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DESCRIPCION
Proteinas de fusién Fc monocatenarias
Antecedentes de la invencion

Una estrategia para aumentar la semivida en suero de una proteina terapéutica es unir la proteina a un dominio Fc
(fragmento cristalizable) de un anticuerpo. Muchas de tales proteinas de fusion son capaces de formar homodimeros
o heterodimeros formando de este modo moléculas de proteina de fusion de tipo anticuerpo. Sin embargo, muchos
enfoques de la técnica anterior para la ingenieria de proteinas de fusiéon Fc tienen limitaciones incluyendo, pero sin
limitacién, inmunogenicidad y propiedades farmacocinéticas deficientes. Una proteina de fusiéon de estructura X-L1-
bisagra-Fc como se define en las reivindicaciones en donde X es una fusion de VH y VL se desvela en los documentos
WO 2014/018572 y WO 2013/026833. El documento WO 2011/122923 se refiere a muchas formas diferentes de Fc,
incluyendo las que comprenden CH1 y/o CL. Se conocen proteinas de fusién Fc con el factor IX (FIX), TNFR2,
antagonista del receptor de interleucina 1 (IL-1Ra), interferén (IFN) B, interleucina 10 (IL-10) e interleucina 2 (IL-2) por
A. Linderholm et al., BIOPROCESS INTERNATIONAL 2014, 12 (10), pags. 2-7, documento US 2013/217864, S Vallee
et al., JOURNAL OF INTERFERON AND CYTOKINE RESEARCH, 2012, 32 (4), pags.178-184, X. Zheng et al., J.
IMMUNOL., 1997, 158 (9), pags. 4507-4513, y X Zheng et al., J. IMMUNOL., 1999, 163 (7), pags. 4041-4048,
respectivamente. Se conoce IL-2 permutada circularmente fusionada con el dominio extracelular de IL-2 Ra por el
documento US 2014/234962.

Se desvelan en el presente documento mondmeros y dimeros de proteinas de fusion Fc que comprenden conectores
que tienen dominios de inmunoglobulina ligero constante (CL) y pesado constante (CH1) de cadena sencilla. Dichos
conectores también se denominan en el presente documento conectores scCLCH1.

Sin limitacion a una teoria en particular, los conectores descritos en el presente documento reducen el impedimento
estérico entre las cargas utiles de la proteina en cada una de las moléculas de proteinas de fusién Fc monocatenarias
cuando dichas moléculas forman dimeros. El impedimento estérico puede dar lugar a pérdidas de bioactividad,
dimerizacion ineficaz o reduccion de la semivida de la molécula dimérica, por ejemplo, debido a la reduccion de la
union al FcRn. Por tanto, la incorporacion de los conectores desvelados en el presente documento puede dar lugar a
mejora de la bioactividad, aumento de la formacion de dimeros, aumento de la semivida y la capacidad de incorporar
cargas Utiles de proteinas mayores que las posibles en proteinas de fusion Fc anteriores. Ademas, algunas proteinas
Fc desveladas en el presente documento pueden formar dimeros que proporcionan una estructura de anticuerpo mas
nativa alrededor del dominio Fc que puede mejorar la union de las moléculas diméricas al receptor FcRn y, por lo
tanto, aumentar la semivida en circulacion de las proteinas de fusiéon Fc de la invencién en comparacion con proteinas
de fusion de la técnica anterior.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una proteina de fusion de cadena sencilla que tiene la
siguiente disposicion desde el extremo amino al extremo carboxilo:

X-L1-BISAGRA-Fc
en donde,

X es IL-10, IL-2, IL-2Ra o fusiones del mismo, IFNB, factor IX, TNFR2 o IL-1Ra;
L1 es un conector que tiene la siguiente disposicion desde el extremo amino al extremo carboxilo:

L2-CL-L3-CH1-L4

en donde,

L2 y L4 son de manera independiente conectores polipeptidicos y en donde L2 esta presente y L4 esta ausente;
L3 es un conector polipeptidico;

CL es un polipéptido de region constante de una cadena ligera de inmunoglobulina; y

CH1 es un polipéptido de region constante de un dominio CH1 de una cadena pesada de inmunoglobulina;
BISAGRA es una secuencia de bisagra de una inmunoglobulina; y

Fc es el extremo carboxilo de una inmunoglobulina o cualquier fragmento activo de la misma.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un complejo dimerizado que comprende la proteina de
fusion del aspecto 1.

Se exponen elementos preferidos de la invencion en las reivindicaciones dependientes del presente documento.

En el presente documento se desvelan proteinas de fusiéon Fc de cadena sencilla que tienen propiedades mejoradas.
En el presente documento se desvelan fusiones monocatenarias de proteinas solubles fusionadas con la region Fc de
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una inmunoglobulina mediante un conector que comprende una region constante de una cadena ligera de
inmunoglobulina (CL) ligada a una regién constante CH1 de una cadena pesada de inmunoglobulina (conectores
scCLCH1 o scCH1CL). Este conector confiere propiedades favorables a las proteinas de fusion Fc desveladas en el
presente documento tales como mejor bioactividad y aumento de la semivida en comparacion con sus homdlogos de
fusién que no son Fc o en comparacién con proteinas de fusion Fc de la técnica anterior. Las proteinas de fusion Fc
como se describen en el presente documento pueden disefiarse para incluir proteinas solubles de interés capaces de
unirse o interactuar con cualquier diana de interés con alta especificidad y afinidad.

Una proteina de fusion Fc desvelada en el presente documento puede ser un dimero. Los dimeros pueden formarse
mediante interacciones covalentes (p. €j., enlaces disulfuro) o no covalentes entre proteinas de fusién monocatenarias
de la invencion lo que da lugar a un complejo proteico homodimérico o heterodimérico que conserva las propiedades
ventajosas de una molécula de anticuerpo para su uso como molécula terapéutica.

En el presente documento se desvelan acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusiéon Fc proporcionadas en
el presente documento. También se proporcionan vectores, incluyendo vectores de expresion, que comprenden un
acido nucleico que codifica cualquiera de las proteinas de fusion Fc descritas en el presente documento. También se
proporcionan células hospedadoras que contienen dichos vectores de expresién y métodos para producir las proteinas
de fusién Fc descritas en el presente documento en las células hospedadoras.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion mas particular de realizaciones preferidas de la invencion, como se ilustra en los dibujos adjuntos en los
que caracteres con la misma referencia se refieren a las mismas partes a lo largo de las diferentes vistas. Los dibujos
no estan necesariamente a escala, en su lugar, se pone énfasis en ilustrar los principios de la invencion.

La fig. 1A es un diagrama de un homodimero de proteina de fusion Fc que comprende X fusionado con la region
Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 de acuerdo con la invencién.

La fig. 1B es un diagrama de un heterodimero de proteina de fusion Fc de dos cadenas polipeptidicas, donde la
primera comprende X fusionado con la regién Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1, y la
segunda comprende Y, donde Y es diferente de X, fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del
conector scCLCH1 de acuerdo con la invencion.

La fig 1C es un diagrama de un homodimero de proteina de fusion Fc que comprende X fusionado con la region
Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCH1CL de acuerdo con la invencion.

La fig. 1D es un diagrama de un heterodimero de proteina de fusion Fc de dos cadenas polipeptidicas, donde la
primera comprende X fusionado con la regién Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCH1CL, vy la
segunda comprende Y, donde Y es diferente de X, fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del
conector scCH1CL de acuerdo con la invencion.

La fig. 2 es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusién Fc que comprende factor IX
fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 de acuerdo con la invencion.

La fig. 3 es un grafico que muestra la actividad de coagulacion de una proteina de fusion Fc que comprende factor
IX fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 de acuerdo con la invencion.
La fig. 4 es un grafico que muestra la semivida in vivo en ratas cuando se administra por via intravenosa una
proteina de fusion Fc que comprende factor IX fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del
conector scCLCH1.

La fig. 5A es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusion Fc que comprende TNFR2
fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 en condiciones reductoras.

La fig. 5B es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusion Fc que comprende TNFR2
fusionado con la regién Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 en condiciones no reductoras.
La fig. 6 es un grafico que muestra la inhibicion de la activacién de un gen indicador por la proteina de fusion
TNFR2 de la invencién en comparacion con una proteina de fusion directa de TNF convencional.

La fig. 7 es un grafico que muestra la semivida in vivo en ratas cuando se administra por via intravenosa una
proteina de fusién Fc que comprende TNFR2 fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del
conector scCLCH1 en comparacion con una proteina de fusion directa de TNF convencional.

La fig. 8A es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusién Fc que comprende IL1Ra
fusionado con la regidn Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 en condiciones reductoras.

La fig. 8B es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusién Fc que comprende IL1Ra
fusionado con la regién Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 en condiciones no reductoras.
La fig. 9 es un grafico que muestra la inhibicion de la activacion de un gen indicador por la proteina de fusién IL1Ra
de la invencion.

La fig. 10 es un grafico que muestra la semivida in vivo en ratas cuando se administra por via intravenosa una
proteina de fusion Fc que comprende IL1Ra fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector
scCLCH1.

La fig. 11 es un grafico que muestra la semivida in vivo en ratas cuando se administra por via intraocular una
proteina de fusion Fc que comprende IL1Ra fusionado con la region Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector
scCLCHT1.
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La fig. 12A es un diagrama de un homodimero de proteina de fusiéon Fc de dos cadenas polipeptidicas, en donde
en cada cadena polipeptidica comprende como X, una fusién de IL-2/IL-2Ra que después se fusiona con la region
Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1.

La fig. 12B es un diagrama de un homodimero de proteina de fusiéon Fc de dos cadenas polipeptidicas, en donde
en cada cadena polipeptidica comprende como X, una fusién de IL-2/IL-2Ra que después se fusiona con la region
Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCH1CL.

La fig. 13 es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusién Fc que comprende IL-2/IL-2Ra
fusionado con la regién Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 (izquierda) o a través del nuevo
conector scCH1CL (derecha) en condiciones reductoras y no reductoras.

La fig. 14A es un cromatograma que muestra la caracterizacion del IL-2/IL-2Ra fusionado con la region Fc de un
anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 mediante filtracion analitica en gel.

La fig. 14B es un cromatograma que muestra la caracterizacion del IL-2/IL-2Ra fusionado con la region Fc de un
anticuerpo IgG1 a través del conector scCH1CL mediante filtracion en gel analitica.

La fig. 15 es un grafico que muestra la activacion de pSTATS5 por las proteinas de fusién monocatenarias IL-2/IL-
2Ra de la invencion en comparacion con rhlL-2.

La fig. 16 es un gréafico que muestra la semivida in vivo en ratas cuando se les administran por via intravenosa y
subcutanea las proteinas de fusién monocatenarias IL-2/IL-2Ra de la invencion.

La fig. 17 es un diagrama de un homodimero de proteina de fusién Fc de dos cadenas polipeptidicas, en donde en
cada cadena polipeptidica comprende como X, IFNB que después se fusiona con la regidon Fc de un anticuerpo
IgG1 através del conector scCLCH1 de la invencion.

Lafig. 18 es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusidon Fc que comprende IFN fusionado
con laregién Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 en condiciones reductoras y no reductoras.
La fig. 19 es un cromatograma que muestra la caracterizacion de IFN fusionado con la region Fc de un anticuerpo
IgG1 através del conector scCLCH1 mediante filtracion analitica en gel.

La fig. 20 es un grafico que muestra la activacién de un gen indicador por la proteina de fusion de IFNB de la
invencion.

La fig. 21 es un grafico que muestra el perfil medio de concentracion-tiempo después de la administracion IV (1,4
nMoles/kg y SC (3,6 nMoles/kg) de la proteina de fusién de IFNB de la invencion.

La fig. 22A es un diagrama de un homodimero de proteina de fusidon Fc de dos cadenas polipeptidicas, en donde
en cada cadena polipeptidica comprende como X, IL-10 que después se fusiona con la region Fc de un anticuerpo
IgG1 através del conector scCLCH1.

La fig. 22B es un diagrama de un homodimero de proteina de fusidon Fc de dos cadenas polipeptidicas, en donde
en cada cadena polipeptidica comprende como X, IL-10 que después se fusiona con la region Fc de un anticuerpo
IgG1 através del conector scCH1CL.

La fig. 23 es una SDS-PAGE que muestra la expresion de una proteina de fusiéon Fc que comprende IL-10
fusionada con la regiéon Fc de un anticuerpo IgG1 a través del conector scCLCH1 (izquierda) o a través del nuevo
conector scCH1CL (derecha) en condiciones reductoras y no reductoras.

La fig. 24A es un cromatograma que muestra la caracterizacion de la IL-10 fusionada con la region Fc de un
anticuerpo 1gG1 a través del conector scCLCH1 mediante filtracion analitica en gel.

La fig. 24B es un cromatograma que muestra la caracterizacion de la IL-10 fusionada con la region Fc de un
anticuerpo 1gG1 a través del conector scCH1CL mediante filtracion en gel analitica.

La fig. 25 es un grafico que muestra la estimulacion de la linea de mastocitos de raton MC/9 por las proteinas de
fusiéon monocatenarias de IL-10 de la invencion en comparacion con la proteina de fusion Fc directa sclL-10 usada
como control.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Por "polipéptido" se entiende cualquier secuencia de dos o0 mas aminoacidos, independientemente de la longitud, de
la modificacion postraduccional o de la funcion. "Polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en el
presente documento. Los polipéptidos pueden incluir aminoacidos naturales y aminoacidos no naturales. Los
polipéptidos también se pueden modificar mediante cualquiera de diversas formas quimicas habituales (p. €j., se
puede modificar un aminoacido con un grupo protector; el aminoacido carboxilo terminal se puede convertir en un
grupo amida terminal; el resto amino terminal se puede modificar con grupos para, p. €j., mejorar la lipofilia; o el
polipéptido se puede glucosilar quimicamente o modificar de otro modo para aumentar la estabilidad o la semivida in
vivo). Las modificaciones de polipéptidos pueden incluir la unién de otra estructura tal como un compuesto ciclico u
otra molécula al polipéptido y también pueden incluir polipéptidos que contienen uno o mas aminoacidos en una

configuracion alterada (es decir, Ro S; o, L o D).

Como se usa en el presente documento, "anticuerpo” e "inmunoglobulina" se usan indistintamente y se refieren a un
polipéptido sustancialmente codificado por un gen de inmunoglobulina o genes de inmunoglobulina, o fragmentos de
los mismos, que se unen y reconocen especificamente un antigeno. Los genes de inmunoglobulina identificados
incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi como los multiples genes
de regiones variables de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican en kappa o lambda. Las cadenas pesadas
se clasifican en gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA,
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IgD e IgE, respectivamente. Los términos entendidos por los expertos en la materia de tecnologia de anticuerpos
reciben cada uno el significado adquirido en la técnica, a menos que se definan expresamente de manera diferente
en el presente documento. Se sabe que los anticuerpos tienen regiones variables, una region de bisagra y dominios
constantes. Se revisan la estructura y la funcién de la inmunoglobulina, por ejemplo, en Harlow et al., Eds., Antibodies:
A Laboratory Manual, capitulo 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 1988).

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" se define en el presente documento como el porcentaje
de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoacidos en una secuencia
seleccionada, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo
de identidad de secuencia y sin considerar ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia.
La alineacion con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede lograrse de
diversas maneras que estan dentro de la experiencia de la técnica, por ejemplo, usando programas informaticos
disponibles de manera publica, tales como los programas BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign (DNASTAR).
Los expertos en la materia pueden determinar los parametros adecuados para medir la alineacion, incluyendo
cualquier algoritmo necesario para conseguir la alineacion maxima sobre toda la longitud de las secuencias que se
comparan.

Las anotaciones "mg/kg" o "mg por kg" se refieren a miligramos por kilogramo. Todas las anotaciones se utilizan
indistintamente a lo largo de la presente divulgacion.

