivos
de reticulacion bifuncionales, tales como reactivos de reticulacion
homofuncionales o heterofuncionales bien conocidos en la técnica. El tipo de
reactivo de reticulacién que se va a utilizar depende de la naturaleza de la
molécula que se va a conjugar con el polipéptido de fragmento Fc, y puede ser
facilmente determinado por los expertos en la técnica. En una realizacion
alternativa o adicional, el polipéptido de la region Fc y/o la molécula que se
pretende conjugar con el mismo se pueden derivatizar quimicamente de modo
tal que ambos se puedan conjugar utilizando una reaccién separada, que

también es bien conocida en la técnica.

El polipéptido de fragmento Fc de la presente invencion se puede
conjugar quimicamente con otras moléculas fisiolégicamente activas, por
ejemplo, polipéptidos fisiologicamente activos, mediante un ligador no

peptidico.

El ligador no peptidico utilizado en la presente invencion puede

seleccionarse del grupo que consiste en polietilenglicol, polipropilenglicol,
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copolimero de etilenglicol-propilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol
polivinilico, polisacarido, dextrano, polivinil etil éter, polimeros biodegradables
como acido polilactico (PLA) y acido polilactico-glicélico (PLGA), polimeros
lipidicos, quitinas, acido hialurénico, y derivados y/o combinaciones de los

mismos, entre otros. Preferentemente, es un polietilenglicol.

Ademas, segun la presente invencion, el ligador no peptidico que esta
unido al polipéptido de fragmento Fc puede estar compuesto no sélo de un tipo
de polimero, sino también de una combinacion de diferentes tipos de

polimeros.

El ligador no peptidico utilizado en la presente invencion tiene grupos
reactivos capaces de unirse al polipéptido de fragmento Fc y a un farmaco

proteico.

Los grupos reactivos en ambos extremos del polimero no peptidico se
seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en un grupo aldehido
reactivo, un grupo propionaldehido, un grupo butiraldehido, un grupo
maleimida y un derivado de succinimida. El derivado de succinimida puede ser
propionato de succinimidilo, hidroxisuccinimidilo, carboximetilo de succinimidilo
o carbonato de succinimidilo. En particular, si el polimero no peptidico tiene un
grupo aldehido reactivo en ambos extremos, el polipéptido fisiologicamente
activo y el polipéptido de fragmento Fc se unen de manera efectiva a ambos
extremos del ligador no peptidico, respectivamente, mientras que se minimizan
las reacciones no especificas. El producto final formado a través de alquilacion
reductora a través de un enlace aldehido es significativamente mas estable
que el enlazado a través de un enlace amida. El grupo reactivo aldehido puede
unirse selectivamente al extremo N a un pH bajo y puede formar un enlace

covalente con el residuo de lisina a pH alto, por ejemplo, pH 9,0.

Los grupos reactivos en ambos extremos del ligador no peptidico pueden
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ser iguales o diferentes. Por ejemplo, un extremo del ligador no peptidico
puede tener un grupo maleimida, y el otro extremo puede tener un grupo
aldehido, un grupo propionaldehido o butilaldehido. Cuando se utiliza un
polietilenglicol que tiene grupos reactivos de hidroxilo en ambos extremos
como ligador no peptidico, los grupos hidroxilo se pueden activar a varios
grupos reactivos mediante una reaccién quimica conocida. Alternativamente,
se puede utilizar un polietilenglicol disponible comercialmente que tenga un

grupo reactivo modificado para producir el conjugado de la presente invencion.

La presente invencidon también se refiere a un método para producir una
construccion de fusion basada en los polipéptidos del fragmento Fc descritos
en este documento, en donde dicho método comprende cultivar una célula
huésped descrita en este documento para producir un constructo de fusion
basado en los polipéptidos del fragmento Fc fusionados a un polipéptido

fisioldgicamente activo como se describié anteriormente.

La presente invencion también se refiere a un método para producir un
conjugado basado en los polipéptidos del fragmento Fc descritos en este
documento, en donde dicho método comprende conjugar el polipéptido de
fragmento Fc con un polipéptido fisiolégicamente activo como se describio

anteriormente.