La "semivida" de un polipéptido se puede definir en general como el tiempo que tarda la concentracion en suero del
polipéptido en reducirse en 50 %, in vivo, por ejemplo, debido a la degradacién del polipéptido y/o la eliminacién o
fijacién del polipéptido por mecanismos naturales. La semivida se puede determinar de cualquier manera conocida en
si misma, tal como por analisis farmacocinético. Las técnicas adecuadas resultaran evidentes para el experto en la
materia, y pueden, por ejemplo, implicar en general las etapas de administrar una dosis adecuada de un polipéptido a
un roedor o primate; recoger muestras de sangre u otras muestras de un roedor o primate a intervalos regulares;
determinar el nivel o concentracién del polipéptido en dicha muestra de sangre; y calcular, a partir de (un grafico de)
los datos obtenidos de este modo, el tiempo hasta que el nivel o concentracion del polipéptido se ha reducido en 50 %
en comparacion con el nivel inicial tras la dosificacion. Se pueden encontrar métodos para determinar la semivida, por
ejemplo, en Kenneth et al., Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists (1986); Peters et al.,
Pharmacokinete analysis: A Practical Approach (1996); y "Pharmacokinetics", M Gibaldi y D Perron, publicado por
Marcel Dekker, 22 edicion rev. (1982).

La semivida de un polipéptido de fusién aumenta si su presencia en una matriz bioldgica (sangre, suero, plasma,
tejido) persiste, in vivo, durante un periodo mas largo en comparacion con un control adecuado. La semivida puede
aumentar en 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o mas en comparacion con un control adecuado.

La semivida se puede expresar utilizando parametros tales como el tij2-arfa, t120eta Yy HL_Lambda_z. En la presente
memoria descriptiva, un "aumento de la semivida" se refiere a un aumento de uno cualquiera de estos parametros,
dos cualesquiera de estos parametros, o los tres parametros. Un "aumento de la semivida" en particular se refiere a
un aumento del tix-beta y/o HL_Lambda_z, ya sea con o sin un aumento del tio-alfa. Otros parametros
farmacocinéticos que pueden evaluarse incluyen el volumen de distribucion (VD), aclaramiento (CL) y tiempo medio
de residencia (TMR) y el area bajo la curva (ABC). En la presente memoria descriptiva, un "cambio de la
farmacocinética" se refiere a cambios en uno cualquiera de estos parametros, dos cualesquiera de estos parametros,
tres cualesquiera de estos pardmetros o los cuatro parametros, en presencia o ausencia de cambios en los parametros
de semivida enumerados anteriormente.

"Actividad" para los fines del presente documento se refiere a una acciéon o un efecto de un componente de una
proteina de fusién coherente con, pero no necesariamente idéntico a, el de la proteina activa nativa correspondiente,
en donde "actividad biolégica" o "actividad" se refiere a una funcion o un efecto biolégico in vitro o in vivo, incluyendo,
pero sin limitacion, unién a receptor, actividad antagonista, actividad agonista o respuesta celular o fisioldgica.

Como se usa en el presente documento, un "complejo dimérico" comprende dos proteinas de fusion X-L1-BISAGRA-
Fc monocatenarias de la invencién, en donde los dos polipéptidos monocatenarios se asocian entre si en condiciones
adecuadas mediante unién no covalente o unién covalente, por ejemplo, por un enlace disulfuro. Una "proteina
heterodimérica", "complejo heterodimerizado" o "heterodimero", como se usa indistintamente en el presente
documento, se refiere a una proteina que esta hecha de dos polipéptidos X-L1-BISAGRA-Fc monocatenarios que
forman un complejo dimérico, en donde dichos dos polipéptidos monocatenarios tienen diferentes secuencias de
aminoacidos, en particular, X representa diferentes proteinas solubles o diferentes partes de la misma proteina soluble.
Una "proteina homodimérica", "complejo homodimerizado" u "homodimero" como se usa indistintamente en el
presente documento, se refiere a una proteina que estd hecha de dos polipéptidos idénticos o sustancialmente
idénticos que forman el complejo dimérico, en donde dichos dos polipéptidos monocatenarios comparten 100 % de
identidad, o al menos 95 % o al menos 99 % de identidad, consistiendo las diferencias de aminoacidos en la
sustitucién, adicidn o supresion de aminoacidos que no afectan a las propiedades funcionales y fisicas del polipéptido
en comparacion con el otro del homodimero, por ejemplo, sustituciones de aminoacidos conservadoras.
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Como se usa en el presente documento, una proteina es "soluble" cuando carece de cualquier dominio transmembrana
o dominio proteico que ancle o integre el polipéptido en la membrana de una célula que exprese dicho polipéptido.
Como se usa en el presente documento, "dominio Fc", "regién Fc" o "parte Fc" como se pueden usar esos términos
indistintamente en el presente documento para describir una proteina de fusién X-L1-BISAGRA-Fc de la invencion,
abarca dominios procedentes de la regién constante de una inmunoglobulina, preferentemente una inmunoglobulina
humana, incluyendo un fragmento activo, de la regién constante. Las inmunoglobulinas adecuadas incluyen IgG1,
1gG2, 1gG3, IgG4 y otras clases tales como IgA, IgD, IgE e IgM. La regidn constante de una inmunoglobulina se define
como un polipéptido de origen natural o producido de forma sintética homdlogo de la region C-terminal de
inmunoglobulina, y puede incluir un dominio CH1, una bisagra, un dominio CH2, un dominio CH3 o un dominio CH4,
por separado o en combinacion.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” o "tratar”, o "paliar" o "aliviar" se usan indistintamente en el
presente documento. Estos términos se refieren a un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados
incluyendo, pero sin limitacion, un beneficio terapéutico y/o un beneficio profilactico. Por beneficio terapéutico se
entiende la erradicacién o mejora del trastorno subyacente que se esté tratando. Ademas, se logra un beneficio
terapéutico con la erradicacion o mejora de uno o mas de los sintomas fisiolégicos asociados con el trastorno
subyacente, de manera que se observa una mejora en el sujeto, independientemente de que el sujeto pueda estar
aun aquejado del trastorno subyacente.

Para el beneficio profilactico, las composiciones pueden administrarse a un sujeto con riesgo de desarrollar una
enfermedad en particular o a un sujeto que presente uno o mas de los sintomas fisioldgicos de una enfermedad,
incluso aunque pueda no haberse realizado un diagnéstico de esta enfermedad.

Un "efecto terapéutico", como se usa en el presente documento, se refiere a un efecto fisioldgico, incluyendo, pero sin
limitacién, la curacion, la mitigacion, mejora o prevencion de enfermedad en seres humanos u otros animales o de otro
modo mejorar el bienestar fisico o mental de seres humanos o animales, provocado por una proteina de fusion de la
invencion.

Las expresiones "cantidad terapéuticamente eficaz" y "dosis terapéuticamente eficaz", como se usan en el presente
documento, se refieren a una cantidad de una proteina activa, ya sea sola o como parte de una composiciéon de
proteinas de fusion, que es capaz de tener cualquier efecto beneficioso, detectable, sobre cualquier sintoma, aspecto,
parametro medido o caracteristica de una patologia o afeccion cuando se administra en una o repetidas dosis a un
sujeto. No es necesario que dicho efecto sea absoluto para ser beneficioso.

La expresion "pauta posoldgica terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a un
programa para dosis administradas consecutivamente de una proteina activa, ya sea sola o como parte de una
composicion de proteinas de fusion, en donde las dosis se administran en cantidades terapéuticamente eficaces para
dar lugar a un efecto beneficioso sostenido sobre cualquier sintoma, aspecto, parametro medido o caracteristica de
una patologia o afeccion.

Proteinas de fusién Fc monocatenarias

Las proteinas de fusion Fc monocatenarias desveladas en el presente documento tienen la siguiente disposicion desde
el extremo amino (extremo N) hasta el extremo carboxilo (extremo C):

X-L1-BISAGRA-Fc
en donde, X es una proteina soluble;
L1 es un conector que tiene la siguiente disposicion desde el extremo amino al extremo carboxilo:
L2-CL-L3-CH1-L4 o L2-CH1-L3-CL-L4
en donde,
L2 y L4 son de manera independiente conectores polipeptidicos o estan ausentes de manera independiente,
L3 es un conector polipeptidico;
CL es un polipéptido de region constante de una cadena ligera de inmunoglobulina; y
CH1, un polipéptido de region constante de un dominio CH1 de una cadena pesada de inmunoglobulina;
BISAGRA es una secuencia de bisagra de una inmunoglobulina o esta ausente con la condicion de que si
BISAGRA esta ausente, L4 esta presente; y

Fc es el extremo carboxilo de una inmunoglobulina o cualquier fragmento activo o derivado de la misma.

Una proteina soluble de interés se fusiona con la regién N-terminal de una regiéon Fc de inmunoglobulina a través de
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un conector (L1) que se obtiene de los dominios CL y CH1 de una inmunoglobulina dispuesta como una cadena
sencilla (sc) también denominada en el presente documento "conectores scCLCH1".

El extremo C de la region CL esta unido a la region N-terminal de una region CH1 a través del conector polipeptidico
L3. El extremo N de la regién CL puede fusionarse con el extremo C de la proteina de interés (X) a través de un
conector polipeptidico L2 opcional. El extremo C del dominio CH1 esta unido al dominio Fc a través de una region
bisagra de inmunoglobulina (BISAGRA) o un conector polipeptidico (L4) o tanto una bisagra (BISAGRA) como un
conector polipeptidico (L4).

El extremo C del dominio CH1 esta unido al extremo N de una region CL a través del conector polipeptidico L3. El
extremo N de la regién CH1 puede fusionarse con el extremo C de la proteina de interés (X) a través de un conector
polipeptidico L2 opcional. El extremo C de la region CL esta unido a la region Fc a través de una region bisagra de
inmunoglobulina (BISAGRA) o un conector polipeptidico (L4) o tanto una bisagra (BISAGRA) como un conector
polipeptidico (L4).

Preferentemente, L3 se selecciona de dominios artificiales flexibles que comprenden aminoacidos seleccionados de
Gly (G) y/o Ser (S). Preferentemente, el conector estd compuesto por polipéptido de férmula general (Gly-Gly-Gly-Ser
(SEQ ID NO: 21))n o (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 22))n en donde n es un numero entero de 1 a 10.
Preferentemente, cada conector es un polipéptido que comprende de aproximadamente 1 a aproximadamente 100
aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 1-50 aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 1-25
aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 1-15 aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 1-10
aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 4-24 aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 5-20
aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 5-15 aminoacidos y preferentemente, aproximadamente 5-10
aminoacidos. Preferentemente, el conector es (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 22))n en donde nes 2 0 4.

L2 y L4 se seleccionan independientemente de dominios flexibles artificiales que comprenden aminoacidos
seleccionados de, por ejemplo, Gly (G) y Ser (S). Preferentemente, el conector esta compuesto por polipéptido de
férmula general (Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 21))n o (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 22))n en donde n es un
numero entero de 1 a 10. Preferentemente, cada conector es un polipéptido que comprende de aproximadamente 1 a
aproximadamente 100 aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 1-50 aminoacidos, preferentemente,
aproximadamente 1-25 aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 1-15 aminoacidos, preferentemente,
aproximadamente 1-10 aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 4-24 aminoacidos, preferentemente,
aproximadamente 5-20 aminoacidos, preferentemente, aproximadamente 5-15 aminoacidos y preferentemente,
aproximadamente 5-10 aminoacidos. Preferentemente, el conector es (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 22))n en
dondenes2o04.

L2, L3 y L4, pueden comprender ademas aminoacidos tales como, por ejemplo, Lys (K), Thr (T), Glu (E) y Asp (D).

La region CL del conector scCLCH1 (L1) puede ser sustancialmente idéntica a la regién CL correspondiente de las
inmunoglobulinas nativas que pertenecen a cualquiera de las clases de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, 1gG
o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo IgG, es decir, IgG1, 19G2, IgG3 e IgG4. La region CL (L1) puede
tener una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
099 % idéntica a la region CL correspondiente de inmunoglobulinas nativas que pertenecen a cualquiera de las clases
de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo IgG, es decir,
IgG1, 19G2, 1gG3 e IgG4. Si la region CL de L1 es un derivado modificado o una variante de una region CL nativa,
dichas modificaciones incluyen, pero sin limitacion, inserciones, supresiones, sustituciones y reordenamientos de
aminoacidos. Preferentemente, la secuencia de aminoacidos de la region CL de acuerdo con la invencion, es al menos
80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 % y mas preferentemente al menos
95 % idéntica a la region CL correspondiente de inmunoglobulinas nativas que pertenecen a cualquiera de las clases
de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo IgG, es decir,
IgG1, IgG2, IgG3 e 1gG4.

La region CH1 del conector scCLCH1 (L1) puede ser sustancialmente idéntica a la region CH1 correspondiente de las
inmunoglobulinas nativas que pertenecen a cualquiera de las clases de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, 1IgG
o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo IgG, es decir, IgG1, 1I9G2, IgG3 e IgG4. La region CH1 de L1 puede
tener una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
0 99 % idéntica a la region CH1 correspondiente de inmunoglobulinas nativas que pertenecen a cualquiera de las
clases de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo IgG, es
decir, 1IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Si la region CH1 del conector L1 es un derivado modificado o una variante de una
region de inmunoglobulina CH1 nativa, dichas modificaciones incluyen, pero sin limitacion, inserciones, supresiones,
sustituciones y reordenamientos de aminoacidos. Preferentemente, la secuencia de aminoacidos de la region CH1 es
al menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 % y mas preferentemente al
menos 95 % idéntica a la region CH1 correspondiente de inmunoglobulinas nativas que pertenecen a cualquiera de
las clases de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo IgG, es
decir, IgG1, 1IgG2, 1IgG3 e IgG4.
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No es necesario que la region CH1 y las regiones CL de L1 sean idénticas a, o una variante de, las regiones
correspondientes de la misma clase de inmunoglobulinas. Por ejemplo, la region CL puede proceder de la region
correspondiente de IgE y la region CH1 puede proceder de la region correspondiente de IgG.

Preferentemente, CL y CH1 del conector scCLCH1 proceden de las regiones CL y CH1 correspondientes de IgG1,
preferentemente, IgG1 humana.

Una region CL ilustrativa correspondiente a la region CL de una IgG1 humana (higG1) incluye:

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGES (SEQ ID
NO: 1).

Una region CH1 ilustrativa correspondiente a la regién CH1 de higG1 incluye:

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRYV (SEQ ID NO: 2).

Las proteinas de fusién Fc monocatenarias desveladas en el presente documento comprenden una regiéon Fc que
incluye al menos una parte del extremo carboxilo de una cadena pesada de inmunoglobulina. Por ejemplo, la parte Fc
puede comprender: un dominio CH2, un dominio CH3, un dominio CH4, un dominio CH2-CH3, un dominio CH2-CH4,
un dominio CH2-CH3-CH4, un dominio bisagra-CH2, un dominio bisagra-CH2-CH3, un dominio bisagra-CH2-CH4 o
un dominio bisagra-CH2-CH3-CHA4. El dominio Fc puede proceder de anticuerpos que pertenecen a cualquiera de las
clases de inmunoglobulina, es decir, IgA, IgD, IgE, 1gG o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo 1gG, es
decir, 1I9G1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. Preferentemente, la region Fc procede de IgG1, preferentemente IgG1 humana.

El dominio Fc puede ser una secuencia Fc de origen natural que pertenece a cualquiera de las clases de
inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpo IgG, es decir, 1gG1,
1gG2, IgG3 y IgG4, incluyendo variantes alélicas o de corte y empalme naturales. Como alternativa, el dominio Fc
puede ser un dominio hibrido que comprende una parte de un dominio Fc de dos o mas isotipos Ig diferentes, por
ejemplo, un dominio Fc hibrido de IgG2/IgG4. Preferentemente, el dominio Fc procede de una molécula de
inmunoglobulina humana. Como alternativa, el dominio Fc puede ser una version humanizada o desinmunizada
(eliminacién de epitopos de linfocitos T que pueden activar linfocitos T auxiliares) de un dominio Fc de un animal no
humano, incluyendo, pero sin limitacion, ratén, rata, conejo y mono.

El dominio Fc puede ser una secuencia de Fc variante, p. €j., una secuencia de Fc que se ha modificado (p. €j., por
sustitucién, supresion y/o insercidon de aminoacidos) en relacidon con una secuencia de Fc parental (p. €j., un polipéptido
Fc sin modificar que se modifica posteriormente para generar una variante), para proporcionar caracteristicas
estructurales y/o actividad bioldgica deseables. Por ejemplo, se pueden realizar modificaciones en la region Fc para
generar una variante de Fc que (a) tiene mayor o menor citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC), (b) mayor o menor citotoxicidad mediada por complemento (CDC), (c) tiene mayor o menor afinidad por C1q
y/o (d) tiene mayor o menor afinidad por un receptor de Fc en relacién con el Fc precursor. Dichas variantes de la
region Fc comprenderan en general al menos una modificacion de aminoacidos en la region Fc. Se considera que la
combinacion de modificaciones de aminoacidos es particularmente deseable. Por ejemplo, la region Fc variante puede
incluir dos, tres, cuatro, cinco, etc. sustituciones en la misma, p. €j., de las posiciones de la region Fc especificas
identificadas en el presente documento.

La region bisagra de las proteinas de fusion Fc de la invencion puede proceder de anticuerpos que pertenecen a
cualquiera de las clases de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM. La regién de bisagra puede proceder
de cualquiera de las subclases de anticuerpos 1gG, es decir, 1IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. La region bisagra puede
contener de forma natural un resto de cisteina o puede modificarse por ingenieria genética para que contenga uno o
mas restos de cisteina.

Preferentemente, la region bisagra puede tener una secuencia de aminoacidos que sea al menos 50 %, 60 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la region bisagra correspondiente de inmunoglobulinas
nativas que pertenecen a cualquiera de las clases de inmunoglobulinas, es decir, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM o cualquiera
de las subclases de anticuerpo IgG, es decir, IgG1, 19G2, IgG3 e IgG4. Preferentemente, la secuencia de aminoacidos
de la region bisagra es al menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 % y
mas preferentemente al menos 95 % idéntica a la region bisagra correspondiente de IgG1 humana.
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A continuacion se muestra la secuencia de una regioén constante de inmunoglobulina IgG1 humana y la posicion
relativa de la region bisagra se indica mediante subrayado continuo:

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL

ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA

KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(SEQ ID NO: 3). Laregion CH1 se indica mediante subrayado con una linea de puntos y las regiones CH2 y CH3 se
indican con letras en negrita. La lisina C-terminal de una secuencia de IgG se puede eliminar o reemplazar con un
aminoacido distinto de lisina, tal como alanina, para aumentar adicionalmente la semivida en suero de la proteina de
fusion Fc.

La secuencia de bisagra puede incluir sustituciones que confieren propiedades farmacocinéticas, biofisicas y/o
biolégicas deseables. Una region bisagra ilustrativa para su uso en la invenciéon puede comprender una secuencia de
aminoacidos que sea al menos 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la
siguiente: EPKSSDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 4).

El dominio Fc y la regién bisagra pueden proceder de una clase o subclase de anticuerpos. Por ejemplo, la region de
bisagra y el dominio Fc pueden proceder de IgG1. El dominio Fc y la region bisagra pueden corresponder a diferentes
clases o subclases de anticuerpos. Por ejemplo, el dominio Fc puede corresponder a la region Fc de IgG2 0 1gG4 y la
region bisagra puede corresponder a 1IgG1.

Preferentemente, todos los dominios de inmunoglobulina de las proteinas de fusién Fc monocatenarias de la invencién
proceden de IgG1, preferentemente, IgG1 humana. Preferentemente, la region bisagra y la region Fc combinadas de
las proteinas de fusién de la invencién comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 %, 60 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a:
EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK (SEQ ID NO: 5). Preferentemente, la region bisagra y la region Fc combinadas de las proteinas de fusion de
la invencion comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a:

EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPQV

KFNWYVDGVQVHNAKTKPREQQYNSTYRVVSVLTVLHQNWLDGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG

QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK (SEQ ID NO: 6).

Puede ser deseable tener una secuencia de bisagra y/o regién Fc de las proteinas de fusion monocatenarias de la
invencion que comprendan un resto de cisteina libre para permitir la formacion de un enlace disulfuro entre las regiones
bisagra y/o Fc formando de este modo dimeros de las proteinas de fusion Fc de la invenciéon. Puede ser deseable
alterar las secuencias de la region bisagra y/o Fc para eliminar restos de cisteina libres, p. ej., mutando uno o mas
restos de cisteina en un conector a otro resto, tal como una serina, alanina o glicina. La region bisagra de las proteinas
de fusion monocatenarias de la invencién puede comprender uno 0 mas restos de cisteina libres capaces de formar
uno o mas enlaces disulfuro con una segunda proteina de fusidon monocatenaria de la invencion formando de este
modo un complejo dimérico.

Las proteinas de fusion X-L1-BISAGRA-Fc descritas en el presente documento contienen una parte X que puede ser
cualquier proteina soluble de interés o cualquier fragmento activo de la misma o cualquier derivado activo de la misma.
Las proteinas solubles de interés (X) que se pueden fusionar con un armazén L1-BISAGRA-Fc monocatenario de
acuerdo con la divulgacion incluyen, pero sin limitacion: proteinas o partes o fragmentos de las mismas que pueden
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unirse o interactuar con una molécula, célula, complejo y/o tejido diana, incluyendo dichas dianas sustratos
enzimaticos, proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos, compuestos de bajo peso molecular y
fragmentos de los mismos.

Las proteinas de unién solubles de interés (X) desveladas en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, la
siguiente lista de proteinas, asi como derivados activos, fragmentos activos, subunidades, dominios, motivos y
epitopos pertenecientes a la siguiente lista de proteinas: renina; una hormona del crecimiento, incluyendo hormona
del crecimiento humana y hormona del crecimiento bovina; factor de liberacion de la hormona del crecimiento; hormona
paratiroidea; hormona estimulante tiroidea; lipoproteinas; alfa-1-antitripsina; cadena A de insulina; cadena B de
insulina; proinsulina; hormona foliculoestimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagén; factores de coagulacion
tales como factor VII, factor VIIIC, factor IX, factor tisular (FT) y factor de von Willebrand; factores anticoagulantes tales
como proteina C; factor natriurético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador de plasminégeno, tal como urocinasa
u orina humana o activador de plasminégeno de tipo tisular (t-PA); bombesina; trombina; factor de crecimiento
hematopoyético; factor de necrosis tumoral alfa y beta; encefalinasa; RANTES (regulada tras la activacién, expresada
y secretada de forma normal en linfocitos T); proteina inflamatoria de macréfagos humanos (MIP-1-alfa); una
seroalbumina, tal como seroalbumina humana; sustancia antimuelleriana; cadena A de relaxina; cadena B de relaxina;
prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina de raton; una proteina microbiana, tal como beta-lactamasa; DNasa;
IgE; un antigeno asociado a linfocitos T citotéxicos (CTLA), tal como CTLA-4; inhibina; activina; factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF); receptores de hormonas o factores de crecimiento tales como, por ejemplo, EGFR,
VEGFR,; interferones tales como interferén alfa (a-IFN), interferon beta (B-1IFN) e interferén gamma (y-IFN); proteina A
o D; factores reumatoides; un factor neurotréfico tal como factor neurotréfico derivado del hueso (BDNF), neurotrofina-
3,-4,-50-6 (NT-3, NT-4, NT-5 0 NT-6) o un factor de crecimiento nervioso; factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF); factor de crecimiento de fibroblastos tal como AFGF y PFGF; factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor
de crecimiento transformante (TGF) tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-1, TGF-2, TGF-3, TGF-4 o TGF-
5; factor insulinico de crecimiento | y Il (IGF-I e IGF-II); des (1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de unién a factor
insulinico de crecimiento; proteinas CD tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD11a, CD14, CD18, CD19, CD20, CD22,
CD23, CD25, CD33, CD34, CD40, CD40L, CD52, CD63, CD64, CD80 y CD147; eritropoyetina; factores
osteoinductores; inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un interferén tal como interferén alfa, -beta
y -gamma; factores estimulantes de colonias (CSF), tales como M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), p. €j.,
interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-
18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26, IL-27, IL-28, IL-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33, IL-34, IL-35;
antagonistas del receptor de interleucina tales como IL1Ra; TNFa, superdxido dismutasa; receptores de linfocitos T;
proteinas de la membrana de superficie; factor de aceleracion de la descomposicion; antigeno virico tal como, por
ejemplo, una parte de la envoltura del SIDA, p. €j., gp120; proteinas transportadoras; receptores de direccionamiento;
addresinas; proteinas reguladoras; moléculas de adhesion celular, tales como LFA-1, Mac 1, p150.95, VLA-4, ICAM-
1, ICAM-3 y VCAM, integrina a4/p7 e integrina Xv/p3 que incluyen una o subunidades de las mismas, subunidades de
integrina alfa tales como CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD49f, alfa7, alfa8, alfa9, alfaD, CD11a, CD11b,
CD51, CD11c, CD41, alfallb, alfalELb; subunidades beta de integrina tales como, CD29, CD18, CD61, CD104, beta5,
beta6, beta7 y beta8; combinaciones de subunidades de integrina incluyendo, pero sin limitacion, aVB3, aVB5 y a437;
un miembro de una ruta de apoptosis; IgE; antigenos de grupos sanguineos; receptor flk2/flt3; receptor de obesidad
(OB); receptor de mp1; CTLA-4; proteina C; un receptor de Eph tal como EphA2, EphA4, EphB2, etc.; un antigeno
leucocitario humano (HLA) tal como HLA-DR; proteinas del complemento tales como receptor del complemento CR1,
CIRq y otros factores del complemento tales como C3 y C5; un receptor de glucoproteina tal como Gplba, GPIIb/llla
y CD200; receptores solubles tales como TNFR2.

La proteina soluble de interés (X) puede ser el factor IX, TNFR2 (también conocido como TNFRSF1B) o IL1Ra. La
proteina soluble de interés (X) también puede ser IL-10, IL-2, IL-2Ra o fusiones del mismo, o IFN[. La proteina soluble
de interés X es IL-10, IL-2, IL-2Ra (o fusiones del mismo), IFNR, factor IX, TNFR2 (también conocido como TNFRSF1B)
o ILIRa.

Preferentemente, la proteina de fusion tiene la estructura del homodimero mostrado en la fig. 1A donde X es el factor
IX, TNF-R2 o IL-1Ra o cualquier fragmento activo o derivado del mismo de cualquiera de las proteinas anteriores.
Preferentemente, la proteina de fusion tiene la estructura de los homodimeros mostrados en la fig. 1A donde X es IL-
10, IL-2, IL-2Ra (o fusiones del mismo), o IFNB o cualquier fragmento activo o derivado de cualquiera de las proteinas
anteriores. Preferentemente, la proteina de fusion tiene la estructura del heterodimero mostrado en la fig. 1B donde X
es el factor IX, TNF-R2 o IL-1Ra e Y es diferente de X y es el factor IX, TNF-R2 o IL-1Ra. Preferentemente, la proteina
de fusion tiene la estructura del heterodimero mostrado en la fig. 1B donde X es IL-10, factor IX, TNFR, IL-2, IL-2Ra
(o fusiones del mismo), IFNB o IL-1Ra e Y es diferente de X y es IL-10, factor IX, TNF-R2, 11-2, IL-2Ra (o fusiones del
mismo), IFNB o IL-1Ra. También se describe una proteina de fusién con la estructura del homodimero mostrado en la
fig. 1C donde X es el factor 1X, TNF-R2 o IL-1Ra. Una proteina de fusion puede tener la estructura del homodimero
mostrado en la fig. 1C donde X es IL-10, IL-2, IL-2Ra (o fusiones del mismo) o IFNB. También se describe una proteina
de fusion con la estructura del heterodimero mostrado en la fig. 1D donde X es el factor IX, TNF-R2 o IL-1Ra e Y es
diferente de X'y es el factor IX, TNF-R2 o IL-1Ra. Una proteina de fusion puede tener la estructura del heterodimero
mostrado en la fig. 1D donde X es IL-10, factor IX, TNF-R2, 11-2, IL-2Ra (o fusiones del mismo), IFNf o IL-1Ra e Y
es diferente de X y es IL-10, factor IX, TNF-R2, 11-2, IL-2Ra (o fusiones del mismo), IFN{ o IL-1Ra.
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Preferentemente, la proteina soluble X de la férmula X-L1-BISAGRA-Fc es el factor IX y una proteina de fusion
monocatenaria de la invencion que tiene la férmula X-L1-BISAGRA-Fc comprende una secuencia de aminoacidos que
es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a:

TVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGNLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTT
EFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECWCPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRC
EQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPFPCGRVSVSQTSKLTRAETVEPD
VDYVNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVGGEDAKPGQFPWQVVLNGKVDAFCGG
SIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEHTEQKRNVIRIIPHHNYNAAINKY
NHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIFLKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLQ
YLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVEGTSFLTG

IISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS

STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGESGGGGSGGGGSGGGGSGGG

GSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSSDKTHTCPPCP

APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP

REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS

DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:
7).

Preferentemente, la proteina soluble X de la férmula X-L1-BISAGRA-Fc es TNFR2 y una proteina de fusién
monocatenaria de la invencion que tiene la formula X-L1-BISAGRA-Fc comprende una secuencia de aminoacidos que
es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a:

LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMCCSKCSPGQHAKVFCTKTSDTVCDSCE
DSTYTQLWNWVPECLSCGSRCSSDQVETQACTREQNRICTCRPGWYCALSKQEGCR
LCAPLRKCRPGFGVARPGTETSDVVCKPCAPGTFSNTTSSTDICRPHQICNVVAIPGN
ASMDAVCTSTSPTRSMAPGAVHLPQPVSTRSQHTQPTPEPSTAPSTSFLLPMGPSPPA
EGSTGDGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV

TKSFNRGESGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPQVKFNWYVDGVQVHNAKTKPREQQYNSTYRVVSVLTVLHQNWLD
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 8).
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Preferentemente, la proteina soluble X de la formula X-L1-BISAGRA-Fc es IL1Ra y una proteina de fusion
monocatenaria de la invencion que tiene la férmula X-L1-BISAGRA-Fc comprende una secuencia de aminoacidos que
es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a:

RPSGRKSSKMQAFRIWDVNQKTFYLRNNQLVAGYLQGPNVNLEEKIDVVPIEPHALF
LGIHGGKMCLSCVKSGDETRLQLEAVNITDLSENRKQDKRFAFIRSDSGPTTSFESAA
CPGWFLCTAMEADQPVSLTNMPDEGVMVTKFYFQEDEGGGGSGGGGSRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGESGGGSGGGGSGGGGS

GGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSSDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK

GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID
NO: 9).

Preferentemente, la proteina soluble X de la féormula X-L1-BISAGRA-Fc es IFNB y una proteina de fusién

monocatenaria de la invencion que tiene la formula X-L1-BISAGRA-Fc comprende una secuencia de aminoacidos que
es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a:

MSYNLLGFLQRSSNFQSQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAA
LTIYEMLQNIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRG
KLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRNGGGGS
GGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
RVEPKSCDKTH TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN

KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK. (SEQ ID NO: 18).

Como se desvela en el presente documento, la proteina soluble X de la formula X-L1-BISAGRA-Fc comprende una
proteina que se ha modificado mediante permutacion circular como se describe en la publicacién internacional nimero
WO 2013/184942. La permutacion circular implica la unién de los extremos amino y carboxilo naturales de una
proteina, en general con un conector, y la creacién de nuevos extremos amino y carboxilo mediante la escisién en un
nuevo sitio en la secuencia proteica, en general un bucle; de modo que la secuencia primaria de la proteina resultante
se reordena, mientras que se conserva la estructura secundaria (y la actividad). Por tanto, la creacion de los nuevos
extremos puede proporcionar mejores localizaciones para la union de un compariero de fusion en relacién con los
extremos naturales. La permutacion circular de un ligando de proteina proporciona un medio mediante el cual se puede
alterar una proteina para producir nuevos extremos carboxilo y amino sin disminuir la especificidad y la afinidad de
unioén del ligando de proteina alterado por su diana en relacién con su forma natural. Ademas, los nuevos extremos se
pueden mover preferentemente a una localizacion preferente para incorporar el ligando permutado circularmente en
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un polipéptido de fusién, y demostrar mejor actividad en comparaciéon con un polipéptido de fusién que contiene el
ligando natural (no permutado circularmente).