La presente invencion también se refiere al uso del fragmento Fc de la

invencion para la produccion de un farmaco.
La presente invencién también se refiere al uso del fragmento Fc de la
invencion para modificar la vida media de un polipéptido fisiolégicamente

activo.

La presente invencion también se refiere al uso de la construccion de

fusidn basado en el polipéptido de fragmento Fc fusionado al polipéptido
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fisiologicamente activo como se describe en este documento para la
produccion de un farmaco que comprende dicha construccibn como

ingrediente activo.

La presente invencion también se refiere al uso de un conjugado basado
en el polipéptido de fragmento Fc conjugado con el polipéptido fisiologicamente
activo como se describe en este documento para la produccion de un farmaco

que comprende dicho conjugado como ingrediente activo.

En un aspecto de la presente invencion, el polipéptido de fragmento Fc
tiene insulina o un agonista, precursor, derivado, fragmento o variante de la
misma como socio de fusion o conjugacion para una construccion de fusion o

conjugado.

En un aspecto de la presente invencion, el polipéptido de fragmento Fc
esta destinado a ser utilizado en un método para producir un farmaco, en
donde el uso es como un socio de fusion o conjugacion para la insulina o un
agonista, precursor, derivado, fragmento o variante de la misma, y en donde el
farmaco se puede utilizar en el tratamiento de afecciones que son sensibles a
la insulina, por ejemplo, la diabetes de tipo |, diabetes de tipo Il y la

hiperglucemia, y similares.

En un aspecto de la presente invencion, el polipéptido de fragmento Fc
esta destinado a ser utilizado en una preparacion de farmaco, como un socio
de fusidn o conjugacién para la insulina, o un agonista, precursor, derivado,
fragmento o una variante de la misma, en donde el farmaco se puede utilizar
para tratar afecciones que son sensibles a la insulina, por ejemplo, diabetes

tipo |, diabetes tipo Il e hiperglucemia, etc.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Estructura general del plasmido de expresion para proteinas
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fusionadas con el polipéptido de fragmento Fc.

IMPLEMENTACION DE LA INVENCION
La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos, pero

sin limitarse a ellos.

Ejemplo 1. Generacion de constructos

Para investigar el efecto de ciertas modificaciones en la secuencia de
aminoacidos del polipéptido de fragmento Fc sobre su capacidad para unirse
a FcRn y geFcyR, se generaron los siguientes constructos: GP20091.01-L1-01
(SEQ ID NO:16), GP20091.01-L2-05 (SEQ ID NO:17), GP20091.01-L2-06
SEQ ID NO:18), GP20091.01-L2-07 (SEQ ID NO:19), GP20091.01-L2-08
SEQ ID NO:20), GP20091.01-L2-09 (SEQ ID NO:21), GP20091.01-L2-10
SEQ ID NO:22), GP20091.01-L2-12 (SEQ ID NO:23), GP20091.01-L2-13
SEQ ID NO:24), GP20091.01-L2-14 (SEQ ID NO:25), donde las variantes

polipeptidicas del fragmento Fc se fusionaron al extremo C de la insulina de

(
(
(
(

cadena sencilla de SEQ ID NO:17 mediante el ligador polipeptidico de SEQ ID
NO:15 o SEQ ID NO:16.

Para obtener dichos constructos, se transfectaron células de la cepa
Escherichia coli BL21 con los plasmidos adecuados, que proporcionaban la
expresion de los constructos GP20091.01-L1-01, GP20091.01-L2-05,
GP20091.01-L2-06, GP20091.01-L2-07, GP20091.01-L2-08, GP20091.01-L2-
09, GP20091.01-L2-10, GP20091.01-L2-12, GP20091.01-L2-13 vy
GP20091.01-L2-14 fusionadas con el péptido lider SUMO , y la proteasa ULP
que proporcionaba la hidrolisis selectiva del péptido lider SUMO. Las
secuencias codificantes de las proteinas investigadas se establecen en SEQ
ID NO.:27-35.

La estructura general de los plasmidos utilizados para producir las

50



proteinas objetivo se muestra en la Figura 1.