Como se desvela en el presente documento, la proteina soluble X de férmula X-L1-BISAGRA-Fc puede comprender
una fusién de dos proteinas diferentes designadas como Q-R y en donde Q y R pueden fusionarse mediante un
conector opcional L5. Q puede ser un ligando soluble que puede formar un complejo de sefializacién con un receptor
asociado a membrana y R es el dominio extracelular de una cadena receptora del receptor asociado a membrana. Q-
L5-R puede ser IL-2 o IL-2 permutada circularmente fusionada al dominio extracelular de IL-2Ra mediante un conector
opcional.

Preferentemente, la proteina soluble X de la férmula X-L1-BISAGRA-Fc es una fusion de IL-2/IL-2Ra en donde la

proteina monocatenaria comprende una secuencia de aminoacidos que es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a:

SKNFHLRPRDLISNINVIVELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTGGS
SSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEE
ELKPLEEVLNLAQGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIK
SGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNTTKQVTPQPEEQKE RKTTEMQSPMQP
VDQASLPGHCREPPPWENEATERIYHFVVGQMVYYQCVQGYRALHRGPAESVCKM
THGKTRWTQPQLICTGGGGGSGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 19).

Preferentemente, la proteina soluble X de la férmula X-L1-BISAGRA-Fc es una fusion de IL-2/IL-2Ra en donde la
proteina monocatenaria comprende una secuencia de aminoacidos que es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a:
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SKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFSQSIISTLTG
GSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCL
EEELKPLEEVLNLAQGSGGGSELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRR
IKSGSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATRNTTKQVTPQPEEQKERKTTEMQSPM

QPVDQASLPGHCREPPPWENEATERTYHFVVGQMVYYQCVQGYRALHRGPAESVC
KMTHGKTRWTQPQLICTGGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVGGGGSGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGSGGEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK. (SEQ ID NO: 20).

Preferentemente, la proteina soluble X de la féormula X-L1-BISAGRA-Fc es IL-10 en donde la proteina monocatenaria
comprende una secuencia de aminoacidos que es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
5 99 % idéntica a:

MYRMQLLSCIALSLALVTNSSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFF

QMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNS
LGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIE
AYMTMKIRNGGSGGGGSGGSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFF

QMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNS

LGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIE
AYMTMKIRNGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAA

LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY]

CNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP

EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 23).
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Preferentemente, la proteina soluble X de la féormula X-L1-BISAGRA-Fc es IL-10 en donde la proteina monocatenaria
comprende una secuencia de aminoacidos que es 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idéntica a:

MYRMQLLSCIALSLALVTNSSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFF
QMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNS
LGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIE
AYMTMKIRNGGSGGGGSGGSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFF
QMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNS
LGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIE
AYMTMKIRNGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KRVGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HQGLSSPVTKSFNRGECGGSGGEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 24).

Preferentemente, las proteinas de fusion X-L1-BISAGRA-Fc de la invenciéon son complejos diméricos que comprenden
dos proteinas de fusion X-L1-BISAGRA-Fc monoméricas monocatenarias de la invenciéon unidas mediante un enlace
disulfuro con la region bisagra o en la region Fc del otro monémero. Los complejos diméricos pueden ser
homodiméricos (p. €j., ambas proteinas de fusion monoméricas son idénticas) o heterodiméricos (p. €j., la proteina de
interés (X) puede ser diferente para cada proteina de fusién monomeérica). Preferentemente, los complejos diméricos
son homodimeros que forman de este modo un complejo homodimérico que proporciona una configuracion de
anticuerpo que se asemeja a la de un anticuerpo nativo.

Sin quedar limitado a teoria alguna, se cree que las proteinas de fusién homodiméricas de la invencién aumentan la
semivida debido a la presencia de una region Fc dimerizada que se parece mas a la estructura del anticuerpo nativo
en comparacion con las proteinas de fusion Fc tradicionales. Se cree que una configuracién de anticuerpo de dominio
Fc mas nativa permite mejor unién al receptor FcRn y, por lo tanto, aumenta la semivida en circulacion del complejo
dimérico X-L1-BISAGRA-Fc.

Otra propiedad mejorada asociada con los complejos diméricos X-L1-BISAGRA-Fc es que la bioactividad aumenta en
comparacion con las proteinas de fusion Fc tradicionales basadas en el uso del conector scCLCH1 que transmite
flexibilidad para aliviar el impedimento estérico provocado por la dimerizacion a través del Fc en la regién bisagra.

Produccion recombinante de proteinas de fusion X-L1-BISAGRA-Fc

Se desvelan en el presente documento acidos nucleicos que codifican cualquiera de las diversas proteinas de fusion
Fc. El uso codénico puede seleccionarse para mejorar la expresion en una célula. Dicho uso coddnico dependera del
tipo celular seleccionado. Se han desarrollado patrones de uso codoénico especializados para E. coli y otras bacterias,
asi como células de mamiferos, células vegetales, células de levadura y células de insecto. Véase, por ejemplo:
Mayfield et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100 (2): 438-442 (21 de enero de 2003); Sinclair et al., Protein Expr. Purif.,
26 (I): 96-105 (octubre de 2002); Connell, N.D., Curr. Opin. Biotechnol., 12 (5): 446-449 (octubre de 2001); Makrides
et al., Microbiol Rev., 60 (3): 512-538 (septiembre de 1996); y Sharp et al., Yeast, 7 (7): 657-678 (octubre de 1991).

Se describen técnicas generales para la manipulacion de acidos nucleicos, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) o Ausubel, F. et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing y Wiley-Interscience, Nueva York (1987) y actualizaciones
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periddicas. En general, el ADN que codifica el polipéptido esta unido operativamente a elementos reguladores de la
traduccién o transcripcion adecuados procedentes de genes de mamiferos, viricos o de insectos. Dichos elementos
reguladores incluyen un promotor de la transcripcion, una secuencia operadora opcional para controlar la transcripcion,
una secuencia que codifica sitios de unién al ribosoma de ARNm adecuados y secuencias que controlan la terminacion
de la transcripciéon y la traduccidon. Se incorpora adicionalmente la capacidad de replicar en un hospedador,
habitualmente conferida por un origen de replicacion, y un gen de seleccién para facilitar el reconocimiento de
transformantes.

Las proteinas de fusion Fc descritas en el presente documento pueden producirse de forma recombinante no solo
directamente, sino también como un polipéptido de fusidn con un polipéptido heterdlogo, que es preferentemente una
secuencia sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de escision especifico en el extremo N de la proteina o el
polipéptido maduros. La secuencia sefial heteréloga seleccionada es preferentemente una que es reconocida y
procesada (es decir, escindida por una peptidasa sefial) por la célula hospedadora. Una secuencia lider N-terminal
ilustrativa para la produccion de polipéptidos en un sistema de mamifero es MYRMQLLSCIALSLALVTNS (SEQ ID
NO: 10), que es eliminada por la célula hospedadora después de la expresion.

Para células huésped procariotas que no reconocen ni procesan una secuencia sefial nativa, la secuencia sefial se
sustituye por una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de los lideres de fosfatasa alcalina,
penicilinasa o enterotoxina Il termoestable.

Para la secrecion de levadura, la secuencia sefial nativa puede sustituirse por, p. €j., el lider de invertasa de levadura,
un lider de factor (incluyendo lideres de factor alfa de Saccharomyces y Kluyveromyces), o lider de fosfatasa acida, el
lider de glucoamilasa de C. albicans, o la sefial descrita en la patente de los Estados Unidos n.° 5.631.144. En la
expresion en células de mamifero, estan disponibles secuencias sefial de mamiferos, asi como lideres secretores
viricos, por ejemplo, la seial gD del herpes simple. El ADN de dichas regiones precursoras puede ligarse en el marco
de lectura a ADN que codifica la proteina.

Los vectores tanto de expresion como de clonacion contienen una secuencia de &cido nucleico que permite que el
vector se replique en una o mas células hospedadoras seleccionadas. En general, en los vectores de clonacion, esta
secuencia es una que permite que el vector se replique independientemente del ADN cromosémico del hospedador e
incluye origenes de replicacion o secuencias de replicacion autonoma. Dichas secuencias son bien conocidas para
diversas bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de
las bacterias gramnegativas, el origen del plasmido de 2 micrometros es adecuado para levaduras y diversos origenes
viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son utiles para clonar vectores en células de mamiferos. En general,
el componente de origen de replicacion no es necesario para vectores de expresion de mamiferos (el origen de SV40
puede usarse normalmente solo porque contiene el promotor temprano).

Los vectores de expresion y clonacién pueden contener un gen de seleccion, también denominado marcador
seleccionable. Los genes de selecciéon normales codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibioticos u otras
toxinas, p. €j., ampicilina, neomicina, metotrexato o traciclina, (b) complementan deficiencias auxotréficas o (c)
suministran nutrientes criticos no disponibles de medios complejos, p. €j., el gen que codifica D-alanina racemasa de
bacilos.

Los vectores de expresion y clonacion contienen habitualmente un promotor que es reconocido por el organismo
hospedador y esta unido operativamente al acido nucleico que codifica la proteina desvelada en el presente
documento, p. €j., una proteina de armazon basada en fibronectina. Los promotores adecuados para su uso con
hospedadores procariotas incluyen el promotor PhoA, sistemas promotores de beta-lactamasa y lactosa, fosfatasa
alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el promotor tan. Sin embargo, son
adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Los promotores para su uso en sistemas bacterianos también
contendran una secuencia de Shine-Dalgarno (S.D.) unida operativamente al ADN que codifica la proteina desvelada
en el presente documento. Se conocen secuencias promotoras para eucariotas. Practicamente todos los genes
eucariotas tienen una region rica en AT localizada aproximadamente de 25 a 30 bases cadena arriba del sitio donde
se inicia la transcripcion. Otra secuencia que se encuentra de 70 a 80 bases cadena arriba del inicio de la transcripcion
de muchos genes es una region CNCAAT (SEQ ID NO: 16), donde N puede ser cualquier nucleétido. En el extremo
3' de la mayoria de los genes eucariotas es una secuencia AATAAA (SEQ ID NO: 17) que puede ser la sefial para la
adicion de la cola de poli A al extremo 3' de la secuencia codificante. Todas estas secuencias se insertan
adecuadamente en vectores de expresion eucariotas.

Los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para su uso con hospedadores de levadura incluyen los
promotores de 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato
mutasa, piruvato cinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucocinasa.

La transcripcion a partir de vectores en células hospedadoras de mamifero puede estar controlada, por ejemplo, por

promotores obtenidos de los genomas de virus tales como virus de polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal
como adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus, virus de la
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hepatitis B y mas preferentemente virus de simio 40 (SV40), de promotores de mamiferos heterélogos, p. €j., el
promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, siempre que dichos
promotores sean compatibles con los sistemas de la célula hospedadora.

La transcripcién de un ADN que codifica proteinas desveladas en el presente documento por eucariotas superiores
aumenta con frecuencia al insertar una secuencia potenciadora en el vector. Ahora se conocen muchas secuencias
potenciadoras de genes de mamiferos (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina e insulina). Normalmente, sin
embargo, se usara un potenciador de un virus de células eucariéticas. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40
en el lado tardio del origen de replicacion (pb 100-270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el
potenciador del polioma en el lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus. Véase también
Yaniv, Nature, 297: 17-18 (1982) sobre elementos potenciadores para la activacion de promotores eucariotas. El
potenciador puede sufrir corte y empalme en el vector en una posicion 5' o 3' de la secuencia codificante del péptido,
pero preferentemente se localiza en un sitio 5' del promotor.

Los vectores de expresion utilizados en células hospedadoras eucariotas (p. €j., de levaduras, hongos, insectos,
plantas, animales, humanas o células nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendran secuencias
necesarias para la terminacién de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan disponibles
habitualmente a partir de las regiones no traducidas 5' y, ocasionalmente, 3' de ADN o ADNc eucariotas o viricos.
Estas regiones contienen segmentos de nucledtidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no
traducida de ARNm que codifica la proteina desvelada en el presente documento. Un componente util de terminacion
de la transcripcion es la region de poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovina. Véase el documento WO
94/11026 y el vector de expresion desvelado en el mismo.

El ADN recombinante también puede incluir cualquier tipo de secuencia de marcador proteico que pueda ser util para
purificar la proteina. Los ejemplos de marcadores proteicos incluyen, pero sin limitacion, un marcador de histidina, un
marcador FLAG, un marcador myc, un marcador HA o un marcador GST. Se pueden encontrar vectores de clonacion
y expresion adecuados para su uso con hospedadores celulares bacterianos, fungicos, de levadura y mamiferos en
Cloning Vectors: A Laboratory Manual, (Elsevier, Nueva York (1985)).

La construccion de expresion se introduce en la célula hospedadora utilizando un método adecuado para la célula
hospedadora, como resultara evidente para un experto en la materia. Se conocen en la técnica diversos métodos para
introducir acidos nucleicos en células hospedadoras, incluyendo, pero sin limitacion, electroporacion; transfeccion
empleando cloruro de calcio, cloruro de rubidio, fosfato de calcio, DEAE-dextrano u otras sustancias; bombardeo de
microproyectiles; lipofeccion; e infeccion (donde el vector es un agente infeccioso).

Las células hospedadoras adecuadas incluyen procariotas, levaduras, células de mamifero o células bacterianas. Las
bacterias adecuadas incluyen organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo, E. coli o Bacilo spp. También
se puede usar levadura, preferentemente de la especie de Saccharomyces, tal como S. cerevisiae, para la produccion
de polipéptidos. También se pueden emplear diversos sistemas de cultivo de células de mamifero o insecto para
expresar proteinas recombinantes. Los sistemas de baculovirus para la produccion de proteinas heterdlogas en células
de insectos son revisados por Luckow et al. (Bio/Technology, 6: 47 (1988)). Los ejemplos de lineas celulares
hospedadoras de mamiferos adecuadas incluyen células endoteliales, células de rifion de mono COS-7, CV-1, células
L, C127, 3T3, de ovario de hamster chino (CHO), células de rifion embrionario humano, Hela, 293, 293T vy lineas
celulares BHK. Los polipéptidos purificados se preparan cultivando sistemas de hospedador/vector adecuados para
expresar las proteinas recombinantes. Para muchas aplicaciones, el pequeio tamafio de muchos de los polipéptidos
desvelados en el presente documento haria expresion en E. coli el método preferido de expresion. Después, la proteina
se purifica a partir de medios de cultivo o extractos celulares.

Se describen en el presente documento células hospedadoras que contienen vectores que codifican las proteinas de
fusion Fc, asi como métodos para producir las proteinas de fusién Fc descritas en el presente documento. Las células
hospedadoras se pueden transformar con los vectores de expresion o clonacion descritos en el presente documento
para la produccion de proteinas y se pueden cultivar en medios nutrientes convencionales modificados segun sea
adecuado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias
deseadas. Las células hospedadoras utiles para la produccion de proteinas de alto rendimiento (HTPP) y la produccion
a escala media incluyen la cepa bacteriana HMS 174. Las células hospedadoras utilizadas para producir las proteinas
desveladas en el presente documento se pueden cultivar en diversos medios. Los medios disponibles en el mercado
tales como F10 de Ham (Sigma), medio minimo esencial ((MEM), (Sigma)), RPMI-1640 (Sigma) y medio de Eagle
modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar las células hospedadoras. Ademas, muchos
de los medios descritos en diversas publicaciones cientificas se pueden utilizar como medios de cultivo para las células
hospedadoras. Cualquiera de estos medios puede completarse segun sea necesario con hormonas y/u otros factores
de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro de
sodio, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucleétidos (tales como adenosina y timidina),
antibioticos (tales como el farmaco gentamicina), oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos
habitualmente presentes en concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de energia
equivalente. También se puede incluir cualquier otro complemento necesario en concentraciones adecuadas que
serian conocidas por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares,
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son las utilizadas previamente con la célula hospedadora seleccionada para la expresion y seran evidentes para el
experto en la materia.

Las proteinas de fusién Fc proporcionadas en el presente documento también se pueden producir utilizando sistemas
de traduccion celular. Para dichos fines, los acidos nucleicos que codifican la proteina de fusion deben modificarse
para permitir transcripcién in vitro para producir ARNm y permitir la traduccion sin células del ARNm en el sistema sin
células particular que se esta utilizando (eucariotas tales como un sistema de traduccién sin células de mamiferos o
levadura o procariotas tales como un sistema de traduccion sin células bacterianas).

Las proteinas de fusion Fc desveladas en el presente documento también se pueden producir mediante sintesis
quimica (p. €j., mediante los métodos descritos en Solid Phase Peptide Synthesis, 22 edicién, The Pierce Chemical
Co., Rockford, lll. (1984)). También pueden producirse modificaciones de las proteinas de fusién Fc mediante sintesis
quimica.

Las proteinas de fusion Fc desveladas en el presente documento pueden purificarse mediante métodos de
aislamiento/purificacion de proteinas conocidas en general en el campo de la quimica de proteinas. Los ejemplos no
limitantes incluyen extraccion, recristalizacién, precipitacion por adicion de sales (p. €j., con sulfato de amonio o sulfato
de sodio), centrifugacion, dialisis, ultrafiltracion, cromatografia de adsorcion, cromatografia de intercambio iénico,
cromatografia hidréfoba, cromatografia de fase normal, cromatografia de fase inversa, filtracién en gel, cromatografia
de permeacion en gel, cromatografia de afinidad, electroforesis, distribucion a contracorriente o cualquier combinacion
de estas. Después de la purificacion, los polipéptidos pueden intercambiarse en diferentes tampones y/o concentrarse
mediante cualquiera de diversos métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, filtracion y dialisis.

La proteina de fusién Fc purificada es preferentemente al menos 85 % pura o preferentemente al menos 95 % pura, y
lo mas preferentemente al menos 98 % pura. Independientemente del valor numérico exacto de la pureza, la proteina
de fusién Fc es suficientemente pura para su uso como producto farmacéutico.

Usos de las proteinas de fusion X-L1-BISAGRA-Fc

Las proteinas de fusion Fc desveladas en el presente documento pueden ser Utiles como agentes de diagnostico o
terapéuticos. Las proteinas de fusién Fc desveladas en el presente documento pueden ser Utiles en el tratamiento de
trastornos. Las enfermedades o los trastornos que pueden tratarse estaran dictados por la identidad de la proteina (X)
fusionada con el dominio Fc a través del conector L1 para su uso en la invencion e incluyen, pero sin limitacion: cancer,
enfermedades inflamatorias, artritis, osteoporosis, infecciones, en particular, hepatitis, infecciones bacterianas,
infecciones viricas, enfermedades genéticas, enfermedades pulmonares, diabetes, enfermedad relacionada con las
hormonas, enfermedad de Alzheimer, enfermedades cardiacas, infarto de miocardio, trombosis venosa profunda,
enfermedades del sistema circulatorio, hipertension, hipotension, alergias, alivio del dolor, enanismo y otros trastornos
del crecimiento, intoxicaciones, enfermedades de la coagulacion sanguinea, enfermedades del sistema inmunitario
innato, embolia, cicatrizacion de heridas, curacion de quemaduras, enfermedad de Crohn, asma, Ulcera, septicemia,
glaucoma, isquemia cerebrovascular, sindrome de dificultad respiratoria, Ulceras corneales, enfermedad renal, Ulcera
del pie diabético, anemia, deficiencia del factor IX, deficiencia del factor VIII, deficiencia del factor VII, mucositis,
disfagia, trastorno de trombocitos, embolia pulmonar, esterilidad, hipogonadismo, leucopenia, neutropenia,
endometriosis, enfermedad de Gaucher, obesidad, enfermedad del almacenamiento lisosémico, SIDA, sindrome
premenstrual, sindrome de Turner, caquexia, distrofia muscular, enfermedad de Huntington, colitis, SARS, sarcoma
de Kaposi, tumor de higado, tumor de mama, glioma, linfoma no hodgkiniano, leucemia mielocitica cronica;
tricoleucemia; carcinoma de células renales; tumor de higado; linfoma; melanoma, esclerosis multiple, sarcoma de
Kaposi, virus del papiloma, enfisema, bronquitis, enfermedad periodontal, demencia, parto, cancer de pulmén no
microcitico, tumor de pancreas, tumor de préstata, acromegalia, psoriasis, tumor de ovario, enfermedad de Fabry,
enfermedad del almacenamiento lisosémico.

Las proteinas solubles (X) terapéuticas ilustrativas que pueden unirse a un dominio Fc incluyen, por ejemplo, factor
IX, ILIRay TNFR. Las proteinas solubles (X) terapéuticas ilustrativas que pueden unirse a un dominio Fc incluyen, por
ejemplo, IL-10, IL-2, IL-2Ra o fusiones del mismo, o IFNB. Las proteinas solubles (X) terapéuticas ilustrativas que
pueden unirse a un dominio Fc incluyen, por ejemplo, IL-10, IL-2, IL-2Ra o fusiones del mismo, IFN, factor IX, ILIRa
y TNFR2.

En el presente documento se desvela un método para lograr un efecto beneficioso en un sujeto que comprende la
etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de una proteina de fusion. La
cantidad eficaz puede producir un efecto beneficioso para ayudar a tratar una enfermedad o un trastorno. En algunos
casos, el método para lograr un efecto beneficioso puede incluir administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicion de proteina de fusion para tratar a un sujeto por enfermedades y categorias de enfermedades en
donde no existe una proteina o un péptido terapéutico.

Se desvela en el presente documento una proteina de fusion X-L1-BISAGRA-Fc en donde X puede ser factor IX. Se

desvela en el presente documento un complejo dimérico de X-L1-BISAGRA-Fc en donde X puede ser factor IX. El
complejo dimérico desvelado en el presente documento puede ser un complejo homodimérico. Se pueden utilizar
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proteinas de fusién del factor IX para tratar a pacientes que tienen deficiencia de factor IX y padecen hemofilia B para,
p. €j., control y prevenciéon de episodios hemorragicos, profilaxis rutinaria para prevenir o reducir la frecuencia de
episodios hemorragicos y tratamiento perioperatorio (profilaxis quirirgica).

Un paciente que necesita control o prevenciéon de hemorragia o episodios hemorragicos es preferentemente un
paciente humano. El paciente puede estar sangrando en el momento de la administracion o se puede esperar que
esté sangrando, o puede ser susceptible a sangrar en una hemorragia menor, hemartrosis, hemorragia muscular
superficial, hemorragia de tejidos blandos, hemorragia moderada, hemorragia intramuscular o de tejidos blandos con
diseccion, hemorragia de la membrana mucosa, hematuria, hemorragia mayor, hemorragia de la faringe, hemorragia
de la retrofaringe, hemorragia del retroperitonio, hemorragia del sistema nervioso central, hematomas, cortes,
raspaduras, hemorragia articular, hemorragia nasal, hemorragia bucal, hemorragia gingival, hemorragia intracraneal,
hemorragia intraperitoneal, hemorragia espontanea menor, hemorragia después de traumatismo mayor, hematomas
moderados en la piel o hemorragia espontanea en las articulaciones, musculos, érganos internos o el cerebro. Dichos
pacientes también incluyen los que necesitan tratamiento perioperatorio, tal como tratamiento de la hemorragia
asociada con la cirugia o la extraccion dental. Preferentemente, el paciente necesita profilaxis de uno o mas episodios
hemorragicos. Preferentemente, el paciente necesita profilaxis de intervalo individualizado. Preferentemente, el
paciente necesita profilaxis de tratamiento a demanda de uno o mas episodios hemorragicos. Preferentemente, el
paciente necesita tratamiento perioperatorio de uno o mas episodios hemorragicos.

Cuando se trata la hemofilia con una proteina de fusion de la invencién que comprende factor IX, una "dosis eficaz"
reduce o disminuye la frecuencia de hemorragia o trastorno hemorragico. Preferentemente, una "dosis eficaz" detiene
hemorragia o episodios hemorragicos en curso, incontrolables. Preferentemente, una "dosis eficaz" previene
hemorragia o episodios hemorragicos espontaneos en un sujeto susceptible a dicha hemorragia o episodios
hemorragicos espontaneos. No es necesario que una "dosis terapéutica" cure la hemofilia.

Se desvela en el presente documento una proteina de fusion X-L1-BISAGRA-Fc en donde X puede ser IL-10. Se
desvela en el presente documento un complejo dimérico de X-L1-BISAGRA-Fc en donde X puede ser IL-10. El
complejo dimérico desvelado en el presente documento puede ser un complejo homodimérico. Puede usarse una
proteina de fusion de IL-10 y/o un complejo dimerizado de la misma para tratar a pacientes que padecen, por ejemplo,
trastornos autoinmunitarios, enfermedades fibréticas, enfermedades inflamatorias, enfermedades isquémicas,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades neuropaticas, trastornos del dolor, trastornos auditivos, trastornos
psiquiatricos, cancer y traumatismo y lesion.

Los ejemplos de trastornos autoinmunitarios que pueden tratarse mediante las proteinas de fusion de IL-10 desveladas
en el presente documento incluyen, pero sin limitacion: encefalomielitis diseminada aguda (EMDA), leucoencefalitis
hemorragica necrotizante aguda, enfermedad de Addison, agammaglobulinemia, alopecia areata, amiloidosis,
espondilitis anquilosante, nefritis anti-MBG/anti-MBT, sindrome antifosfolipidico (SAP), angioedema autoinmunitario,
anemia aplasica autoinmunitaria, disautonomia autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria, hiperlipidemia
autoinmunitaria, inmunodeficiencia autoinmunitaria, enfermedad autoinmunitaria del oido interno (EAQI), sindrome
linfoproliferativo autoinmunitario (SLPA), miocarditis autoinmunitaria, ooforitis autoinmunitaria, pancreatitis
autoinmunitaria, retinopatia autoinmunitaria, purpura trombocitopénica autoinmunitaria (PTA), tiroiditis autoinmunitaria,
urticaria autoinmunitaria, neuropatias axénicas o neuronales, enfermedad de Balo, enfermedad de Behcet,
cardiomiopatia, enfermedad de Castleman, enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas, sindrome de fatiga cronica,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica (PDIC), osteomielitis multifocal recidivante crénica (OMRC),
penfigoide cicatricial/penfigoide mucoso benigno, sindrome de Cogans, enfermedad de las aglutininas frias, bloqueo
cardiaco congénito, miocarditis de Coxsackie, enfermedad CREST, enfermedad de Crohn, neuropatias
desmielinizantes, dermatitis herpetiforme, dermatomiositis, enfermedad de Devic (neuromielitis 6ptica), lupus discoide,
sindrome de Dressler, endometriosis, esofagitis eosinofilica, fascitis eosinofilica, eritema nodoso, crioglobulinemia
mixta esencial, sindrome de Evans, encefalomielitis alérgica experimental, fibromialgia, alveolitis fibrosante, arteritis
de células gigantes (arteritis temporal), miocarditis de células gigantes, glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture,
granulomatosis con poliangitis (GPA) (anteriormente denominada granulomatosis de Wegener), enfermedad de
Graves, sindrome de Guillain-Barre, encefalitis de Hashimoto, tiroiditis de Hashimoto, anemia hemolitica, purpura de
Henoch-Schonlein, herpes gestacional, hipogammaglobulinemia, fibrosis pulmonar idiopatica, purpura
trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por IgA, enfermedad esclerosante relacionada con 1gG4, lipoproteinas
inmunorreguladoras, miositis por cuerpos de inclusion, cistitis intersticial, artritis juvenil, diabetes juvenil (diabetes de
tipo 1), miositis juvenil, enfermedad de Kawasaki, sindrome de Lambert-Eaton, vasculitis leucocitoclastica, liquen
plano, liquen escleroso, conjuntivitis lefiosa, enfermedad de IgA lineal (EAL), lupus (lupus eritematoso sistémico),
enfermedad de Lyme, crénica, enfermedad de Meniere, poliangitis microscopica, enfermedad del tejido conectivo mixto
(ETCM), ulcera de Mooren, enfermedad de Mucha-Habermann, esclerosis multiple (EM), miastenia grave, miositis,
narcolepsia, neuromielitis optica (enfermedad de Devic), neutropenia, penfigoide cicatricial ocular, neuritis Optica,
reumatismo palindromico, PANDAS (trastornos neuropsiquiatricos pediatricos autoinmunitarios asociados a
Streptococcus), hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), sindrome de Parry Romberg, pars planitis (uveitis
periférica), sindrome de Parsonnage-Turner, pénfigo, neuropatia periférica, encefalomielitis perivenosa, anemia
perniciosa, sindrome POEMS, poliarteritis nodosa, polimialgia reumatica, polimiositis, sindrome postinfarto de
miocardio, sindrome postpericardiotomia, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, dermatitis por
progesterona, psoriasis, artritis psoriasica, aplasia pura de la serie roja, piodermia gangrenosa, fenémeno de Raynaud,
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artritis reactiva, distrofia simpatica refleja, sindrome de Reiter, policondritis recidivante, sindrome de las piernas
inquietas, fibrosis retroperitoneal, fiebre reumatica, artritis reumatoide (AR), artritis reumatoide, sarcoidosis, sindrome
de Schmidt, escleritis, esclerodermia, sindrome de Sjégren, autoinmunidad de espermatozoides y testicular, sindrome
de la persona rigida, endocarditis bacteriana subaguda, sindrome de Susac, oftalmia simpatica, arteritis de Takayasu,
arteritis temporal/arteritis de células gigantes, purpura tromobocitopénica, sindrome de Tolosa-Hunt, mielitis
transversa, diabetes de tipo 1, sindromes poliglandulares autoinmunitarios de tipo |, Il, y lll, colitis ulcerosa, enfermedad
del tejido conectivo indiferenciado (ETCI), uveitis, vasculitis, dermatosis vesiculoampollosa, vitiligo y granulomatosis
de Wegener.

Los ejemplos de enfermedades fibréticas que pueden tratarse mediante las proteinas de fusiéon de IL-10 desveladas
en el presente documento incluyen, pero sin limitacion: capsulitis adhesiva, artrofibrosis, fibrosis auricular, enfermedad
renal crénica, cirrosis hepatica, fibrosis quistica (FQ), contractura de Dupuytren, fibrosis endomiocardica, cicatriz glial,
fibrosis pulmonar idiopatica, queloide, degeneracion macular, fibrosis del mediastino, mielofibrosis, esteatosis hepatica
no alcoholica/esteatohepatitis no alcohdlica, fibrosis sistémica nefrégena, enfermedad de Peyronie, fibrosis masiva
progresiva (pulmones), vitrorretinopatia proliferativa, fibrosis pulmonar, fibrosis retroperitoneal, formacién de tejido
cicatricial resultante de ictus, esclerodermia, esclerosis sistémica, adhesion tisular.