Cada plasmido comprende:

1. Un gen que confiere resistencia a la tetraciclina a las células bacterianas,
un sitio de inicio de la replicacion (ori) y el gen ROP que regula el numero
de copias del plasmido;

2. El promotor de transcripcion tac/T7 que inicia la expresiéon de la proteina
recombinante;

3. Las secuencias del gen que codifica la molécula Met-SUMO-

GP20091.01-L2-XX y del gen que codifica la proteasa ULP, que estan

bajo el control del promotor Tac-T7 y forman un operén;

El terminador de la transcripcion rrnB1 B2 T1 txn;

Gen Lacl que codifica el represor del promotor Tac;

EcoRl y Spel, los sitios de restriccion donde se inserta el gen;

-

Cebadores de secuenciacién Pr1082 y Pr166.

La transfeccion celular se realizé mediante electroporacion.

La biomasa celular se aisl6 mediante centrifugacién utilizando una
centrifuga de pie Avanti J-HC y un rotor JLA-8.1000 segun un protocolo
estandar (20 min, 8000 rpm). Los pellets celulares se envasaron en bolsas de
polietileno con cierre hermético etiquetadas y se almacenaron en un

congelador a temperaturas que no excedieran los -18 °C.

Para la descomposicion de la pared celular bacteriana, se realizé una
desintegracion secuencial doble de biomasa utilizando un homogeneizador de
alta presion. Antes de la descomposicion celular, se realizé6 un paso de
resuspension de la cantidad requerida de biomasa. Para ello, los pellets
celulares se descongelaron a temperatura ambiente y se resuspendieron en
un tampodn de desintegracién enfriado a 4 °C (20 mM Tris; 5 mM EDTA pH 8,0)

utilizando un homogeneizador de inmersion Polytron 3100D; Ila
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homogeneizacion se realizé durante 10 minutos hasta que la solucion fuera

visualmente homogénea.

Los cuerpos de inclusion se aislaron mediante centrifugacion utilizando
una centrifuga independiente Avanti J-HC y un rotor JLA-8.1000 segun el

protocolo estandar (20 min, 8000 rpm).

Para solubilizar los constructos, se colocé una submuestra de cuerpos
de inclusion en un recipiente de volumen adecuado, se agrego la cantidad
requerida de soluciéon tampén de solubilizacion (7 M de clorhidrato de
guanidina, 100 mM de Tris, 15 mM de DTT, pH 9,5) y se agité hasta que los

agregados de proteina se disolvieron completamente.

Para producir las proteinas de fusion investigadas en forma dimérica,
utilizamos un tampdn (urea 2 M, Arg 300 mM, Tris 50 mM, pH 8,25), L-cisteina
0,55 mM como agente reductor y L-cistamina 0,55 mM como agente oxidante.
El proceso de replegamiento se llevé a cabo durante 16 horas a 2-8 °C y una

velocidad de agitacion de 200 rpm.

Purificacion de los constructos proteicos resultantes.

La purificaciéon cromatografia de las estructuras producidas se lleva a
cabo sucesivamente mediante cromatografia de afinidad con proteina A,
cromatografia de interaccion hidrofobica (sobre el sorbente Butyl Sepharose™
4 Fast Flow) y cromatografia de intercambio aniénico (utilizando el sorbente Q
Sepharose 4FF).

Ejemplo 2. Unién de FcRn

La union del polipéptido de fragmento Fc a FcRn se determiné utilizando

el método de interferometria de biocapa sin etiqueta. La cinética de unién para
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el receptor Fc neonatal biotinilado preparado (Immunitrack) se evalud
utilizando un interferometro de microplaca Octet Red96 (ForteBio) y un kit de
sensores (biosensores de estreptavidina (sa), Sartorius), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Se utilizé rituximab de Mabxience como
referencia. Las mediciones se llevaron a cabo a pH 6,0 . Las curvas de union
de referencia sustraida se analizaron con el software ForteBio Acquisition
Manager de acuerdo con el procedimiento estandar utilizando un modelo de
interaccion 1:1. Los resultados se presentan en la Tabla 1, donde R*2 es el

coeficiente de determinacion.

Tabla 1. Resultados de la union de FcRn

KD (M) | KD (nM) RA2

Rituximab 1.26E-09 1.3 0.734
GP20091.01-L1-01 | 1.26E-09 1.3 0.7336
GP20091.01-L2-05 | 5.46E-10 0.55 0.848
GP20091.01-L2-06 | 5.47E-10 0.55 0.816
GP20091.01-L2-08 | 1.72E-09 1.7 0.902
GP20091.01-L2-09 | 6.35E-10 0.63 0.909
GP20091.01-L2-10 | 4.32E-10 0.43 0.806
GP20091.01-L2-12 | 4.77E-10 0.48 0.929

Se hallé que las variantes polipeptidicas del fragmento Fc resultantes
tenian una union similar o mejorada al FcRn humano en comparacién con los
fragmentos Fc de tipo salvaje. También se obtuvieron resultados similares a
un pH de 7.4.

Ejemplo 3. Unién de Fc RI

La cinética de union del FcyRI biotinilado (CD64/FCGR1A) se evaluo

mediante el método de interferometria de biocapa sin etiqueta en el

interferdbmetro de microplaca Octet Red96 de 96 pocillos (Pall ForteBio). Se
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utilizé una solucion de rituximab (MBO1, Mabxience) como control positivo.

En el ensayo se utilizaron sensores de estreptavidina (Sartorius, cat. n.°
18-5019) hidratados durante 10 minutos en una solucion de PBST al 0,05 %.
Se utilizo el receptor FcyRI biotinilado a 2,5 pg/ml. Las muestras investigadas
se diluyeron en una solucién de PBST al 0,05 %, pH 7,4. Para el control positivo
de rituximab y las muestras de prueba GP20091.01-L2, se analizaron
concentraciones equimolares de 1,75 nmol/ml, 0,44 nmol/ml, 0,11 nmol/ml,
0,03 nmol/ml y 0,007 nmol/ml. Se utilizé el modelo de interaccion 1:1 en el
procesamiento de datos. Los resultados se presentan en la Tabla 2, donde R*2

es el coeficiente de determinacion.

Tabla 2. Resultados de union de FcyRI

KD (M) | KD (nM) R2
Rituximab 1.23E-09 1.23 0,996
GP20091.01-L2-05 | 3.17E-12 0.003 0,097
GP20091.01-L2-09 | 4.33E-09 4.33 0,975
GP20091.01-L2-10 | 8.92E-10 0.89 0,809
GP20091.01-L2-12 | 5.06E-07 506 |No encontrado

Union de FeyRII

La cinética de union del FcyRII biotinilado (CD32a/FCGR2A) se evalud
mediante el método de interferometria de biocapa sin etiqueta en el
interferometro de microplaca Octet Red96 de 96 pocillos (Pall ForteBio). Se

utilizé una solucion de rituximab (MBO1, Mabxience) como control positivo.

En el ensayo se utilizaron sensores de estreptavidina (Sartorius, cat. n.°
18-5019) hidratados durante 10 minutos en una solucion de PBST al 0,05 %.
Se utilizo el receptor FcyRII biotinilado a 2,5 pg/ml. Las muestras investigadas

se diluyeron en una solucién de PBST al 0,05 %, pH 7,4. Para el control positivo
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de rituximab y las muestras de prueba GP20091.01-L2, se analizaron
concentraciones equimolares de 1,75 nmol/ml, 0,44 nmol/ml, 0,11 nmol/ml,
0,03 nmol/ml y 0,007 nmol/ml. Las curvas de unién de referencia sustraida se
analizaron con el software ForteBio Acquisition Manager de acuerdo con el
procedimiento estandar utilizando un modelo de interaccion 1:1. Los resultados

se presentan en la Tabla 3, donde R"2 es el coeficiente de determinacién.

Tabla 3. Resultados de union de FcyRII

KD (M) KD (nM) R2
Rituximab 4 .05E-09 4.05 0,840
8.17E-07 816.500 No
GP20091.01-L2-05
encontrado
GP20091.01-L2-09 8.21E-08 82.08 0,995
2.86E-06 2856.00 No
GP20091.01-L2-10
encontrado
No No No
GP20091.01-L2-12
encontrado | encontrado | encontrado

Unién de FeyRIll

La cinética de unién al FcyRIll biotinilado (CD16a/FCGR3A) se determino
mediante el método de interferometria de biocapa sin etiqueta en el
interferometro compatible con placa de 96 pocillos Octet Red96 (Pall ForteBio).

Se utilizé una solucion de rituximab como control positivo. (MB01, Mabxience).