Los ejemplos de enfermedades inflamatorias que pueden tratarse mediante las proteinas de fusion de IL-10
desveladas en el presente documento incluyen, pero sin limitacién: enteritis alérgica, deficiencia de alfa-1-antitripsina,
espondilitis anquilosante, asma, esdéfago de Barrett, enfermedad de Behcet, sindrome de fatiga crénica
(SFC/SDIFC/EM), enfermedad de Lyme crénica (borreliosis), vasculitis asociada a cocaina, enfermedad de Crohn,
deficiencia del antagonista del receptor de interleucina-1 (DIRA), depresion, diabetes, fiebre mediterranea familiar
(FMF), fibromialgia (FM), enfermedad de reflujo gastroesofagico (ERGE), glomerulonefritis, enfermedad del injerto
contra el hospedador, angitis granulomatosa, tiroiditis de Hashimoto, hipertension, hipertiroidismo, hipotiroidismo,
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), miopatias inflamatorias (polimiositis, miositis por cuerpos de inclusion,
dermatomiositis), cistitis intersticial (Cl), sindrome del intestino irritable (SllI), colitis isquémica, calculos renales,
sindrome de Lofgren, lupus eritematoso, vasculitis asociada a metanfetamina, cefalea de tipo migrafia, enfermedad
de Morgellon, hipersensibilidad quimica multiple (SQM), esclerosis multiple (EM), enfermedad inflamatoria
multiorganica de inicio neonatal (NOMID), neuritis optica, artrosis, pénfigo vulgar, polimialgia reumatica, prostatitis,
psoriasis, artritis psoriasica, colitis por radiacion, sindrome/fenédmeno de Raynaud, artritis reactiva (sindrome de
Reiter), distrofia simpatica refleja (DSR), sindrome de las piernas inquietas, artritis reumatoide (AR), sarcoidosis,
esclerodermia, trastorno afectivo estacional (TAE), choque séptico, sinusitis, sindrome de Sjogren, arteritis temporal,
sindrome periddico asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) (TRAPS), colitis ulcerosa, uveitis,
vasculitis y vértigo.

Los ejemplos de enfermedades isquémicas que pueden tratarse mediante las proteinas de fusién de IL-10 desveladas
en el presente documento incluyen, pero sin limitacion: sindrome coronario agudo, angina de pecho, angina de pecho
sin dolor, copeptina, arteriopatia coronaria, isquemia coronaria, miocardio hibernado, ictus isquémico, tratamiento del
sindrome coronario agudo, meldonio, infarto de miocardio, complicaciones del infarto de miocardio, diagnéstico de
infarto de miocardio, miocitolisis, encefalopatia postanoxica, angina de Prinzmetal, criterios de Sgarbossa, ictus, TIMI,
ataque isquémico transitorio (AlT) y angina inestable.

Los ejemplos de enfermedades neurodegenerativas que pueden tratarse mediante las proteinas de fusion de IL-10
desveladas en el presente documento incluyen, pero sin limitacion: ataxia telangiectasia, ataxia cerebelosa autosémica
dominante, sindrome de Baggio-Yoshinari, enfermedad de Batten, enfermedades de estrogenos vy
neurodegenerativas, neuropatia hereditaria motora y sensorial con predominio proximal, enfermedad de Refsum
infantil, JUNQ y IPOD, ataxia locomotora, enfermedad de Lyme, enfermedad de Machado-Joseph, retraso mental y
microcefalia con hipoplasia protuberancial y cerebelosa, atrofia multisistémica, neuroacantocitosis, lipofuscinosis
ceroide neuronal, enfermedad de Niemann-Pick, hipoplasia pontocerebelosa, agregacion de proteinas, deficiencia de
piruvato deshidrogenasa, mielopatia por radiacion, enfermedad de Refsum, retinitis pigmentosa, enfermedad de
Sandhoff, sindrome de Shy-Drager, atrofia muscular espinal, ataxia espinocerebelar, degeneracion combinada
subaguda de la médula espinal, panencefalitis esclerosante subaguda, tabes dorsal, enfermedad de Tay-Sachs,
encefalopatia tdxica, leucoencefalopatia toxica y sindrome del erizo tambaleante.

Los ejemplos de enfermedades neuropaticas que pueden tratarse mediante las proteinas de fusion de IL-10
desveladas en el presente documento incluyen, pero sin limitacion: paralisis de Bell, axonopatias motoras asociadas
a campylobacter, Charcot-Marie-Tooth, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, avulsién amiotréfica
diabética, neuropatias diabéticas, sindrome de Guillain Barre y vasculitis.

Los ejemplos de trastornos del dolor que pueden tratarse mediante las proteinas de fusion de IL-10 desveladas en el
presente documento incluyen, pero sin limitacion: Sindromes de dolor musculoesquelético amplificado, sindrome de
compresion nerviosa cutanea anterior, sindrome de dolor central, dolor abdominal funcional crénico, dolor crénico,
prostatitis cronica/sindrome de dolor pélvico crénico, dolor crénico de heridas, discopatia degenerativa, disfuncion
sensitivomotora dentomandibular, sindrome de lumbalgia postquirtrgica, fibromialgia, cistitis intersticial, sindrome del
intestino irritable (Sll), sindrome de dolor miofascial, dolor pélvico, sindrome de dolor postvasectomia, distrofia
neurovascular refleja, anemia falciforme, teramina y vulvodinia.
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Los ejemplos de trastornos auditivos que pueden tratarse mediante las proteinas de fusion de IL-10 desveladas en el
presente documento incluyen, pero sin limitacion: pérdida de audicion conductiva, hipoacusia neurosensorial (SNHL),
hipoacusia mixta.

Los ejemplos de trastornos psiquiatricos que pueden tratarse mediante las proteinas de fusién de IL-10 desveladas
en el presente documento incluyen, pero sin limitacion: trastorno depresivo mayor, depresion refractaria al tratamiento,
depresion resistente al tratamiento.

Los ejemplos de traumatismo y lesién que pueden tratarse mediante las proteinas de fusién de IL-10 desveladas en
el presente documento incluyen, pero sin limitacion: incluyendo lesiones del sistema nervioso central (SNC), lesion
cerebral traumatica, lesion de la médula espinal, lesiones por aplastamiento, choque, dafio de tenddn, heridas en la
cornea, heridas en el 0jo, heridas cutaneas.

Un complejo dimerizado de IL-10 desvelado en el presente documento puede usarse para tratar pacientes que
padecen, por ejemplo, trastornos autoinmunitarios, incluyendo sindrome linfoproliferativo autoinmunitario (SLPA),
tiroiditis autoinmunitaria, enfermedad de Crohn, enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de
Kawasaki, lupus (lupus eritematoso sistémico), esclerosis multiple (EM), miastenia grave, psoriasis, artritis reumatoide,
sindrome de Sjogren, diabetes de tipo 1, colitis ulcerosa; enfermedades fibréticas, incluyendo enfermedad renal
cronica, cirrosis hepatica, degeneraciéon macular, esteatosis hepatica no alcohdlica/esteatohepatitis no alcohdlica,
vitrorretinopatia proliferativa, fibrosis pulmonar, formacion de tejido cicatricial resultante de ictus, adhesién tisular;
incluyendo enfermedades inflamatorias, incluyendo enteritis alérgica, deficiencia de alfa-1-antitripsina, asma,
enfermedad de Behcet, vasculitis asociada a cocaina, glomerulonefritis, enfermedad del injerto contra el hospedador,
angitis granulomatosa, enfermedad inflamatoria intestinal, miopatias inflamatorias (polimiositis, miositis por cuerpos
de inclusion, dermatomiositis), colitis isquémica, vasculitis asociada a metanfetamina, neuritis optica, pénfigo vulgar,
colitis por radiacién, sarcoidosis, choque séptico, arteritis temporal, vasculitis; enfermedades isquémicas, incluyendo
infarto de miocardio, encefalopatia postanoxica, ictus; enfermedades neurodegenerativas, incluyendo lipofuscinosis
ceroide neuronal, mielopatia por radiacion, retinitis pigmentosa, atrofia muscular espinal; enfermedades neuropaticas,
incluyendo axonopatias motoras asociadas a Campylobacter, Charcot-Marie-Tooth, polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica, avulsion amiotréfica diabética, neuropatias diabéticas, sindrome de Guillain-Barre; trastornos
auditivos incluyendo pérdida auditiva conductiva, hipoacusia neurosensorial (SNHL), hipoacusia mixta; trastornos
psiquiatricos, incluyendo trastorno depresivo mayor, depresion refractaria al tratamiento, depresion resistente al
tratamiento; traumatismo y lesion, incluyendo lesiones del sistema nervioso central (SNC), lesién cerebral traumatica,
lesion de la médula espinal, lesiones por aplastamiento, choque, dafio de tendén, heridas en la cérnea, heridas en el
0jo, heridas cutaneas.

Una proteina de fusion de IL-10 o un complejo dimerizado de la misma desvelado en el presente documento puede
usarse para ftratar pacientes que padecen, por ejemplo, cancer de utero, cuello del utero, mama, ovarios, prostata,
testiculos, pene, tracto gastrointestinal, es6fago, orofaringe, estdmago, intestino delgado o grueso, colon o recto, rifion,
célula renal, vejiga, hueso, médula ésea, piel, cabeza o cuello, piel, higado, vesicula biliar, corazén, pulmén, pancreas,
glandula salival, glandula suprarrenal, tiroides, cerebro, gliomas, ganglios, sistema nervioso central (SNC) y sistema
nervioso periférico (SNP), y sistema inmunitario, bazo o timo, canceres inducidos por el virus del papiloma, canceres
de células epiteliales, canceres de células endoteliales, carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas,
carcinomas, melanomas, sarcomas, teratocarcinomas, tumores inmundgenos, tumores no inmunégenos, tumores
inactivos, linfomas, leucemias, mielomas, canceres inducidos quimicamente, metastasis y angiogénesis y esclerosis
tuberosa.

Una proteina de fusion de IL-10 o un complejo dimerizado de la misma desvelado en el presente documento puede
usarse para tratar pacientes que padecen trastornos auditivos, carcinoma de células renales, melanoma, psoriasis,
fibrosis, depresion y enfermedad inflamatoria intestinal (Ell).

Se desvelan en el presente documento proteinas de fusiéon Fc para su uso como medicamento. Ademas, se desvela
en el presente documento una proteina de fusion X-L1-BISAGRA-Fc en donde X es una proteina soluble de interés
como se ha descrito anteriormente para su uso como medicamento. X puede ser factor IX, ILIRa o TNFR. X puede ser
IL-10, IL-2, IL-2Ra (o fusiones del mismo) o IFNB para su uso como medicamento. Se desvela en el presente
documento un complejo dimérico de X-L1-BISAGRA-Fc en donde X es una proteina soluble de interés como se ha
descrito anteriormente para su uso como medicamento.

Se desvelan en el presente documento proteinas de fusion Fc para su uso como medicamento tratar una enfermedad.
Ademas, se desvela en el presente documento una proteina de fusién X-L1-BISAGRA-Fc en donde X es una proteina
soluble de interés como se ha descrito anteriormente para su uso como medicamento para tratar enfermedades como
se ha descrito anteriormente. X puede ser factor 1X, para su uso como medicamento para tratar hemorragias. X puede
ser IL-10 para el tratamiento de la enfermedad de Crohn (EC), artritis reumatoide (AR), psoriasis, infecciones viricas
tales como hepatitis C crénica y virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Se desvela en el presente documento un complejo dimérico de X-L1-BISAGRA-Fc en donde X es una proteina soluble
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de interés como se ha descrito anteriormente para su uso como medicamento tratar una enfermedad. X puede ser
factor IX, IL1Ra o TNFR, para su uso como medicamento para tratar el cancer, enfermedades autoinmunitarias y
trastornos hemorragicos. X puede ser IL-10, IL-2, IL-2Ra o fusiones del mismo, o IFNf para su uso en el tratamiento
de, por ejemplo, trastornos auditivos, carcinoma de células renales, melanoma, psoriasis, fibrosis, depresion y
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell).

Un complejo de proteina de fusién dimerizada con factor IX desvelado en el presente documento también se puede
usar en la fabricacion de un medicamento para tratar pacientes que tienen deficiencia de factor IX y padecen hemofilia
B para, p. €j., control y prevencién de episodios hemorragicos, profilaxis rutinaria para prevenir o reducir la frecuencia
de episodios hemorragicos y tratamiento perioperatorio (profilaxis quirargica).

Una proteina de fusién de IL-10 o complejo dimerizado de la misma desvelado en el presente documento también se
puede usar en la fabricacién de un medicamento para tratar a pacientes con enfermedades como se ha expuesto
anteriormente, trastornos auditivos, trastornos auditivos, carcinoma de células renales, melanoma, psoriasis, fibrosis,
depresion y enfermedad inflamatoria intestinal (EII).

La solicitud proporciona ademas composiciones farmacéuticamente aceptables que comprenden las proteinas de
fusion Fc descritas en el presente documento. Se preparan formulaciones terapéuticas que comprenden proteinas de
fusion Fc para almacenamiento mezclando las proteinas descritas que tienen el grado de pureza deseado con
vehiculos, excipientes o estabilizadores opcionales fisioldgicamente aceptables ("Remington’s Pharmaceutical
Sciences" 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de soluciones acuosas, formulaciones liofilizadas u otras
desecadas. Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables no son téxicos para los receptores a las
dosificaciones y concentraciones empleadas e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos;
antioxidantes, incluyendo acido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y
m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como
seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrdéfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales
como dlicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de
carbono incluyendo glucosa, manosa o dextranos; agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos metalicos (p.
ej., complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG).

Las formulaciones del presente documento también pueden contener mas de un compuesto activo segun sea
necesario para la indicacion particular que se trata, preferentemente los que tienen actividades complementarias que
no se afectan negativamente entre si. Dichas moléculas estan presentes de manera adecuada en combinacion en
cantidades que son eficaces para el fin previsto.

Las proteinas de fusion Fc también se pueden inmovilizar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante
técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsula de hidroximetilcelulosa o
gelatina y microcapsula de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se desvelan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed.
(1980).

Las formulaciones que se van a usar para su administracion in vivo deben ser estériles. Esto se lleva a cabo facilmente
mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sdlidos que contienen las proteinas de armazon
basadas en fibronectina descritas en el presente documento, estando dichas matrices en forma de articulos
moldeados, p. €j., peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(alcohol vinilico)), polilactidas, copolimeros de lactida y
glicolido, copolimeros de acido L-glutamico y etil-L-glutamato, etilvinilacetato no degradable, copolimeros de acido
lactico-acido glicolico degradables. Mientras polimeros tales como etilenvinil acetato y acido lactico-acido glicélico
permiten la liberacion sostenida de, determinados hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo mas cortos.
Cuando las proteinas encapsuladas permanecen en el cuerpo durante un tiempo prolongado, pueden desnaturalizarse
0 agregarse como resultado de la exposicion a la humedad a 37 °C, dando lugar a una pérdida de actividad biologica
y posibles cambios en la inmunogenicidad. Se pueden desarrollar estrategias racionales para la estabilizacion
dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es formacion
de enlaces S-S intermoleculares a través del intercambio de tio-disulfuro, se puede lograr estabilizacién modificando
restos de sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos
adecuados y desarrollando composiciones de matrices poliméricas especificas.

Aunque el experto en la materia comprendera que la dosis de cada proteina de fusion Fc dependera de la identidad
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de la proteina soluble (X), la dosis varia entre aproximadamente 0,0001 y 100 mg/kg, y mas habitualmente entre 0,01
y 5 mg/kg, del peso corporal del hospedador. Por ejemplo, las dosificaciones pueden ser 0,3 mg/kg de peso corporal,
1 mg/kg de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal o en el
intervalo de 1-30 mg/kg. Un régimen de tratamiento ilustrativo implica la administracion una vez a la semana, una vez
cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez al mes, una vez cada 3 meses
0 una vez cada tres a 6 meses. Los regimenes de dosificacion incluyen 1 mg/kg de peso corporal o 3 mg/kg de peso
corporal por administracién intravenosa, administrandose la proteina usando una de las siguientes pautas posoldgicas:
cada cuatro semanas para seis dosis, después cada tres meses; cada tres semanas; 3 mg/kg de peso corporal una
vez seguido de 1 mg/kg de peso corporal cada tres semanas. Se puede administrar una proteina de fusiéon en multiples
ocasiones. Los intervalos entre dosis individuales pueden ser, por ejemplo, semanalmente, mensualmente, cada tres
meses o anualmente. Los intervalos también pueden ser irregulares, segun se indique midiendo los niveles en sangre
de la proteina soluble en el paciente. En algunos métodos, la dosis se ajusta para conseguir una concentracion en
plasma de proteina soluble de aproximadamente 0,1-1000 pg/ml y en algunos métodos aproximadamente 5-
300 mg/ml.

En aplicaciones terapéuticas, las proteinas de fusién Fc se administran a un sujeto, en una forma de dosificacion
farmacéuticamente aceptable. Se pueden administrar por via intravenosa como una embolada o mediante infusién
continua durante un periodo de tiempo, por vias intramuscular, subcutanea, intraocular, intraarticular, intrasinovial,
intratecal, oral, tépica o inhalacién. La proteina también se puede administrar por vias intratumoral, peritumoral,
intralesional o perilesional, para ejercer efectos terapéuticos tanto locales como sistémicos. Los vehiculos, diluyentes
y excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados son bien conocidos y los expertos en la técnica pueden
determinarlos segun lo requiera la situacion clinica. Los ejemplos de vehiculos, diluyentes y/o excipientes adecuados
incluyen: (1) solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco, pH aproximadamente 7,4, que contiene de
aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de albumina de suero humano, (2) solucién salina al 0,9 % (NaCl al 0,9 % p/v)
y (3) dextrosa al 5 % (p/v). Los métodos desvelados en el presente documento se pueden practicar in vitro, in vivo o
eX VIVO.

La administracion de proteinas de fusién Fc y uno o mas agentes terapéuticos adicionales, ya sea coadministrados o
administrados secuencialmente, se puede producir como se ha descrito anteriormente para aplicaciones terapéuticas.
El experto en la materia entendera que los vehiculos, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables
adecuados para la coadministracion dependen de la identidad del agente terapéutico particular que se coadministra.

Cuando esta presente en forma de dosificacion acuosa, en lugar de estar liofilizada, la proteina de fusion Fc se
formulara normalmente a una concentracion de aproximadamente 0,1 mg/ml a 100 mg/ml, aunque se permite una
amplia variacion fuera de estos intervalos. Para el tratamiento de la enfermedad, la dosificacion adecuada de proteinas
de fusion Fc dependera del tipo de enfermedad para tratar, de la gravedad y de la evolucion de la enfermedad, de si
las proteinas de fusion Fc se administran con fines preventivos o terapéuticos, del ciclo de terapia anterior, del historial
clinico del paciente y de la respuesta a la proteina de fusion Fc y del criterio del médico tratante. La proteina de fusion
Fc se administra adecuadamente al paciente una vez o en una serie de tratamientos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Factor IX

Diseiio de factor IX scC.CH1-Fc

La molécula del factor IX monocatenario contiene la secuencia del factor 1X seguida de un conector de 10 restos que
tiene la secuencia de aminoacidos: GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 11), el dominio CL de IgG1 seguido de un conector
de 20 restos que tiene la secuencia de aminoacidos: GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 12) seguido de
las partes CH1, bisagra y Fc de IgG1 humana.

Expresion y caracterizacion del factor IX scCLCn1-Fc

El gen, que tiene la siguiente secuencia de ADN:
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ATGTACCGGATGCAGCTGCTGAGCTGTATCGCCCTGTCTCTGGCCCTCGTGACCA
ACAGCACCGTGTTTCTGGACCACGAGAACGCCAACAAGATCCTGAACCGGCCCA
AGCGGTACAACAGCGGCAAGCTGGAAGAGTTCGTGCAGGGCAACCTGGAACGCG
AGTGCATGGAAGAGAAGTGCAGCTTCGAAGAGGCCAGAGAGGTGTTCGAGAAC
ACCGAGCGGACCACCGAGTTCTGGAAGCAGTACGTGGACGGCGACCAGTGCGAG
AGCAACCCCTGTCTGAATGGCGGCAGCTGCAAGGACGACATCAACAGCTACGAG
TGCTGGTGCCCCTTCGGCTTCGAGGGCAAGAACTGCGAGCTGGACGTGACCTGCA
ACATCAAGAACGGCAGATGCGAGCAGTTCTGCAAGAACAGCGCCGACAACAAG
GTCGTGTGCTCCTGCACCGAGGGCTACAGACTGGCCGAGAACCAGAAGTCCTGC
GAGCCCGCCGTGCCTTTCCCATGTGGAAGAGTGTCCGTGTCCCAGACCAGCAAGC
TGACCAGAGCCGAGACAGTGTTCCCCGACGTGGACTACGTGAACTCCACCGAGG

CCGAGACAATCCTGGACAACATCACCCAGAGCACCCAGTCCTTCAACGACTTCAC
CAGAGTCGTGGGCGGCGAGGATGCCAAGCCTGGACAGTTCCCGTGGCAGGTGGT
GCTGAACGGAAAGGTGGACGCCTTTTGCGGCGGCAGCATCGTGAACGAGAAGTG
GATCGTGACAGCCGCCCACTGCGTGGAAACCGGCGTGAAGATTACAGTGGTGGC
CGGCGAGCACAACATCGAGGAAACCGAGCACACAGAGCAGAAACGGAACGTGA
TCAGAATCATCCCCCACCACAACTACAACGCCGCCATCAACAAGTACAACCACG
ACATTGCCCTGCTGGAACTGGACGAGCCCCTGGTGCTGAATAGCTACGTGACCCC
CATCTGCATTGCCGACAAAGAGTACACCAACATCTTTCTGAAGTTCGGCAGCGGC
TACGTGTCCGGCTGGGGCAGAGTGTTTCACAAGGGCAGATCCGCTCTGGTGCTGC
AGTACCTGAGAGTGCCTCTGGTGGACCGGGCCACCTGTCTGAGAAGCACCAAGT
TCACCATCTACAACAACATGTTCTGCGCCGGCTTCCATGAGGGCGGCAGAGATAG
CTGTCAGGGCGATTCTGGCGGCCCTCACGTGACAGAAGTGGAAGGCACCAGCTT
TCTGACCGGCATCATCAGCTGGGGCGAGGAATGCGCCATGAAGGGGAAGTACGG
CATCTACACCAAGGTGTCCAGATATGTGAACTGGATCAAAGAAAAGACCAAGCT
GACAGGCGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGATCTAGAACAGTGGCCGCTCCCAG
CGTGTTCATCTTCCCACCTAGCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACAGCCTCTGTC
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTG
GACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGTGACCGAGCAGGACAG
CAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTA
CGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCC
AGTGACCAAGAGCTTCAACCGGGGCGAATCTGGGGGCGGAGGATCAGGCGGGG
GAGGAAGTGGGGGAGGGCGGAAGCGGAGCGGGGGCAGGATCTGCCTCTACAAAGGGC
CCTAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCTAGCAGCAAGTCTACAAGCGGAGGCACAGCTG
CCCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCTGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAA
CAGCGGAGCACTGACAAGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAG
CGGCCTGTACTCTCTGAGCAGCGTCGTGACAGTGCCCAGCAGCTCTCTGGGCACC
CAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAATACCAAAGTGGACAAG
CGGGTGGAACCCAAGAGCAGCGACAAGACCCACACCTGTCCCCCTTGTCCTGCC
CCCGAACTGCTGGGAGGCCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACA
CCCTGATGATCAGCCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCCCA
CGAGGACCCAGAAGTGAAGTTCAATTGGTATGTGGACGGGGTGGAAGTGCACAA
CGCCAAGACCAAACCCAGAGAGGAACAGTACAATAGCACCTACCGGGTGGTGTC
CGTGCTGACAGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAAGAGTATAAGTGCAA
AGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAA
GGGCCAGCCCCGCGAACCCCAGGTGTACACACTGCCCCCAAGCCGGGAAGAGAT
GACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTCGTGAAAGGCTTCTACCCTTCCGAT
ATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAATTACAAGACCACC
CCCCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTTCCTGTACAGCAAACTGACCGTGG
ACAAGAGCCGGTGGCAGCAGGGAAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGG

CCCTGCACAACCACTACACCCAGAAAAGCCTGAGCCTGTCCCCTGGCAAG (SEQ
(Genewiz), se cloné en pcDNA/UCOE y se expreso transitoriamente en células HEK293 usando el sistema de
expresion Expi293 (Life Technologies). Las proteinas se purificaron primero usando proteina A (GE Healthcare) con
elucion de pH bajo y se dializaron frente a 2 1 de TRIS 25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM 3 veces. Después de la dialisis,
la proteina se cargd en una columna de Q sepharose FF y se eluy6 con gradientes escalonados de CaCl, en TRIS
25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM. Las fracciones mas activas se agruparon y dializaron frente a PBS 1X para analisis

adicionales.

24

se sintetizd



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2824 151 T3

La molécula se analizé mediante gel SDS PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (fig. 2). Para condiciones
no reductoras, se cargaron 5 ug de proteina purificada en un gel de TRIS-acetato al 3-8 % NuPAGE® NOVEX®
(Invitrogen) con un patron de proteina pretefiido HIMARK™ (Invitrogen) (intervalo de PM 31 kD - 460 kD). Para
condiciones reductoras, se cargaron 5 ug de proteina en un gel Any kD™ (Invitrogen) con un patrén Kaleidoscope
PRECISION PLUS PROTEIN™ (Invitrogen) (intervalo de PM 10 kD - 250 kD).

Bioactividad del factor IX scCiCH1-Fc (ensayo APTT)

Se realiz6 un ensayo automatizado de actividad del factor X utilizando el instrumento KC-1 Delta™ (Tcoag, Wicklow,
IRE) para cuantificar la capacidad del componente FIX del factor IX scC_.Chx1-proteina Fc para restaurar la actividad
de coagulacion del plasma deficiente en FIX. Las muestras de prueba se mezclaron con volimenes iguales de plasma
humano deficiente en FIX (George King BioMedical Inc, Overland Park, KS) y activador de acido elagico que contiene
cefalina (aPTT-activador soluble, Helena Laboratories, cat. n.° 5389) y después de 4 min de incubacion, se afiadié
cloruro de calcio 5 mM (reserva 25 mM, VWR) y se midio el tiempo de coagulacion. La actividad se calculd en funcion
de una curva de calibracion de tiempos de coagulacion frente a la concentracion de la unidad de actividad (Ul/ml) de
diluciones en serie del patréon rHuman Factor IX (FIX) (Haematologic Technologies Inc. Essex Junction, VT) para
proteinas purificadas. Los factores de los sistemas de coagulacion intrinsecos se activan incubando el plasma con la
cantidad optima de fosfolipidos y un activador de superficie a 37 °C. La adicién de iones de calcio desencadena el
proceso de coagulacion y después se mide el tiempo de coagulacion. EI APTT es el tiempo necesario para que se
forme un coagulo de fibrina (fig. 3).

PK de rata del factor IX scCiCH1-Fc

Se administraron dosis intravenosas individuales de 51 Ul/kg de factor IX scC_.Cn1-Fc en la vena lateral de la cola de
3 ratas. Se recogieron muestras de sangre a las 0,25, 4, 8, 24, 48, 72, 96 y 168 horas después de la administracion
del factor IX scC.Cn1-Fc y plasma citratado (0,32 % final). Las concentraciones se midieron utilizando técnicas
convencionales de MSD con IgG de cabra purificada por afinidad anti-factor IX humano (Enzyme Research
Laboratories, South Bend, IN) como anticuerpo de captura y el anticuerpo de cabra anti-IgG Fc humano de adsorcion
cruzada biotinilado (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX) como anticuerpo de deteccién. Se realizé6 analisis
farmacocinético utilizando modelado no compartimental con el programa informatico WINNONLIN® (Pharsight
Corporation, Mountain View, CA). Las estimaciones de los parametros farmacocinéticos derivadas de los datos de
MSD incluyeron la concentracidon maxima (Cmax), area bajo la curva de tiempo frente a concentracion (ABC) y
semivida de eliminacion (t12) (fig. 4 y tabla 1).

Tabla 1
Animal de Via de Dosis Dosis Crnax ABCo.- t12
Articulo de prueba ensayo dosificacion (mg/kg) | (Ul/kg) (pg/ml) (pg-h/ml) (h)
FIXscLCLCH1Fc rata v 7,9 51 170+114 | 69,6+7,78 | 53,7+125
Mono* FIXFc rata v 200 34,8+53
rhFIX** rata v 50 2,6 8,2 5,0
* Peters, R. T. et al. Prolonged activity of factor IX as a monomeric Fc fusion protein. Blood. (2013).
**Keith, J.C. et al. Evaluation of Recombinant Human Factor IX: Pharmacokinetic Studies in the Rat and the Dog.
Thrombosis and Haemostasis 73 (1): 101-105 (1994).

Ejemplo 2: TNF-R2

Disefio de TNF-R2 scC.Cr1-Fc

La molécula de TNFR2 monocatenaria contiene la secuencia de TNFR2 seguida de un conector de 10 restos,

GGGGSGGGGS (SEQ

ID NO:

11), el dominio CL de

IgG1 seguido de un conector de 20 restos

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 12) seguido de las partes CH1, bisagra y Fc de IgG1 humana.

Expresion de TNF-R2 scC.CH1-Fc

El gen, que tiene la siguiente secuencia de ADN:
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ATGTATAGGATGCAGCTCCTCAGCTGCATCGCTCTGTCCCTCGCCCTGGTGACCA
ACAGCCTCCCTGCCCAGGTGGCCTTTACACCCTACGCTCCTGAGCCCGGAAGCAC
CTGCAGGCTCAGGGAGTACTACGATCAGACCGCCCAAATGTGTTGCAGCAAGTG
CTCCCCTGGCCAGCACGCCAAGGTGTTCTGCACCAAGACAAGCGATACCGTGTGC
GATAGCTGTGAGGACAGCACCTACACCCAGCTGTGGAATTGGGTGCCCGAGTGC
CTGAGCTGTGGCAGCAGGTGCAGCAGCGATCAGGTGGAGACACAGGCCTGCACC
AGAGAGCAGAACAGGATTTGTACCTGCAGGCCCGGCTGGTATTGCGCCCTGAGC
AAGCAGGAGGGATGTAGGCTGTGCGCCCCTCTGAGGAAATGCAGACCTGGCTTT
GGAGTGGCTAGGCCCGGCACCGAGACATCCGACGTGGTGTGCAAGCCTTGTGCC
CCTGGCACCTTTTCCAACACCACCAGCTCCACCGACATCTGCAGGCCCCATCAGA
TTTGCAACGTGGTGGCCATCCCCGGAAACGCTAGCATGGATGCCGTGTGCACCTC
CACCTCCCCTACCAGGAGCATGGCCCCTGGAGCCGTGCATCTGCCTCAACCCGTC
AGCACCAGAAGCCAGCACACACAGCCCACCCCCGAACCTAGCACCGCTCCCTCC
ACCAGCTTCCTGCTGCCTATGGGACCCTCCCCTCCTGCCGAAGGGAGCACCGGAG
ATGGAGGAGGAGGAAGCGGCGGAGGAGGCTCCAGAACAGTGGCTGCCCCTAGC
GTGTTCATTTTCCCTCCCTCCGACGAGCAGCTCAAGTCCGGAACCGCTTCCGTGG

TCTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCAGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTCG
ACAATGCTCTGCAGAGCGGAAACTCCCAGGAGTCCGTCACCGAGCAGGACAGCA
AGGACTCCACATATAGCCTGTCCTCCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTATGA
GAAACACAAGGTGTATGCCTGCGAAGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGT
CACCAAGTCCTTCAATAGGGGCGAGAGCGGAGGCGEGCGGCAGCGGCEGCGGLG
GGAGCGGAGGAGGAGGGAGCGGAGGCAGGCGGAAGCGCTTCCACCAAGGGACCT
AGCGTGTTTCCCCTCGCCCCCAGCTCCAAGAGCACAAGCGGAGGCACAGCCGCT
CTGGGCTGTCTGGTGAAGGATTACTTCCCCGAGCCCGTCACAGTGAGCTGGAACT
CCGGAGCCCTGACCTCCGGAGTGCACACCTTTCCTGCCGTGCTGCAGAGCAGCGG
ACTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGTCACAGTGCCCTCCAGCTCCCTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACAAAGGTGGACAAGAGA
GTGGAACCTAAGTCCTGTGACAAAACCCATACCTGCCCTCCCTGCCCTGCCCCTG
AGCTGCTGGGAGGACCTAGCGTGTTTCTGTTTCCCCCCAAACCCAAGGATACCCT
GATGATCAGCAGGACCCCTGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGA
GGACCCTCAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTCCAGGTGCACAATGCT
AAGACCAAGCCCAGGGAGCAGCAATACAATTCCACCTACAGGGTGGTGTCCGTG
CTCACCGTCCTCCACCAGAACTGGCTCGACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTG
AGCAACAAGGCTCTCCCCGCCCCTATCGAGAAGACCATTTCCAAAGCCAAGGGC
CAGCCCAGAGAACCTCAAGTCTACACCCTGCCCCCCAGCAGGGAGGAGATGACC
AAGAACCAGGTGAGCCTGACCTGCCTCGTCAAGGGATTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAATGGGAGTCCAATGGCCAGCCCGAGAATAACTACAAGACCACACCC
CCCGTGCTGGATTCCGATGGCAGCTTTTTCCTGTACAGCAAGCTGACAGTGGATA
AGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCTCCGTCATGCACGAAGCCC TGCACAATCACTACACCCA-

GAAGAGCCTGTCCCTCAGCCCCGGCAAG (SEQ ID NO: 14); se sintetizo (Genewiz), se cloné en pcDNA/UCOE y
se expreso transitoriamente en células HEK293 usando el sistema de expresion Expi293 (Life Technologies). Las

proteinas se purificaron primero usando proteina A (GE Healthcare) con elucion de pH bajo y se dializaron frente a 2 |
de PBS 1X 3 veces.