En el ensayo se utilizaron sensores de estreptavidina (Sartorius, cat. n.°
18-5019) hidratados durante 10 minutos en una solucion de PBST al 0,05 %.
Se utilizé el receptor FcyRIII biotinilado a 2,5 pg/ml. Las muestras de prueba
se diluyeron en una solucién de PBST al 0,05 %, pH 7,4. Para el control positivo
de rituximab, se evaluaron las siguientes concentraciones: 1.2 nmol/mL, 0.3
nmol/mL, 0.08 nmol/mL, 0.02 nmol/mL, and 0.005 nmol/mL. Las muestras de

prueba GP20091.01-L2 se analizaron en concentraciones equimolares de 25
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nmol/ml, 8,3 nmol/ml, 2,8 nmol/ml, 0,93 nmol/ml y 0,309 nmol/ml. Las curvas
de unidn de referencia sustraida se analizaron con el software ForteBio
Acquisition Manager de acuerdo con el procedimiento estandar utilizando un
modelo de interacciéon 1:1. Los resultados se presentan en la Tabla 4, donde

RA2 es el coeficiente de determinacion.

Tabla 4. Resultados de unién de FcyRII|

KD (M) [KD (nM) [RA2

Rituximab 4.94E-07 493.5 0.938
GP20091.01-L2-05 | 1.00E-07 100 No encontrado
GP20091.01-L2-09 | 1.00E-07 100 No encontrado
GP20091.01-L2-10 | 9.18E-02 | 91,790,000 | No encontrado
GP20091.01-L2-12 | 1.00E-07 100 No encontrado

Los resultados experimentales mostraron una union significativamente
mas débil o nula de los polipéptidos del fragmento Fc variante producidos a
varios receptores Fc humanos en comparacion con el fragmento Fc de tipo

salvaje.

Ejemplo 4.

Para confirmar la retencién de la actividad biolégica del socio de fusion,
se evalué la captacion de glucosa inducida por las proteinas de fusion

resultantes.

La absorcion de glucosa se estudié utilizando la linea celular de
mioblastos de rata L6J1 (Instituto de Citologia, Academia Rusa de Ciencias).
La suspension celular de trabajo se sembr6 en placas de 96 pocillos a 8000
células/pocillo en DMEM + 2% de suero de caballo (HS). Las células
dispersadas en DMEM + 10% FBS se utilizaron como control. Después de 72
horas, el medio se cambié a DMEM + 2% HS en los pocillos experimentales y

DMEM + 10% en los pocillos de control. El séptimo dia del experimento, las
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células se dejaron sin nutrientes durante 24 horas anadiendo DMEM glu 4,5

g/L, sin rojo fenol, s/f, a todos los pocillos.

La muestra de prueba se anadio a los pocillos en concentraciones de 2
nM, 20 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 800 nM, 1600 nM, 3200 nM y 5000 nM.
Se afadio Rinsulin R como control en concentraciones de 1 nM, 10 nM, 50 nM,
100 nM, 250 nM, 400 nM, 800 nM, 1600 nM y 2500 nM. Posteriormente, las
células se incubaron con las muestras de prueba y los controles durante 72

horas.

La concentracion de glucosa se midio utilizando el kit de glucosa GOD-
PAP anadiendo medio de cultivo a la solucién de glucosa de trabajo GOD-PAP.
La deteccion se llevd a cabo en un lector de microplacas multimodal

CLARIOstar. Los resultados se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Mediciones de la captacion inducida de glucosa

Emax,

moll IC50,nM | AW, % | RA, %
Rinsulina R 8.9 2111 104% n/d
GP20091.01-L2-05 |14.4 436.6 33% 48%
GP20091.01-L2-06 | 14.9 1047 12% 20%
GP20091.01-L2-08 | 14.2 670.2 29% 32%
GP20091.01-L2-09 | 8.78 783.4 104% 25%
GP20091.01-L2-10 | 12.98 25.22 43% 367%
GP20091.01-L2-12 | 13.3 35.08 43% 264%

Todas las proteinas de fusién investigadas provocaron una disminucion

en los niveles de glucosa y exhibieron actividad biolégica en los niveles

correspondientes a la insulina humana recombinante.
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