La molécula se analizd6 mediante gel SDS PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (fig. 5A y 5B). Para
condiciones no reductoras, se cargaron 5 ug de proteina purificada en un gel de TRIS-acetato al 3-8 % NuPAGE®
NOVEX® (Invitrogen) con un patrén de proteina pretefiido HIMARK™ (Invitrogen) (intervalo de PM 31 kD - 460 kD).
Para condiciones reductoras, se cargaron 5 ug de proteina en un gel Any kD™ (Invitrogen) con un patrén Kaleidoscope
PRECISION PLUS PROTEIN™ (Invitrogen) (intervalo de PM 10 kD - 250 kD).

Bioactividad de TNF-R2 scC.CH1-Fc

Las células TNF-a HEK-Blue™ (InvivoGen) son células renales embrionarias humanas disefiadas especificamente
para detectar TNF-a bioactivo in vitro supervisando la activacion de las rutas NF-kB/AP-1. La linea celular expresa un
gen indicador inducible de fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) bajo el control del promotor minimo de
IFN-B fusionado con cinco sitios de unién NFkb y cinco AP-1. Para el ensayo de antagonista de TNF-a, se sembraron
en placas células TNF-a HEK-Blue a 50.000 células/pocillo en medio DMEM que contenia L-glutamina 2 mM, glucosa
4,5 g/l y FBS termoinactivado al 10 % (Gibco) y TNF-a 1a 235 pM (InvivoGen). Las células se incubaron durante 20
horas a 37 °C, CO; al 5 % con diversas concentraciones de TNF-R2 de fusion directa o cuerpo de fusiéon de cadena
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sencilla de TNF-R2 (TNF-R2 scC Cn1-Fc). Se detectd la produccion de SEAP afiadiendo QUANTI-Blue e incubando
durante 3 horas a 37 °C, CO2 5 % y se leyo en un lector de placas a 630 nm. La activacion del gen de SEAP puede
ser inhibida por el antagonista de TNF-a TNF-R2 de una manera dependiente de la dosis. La molécula de cuerpo de
fusién monocatenario TNF-R2 inhibi6 la activacién del gen de SEAP con una Clsg de 51 pM frente a la fusién directa
de TNF-R2 con una Clso de 112 pM (fig. 6).

PK de rata de TNF-R2 scC.CH1-Fc

Se administraron dosis intravenosas individuales de TNF-R2 scC.Cx1-Fc 5 mg/kg en la vena lateral de la cola de 3
ratas. Se recogieron muestras de sangre a las 0,083, 1, 6, 24, 48h, 5, 7, 9, 12, 15, 21, 28 dias después de la
administracion de TNF-R2 scC. Cn1-Fc. Las concentraciones se midieron utilizando técnicas convencionales de MSD
con Fc IgG de cabra anti F(ab')2 humano (Thermo Scientific, Rockford, IL) como anticuerpo de captura y anticuerpo
de cabra anti-lgG humana Fc de adsorcion cruzada biotinilado (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX) como anticuerpo
de deteccion. Se realiz6 analisis farmacocinético utilizando modelado no compartimental con el programa informatico
WinNonlin® (Pharsight Corporation, Mountain View, CA). Las estimaciones de los parametros farmacocinéticos
derivadas de los datos de MSD incluyeron la concentracion maxima (Cmax), area bajo la curva de tiempo frente a
concentracion (ABC) y semivida de eliminacion (t12) (fig. 7 y tabla 2).

Tabla 2
Animal de Via de Dosis Cmax ABCo.- t1o
Articulo de prueba ensayo dosificacion (mg/kg) (nM) (nM-h) (h)
F”S"’T”N‘li'_rgczta de rata \Y 5 584 +592 | 3445+967 | 24+6,5
TNF-R2 scC, Cu1-Fc rata 1Y 5 412 + 109 3207 + 157 | 102 +33

Ejemplo 3: IL1Ra

Disefio de IL1Ra scC.CH1-Fc

La molécula de IL1Ra monocatenaria contiene la secuencia de IL1Ra seguida de un conector de 10 restos,
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 11), el dominio CL de IgG1 seguido de un conector de 20 restos,
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 12) seguido de las partes CH1, bisagra y Fc de IgG1 humana.

Expresiéon de IL1Ra scC.Cr1-Fc

El gen que tiene la siguiente secuencia de ADN:
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ATGTACCGGATGCAGCTGCTGTCCTGTATCGCCCTGTCTCTGGCCCTGGTC
ACCAACTCCAGACCCTCTGGCCGGAAGTCCTCCAAGATGCAGGCCTTCCGGATCT
GGGACGTGAACCAGAAAACCTTCTACCTGCGGAACAACCAGCTGGTGGCCGGCT
ATCTGCAGGGCCCCAACGTGAACCTGGAAGAGAAGATCGACGTGGTGCCCATCG
AGCCCCACGCCCTGTTTCTGGGAATCCACGGCGGCAAGATGTGCCTGTCCTGCGT
GAAGTCCGGCGACGAGACACGGCTGCAGCTGGAAGCCGTGAACATCACCGACCT
GTCCGAGAACCGGAAGCAGGACAAGAGATTCGCCTTCATCAGATCCGACTCCGG
CCCTACCACCTCCTTCGAGTCTGCTGCTTGCCCCGGCTGGTTCCTGTGCACCGCCA
TGGAAGCTGACCAGCCCGETGTCCCTGACCAACATGCCTGACGAGGGCGTGATGG
TCACCAAGTTCTATTTTCAGGAAGATGAGGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGCGGAG
GATCTAGAACAGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTCATCTTCCCACCTTCCGACGAGCA
GCTGAAGTCTGGCACCGCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCTCGC
GAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGCAACTCCCAG
GAATCCGTCACCGAGCAGGACTCCAAGGACAGCACCTACTCCCTGTCCTCCACCC
TGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGA
CCCACCAGGGCCTGTCTAGCCCCGTGACCAAGTCTTTCAACCGGGGCGAAAGCG
GAGGCGGAGGTTCAGGTGGTGGTGGATCAGGTGGCGGCGGATCTGGCGGTGGTG
GCTCTGCTTCTACCAAGGGCCCTTCCGTGTTCCCTCTGGCCCCTTCCAGCAAGTCT
ACCTCTGGCGGCACAGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGC
CTGTGACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCTCTGACATCCGGCGETGCACACCTTCCC
TGCTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACAGCCTGTCCTCCGTCGTGACCGTGCCTT
CCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCTCCAA
CACCAAAGTGGACAAGCGGGTGGAACCCAAGTCCTCCGACAAGACCCACACCTG
TCCTCCCTGCCCTGCTCCTGAACTGCTGGGCGGACCTAGCGTGTTCCTGTTCCCTC
CAAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCTCCCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGG
TGGTCGATGTGTCCCACGAGGACCCAGAAGTGAAGTTCAATTGGTACGTGGACG
GCGTGGAAGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTACAACTCCA
CCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAA
AGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGCCCTGCCTGCCCCTATCGAAAAGAC
CATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCCCGGGAACCTCAGGTGTACACCCTGCCTCCC
AGCCGGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCACTGACCTGTCTGGTCAAGGGC
TTCTACCCCTCCGACATTGCCGTGGAATGGGAGTCCAACGGCCAGCCCGAGAAC
AACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCATTCTTCCTGTACT
CCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCCGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCTCCTGCTC

CGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCCCTGAGC CCCGGCAAG (SEQ ID NO:
15); se sintetiz6 (Genewiz, Inc.), se clon6 en pcDNA/UCOE y se expreso transitoriamente en células HEK293 usando
el sistema de expresion Expi293 (Life Technologies). Las proteinas se purificaron primero usando proteina A (GE
Healthcare) con elucion de pH bajo y se dializaron frente a 2 1 de PBS 1X 3 veces. La molécula se analizé mediante
gel SDS PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (fig. 8A y 8B). Para condiciones no reductoras, se cargaron
5 pg de proteina purificada en un gel de TRIS-acetato al 3-8 % NUPAGE® NOVEX® (Invitrogen) con un patrén de
proteina pretefido HIMARK™ (Invitrogen) (intervalo de PM 31 kD - 460 kD). Para condiciones reductoras, se cargaron
5 ug de proteina en un gel Any kD™ (Invitrogen) con un patrén Kaleidoscope PRECISION PLUS PROTEIN™
(Invitrogen) (intervalo de PM 10 kD - 250 kD).

Bioactividad de IL1Ra scC.CH1-Fc

Las células HEK-Blue™ IL-1 B (InvivoGen) son células renales embrionarias humanas disefiadas especificamente
para detectar IL-1 3 bioactivo in vitro supervisando la activacion de las rutas NF-kB/AP-1. La linea celular expresa un
gen indicador inducible de fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) bajo el control del promotor minimo de
IFN-B fusionado con cinco sitios de unidon NFgb y cinco AP-1. Para el ensayo de antagonista de IL-1 3, se sembraron
en placas células HEK-Blue II-13 a 50.000 células/pocillo en medio DMEM que contenia L-glu 2mM y FBS
termoinactivado al 10 % (Gibco) e IL-18 57 pM (R&D systems). Las células se incubaron durante 20 horas a 37 °C,
CO; al 5% con diversas concentraciones de IL1RascC.Cn1-Fc. Se detectd la produccién de SEAP afiadiendo
QUANTI-Blue e incubando durante 3 horas a 37 °C, CO2 5 % y se ley6 en un lector de placas a 630 nm. La activacion
de IL-1 3 del gen de SEAP puede ser inhibida por el antagonista de IL-1 B IL-1Ra de una manera dependiente de la
dosis. La molécula monocatenaria de IL-1Ra inhibié la activacion de IL-1 3 del gen de SEAP con una Clso de 12,5 Nm
(fig. 9).

PK de rata de IL1Ra scC.CH1-Fc

Se administraron dosis intravenosas individuales de IL1Ra scC.Cn1-Fc 2 mg/kg en la vena lateral de la cola de 3 ratas.
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Se recogieron muestras de sangre a las 0,083, 0,25, 1, 2, 6, 24, 48, 72, 96 y 168 horas después de la administracion
de IL1Ra scC.Ch1-Fc. Se administraron dosis subcutaneas individuales de IL1Ra scC_.Cn1-Fc 5 mg/kg en la region
interescapular de 3 ratas. Se recogieron muestras de sangre a las 0,25, 1, 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96 y 168 horas después
de la administracion de IL1Ra scC Cn1-Fc. Las concentraciones se midieron utilizando técnicas convencionales de
MSD con Fc IgG de cabra anti F(ab')2 humano (Thermo Scientific, Rockford, IL) como anticuerpo de captura y
conjugado de biotina anti-IL1Ra humana de ratén (Invitrogen, Grand Island, NY) como anticuerpo de deteccion. Se
realizé analisis farmacocinético utilizando modelado no compartimental con el programa informatico WINNONLIN®
(Pharsight Corporation, Mountain View, CA). Las estimaciones de los parametros farmacocinéticos derivadas de los
datos de MSD incluyeron la concentracién maxima (Cmax), area bajo la curva de tiempo frente a concentracion (ABC)
y semivida de eliminacion (t12) (fig. 10 y tabla 3).

Tabla 3
Animal de Via de Dosis Crmax ABCo. ti2

Articulo de prueba ensayo dosificacion (mg/kg) (nM) (nM-h) (h)
ILIRa-scC.Cn1-Fc rata \Y 2 375+7,6 1828 £ 139 9,8+0,9
IL1Ra-scC.CH1-Fc rata sC 5 24,7 £ 341 363 £476 94+1,6

rhiL-1Ra* rata [\ 1 448,5+ 134 98,5+5,8 1,15+ 0,5

rhiL-1Ra* rata SC 1 253+3,5 74,1 +9,3 0,85+ 0,08
*Fuente: Documento de la FDA BLA: 103950/0. Los parametros PK se convirtieron a concentraciones nM
utilizando un PM de 17257,6 g/mol para rhiL-1Ra

PK intraocular de IL1Ra scC.CH1-Fc

Una inyeccion intravitrea de embolada de 0,5 mg de IL1Ra scC.Cx1-Fc en cada ojo de 8 conejos machos. Se
recogieron muestras de sangre de dos animales a las 4, 96, 168 y 336 horas después de la administracion de IL1Ra
scCLCh1-Fc. En el momento del sacrificio, se recogieron ambos ojos de cada animal y se congelaron instantdneamente
en nitrogeno liquido. Las concentraciones se midieron utilizando técnicas convencionales de MSD. Se realizé analisis
farmacocinético utilizando modelado no compartimental con el programa informatico WINNONLIN® (Pharsight
Corporation, Mountain View, CA). Las estimaciones de los parametros farmacocinéticos derivadas de los datos de
MSD incluyeron la concentracion maxima (Cmax), area bajo la curva de tiempo frente a concentracion (ABC) y
semivida de eliminacion (t12) (fig. 4 y fig. 11).

Tabla 4
Animal de Matriz Crnex ABCo. ti2
Articulo de prueba ensayo (pg/ml) (pg/ml-h) (h)
IL1Ra scC.Cu1-Fc conejo Acuosa 2,53 369 83
IL1Ra scC,Cn1-Fc conejo Vitrea 265 2904 129

Ejemplo 4: IL-21IL2Ra

Disefio de IL-2IIL-2Ra scCiCr1-Fc e IL-2lIL-2Ra scCH1Ci-Fc

La molécula de cuerpo de fusion monocatenaria IL-2/IL-2Ra contiene una IL-2 humana permutada circularmente unida
al dominio extracelular de la proteina de fusién IL-2Ra unida al dominio CL-CH1-Fc (SEQ ID NO: 19) o al CH1-CL-Fc
(SEQ ID NO: 20) de la cadena pesada de IgG1 (fig. 12A y 12B) denominado en el presente documento IL-2/1L-2Ra
scCCn1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCn1Cy-Fc, respectivamente. Para la expresion en células de mamiferos, la secuencia lider
N-terminal de la SEQ ID NO: 10 se afiadi6 a la proteina de las SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20).

Expresion de IL-2IIL-2Ra scCiCH1-Fc e IL-2IIL-2Ra scCH1Ci-Fc

Los genes se sintetizaron sintéticamente y se suministraron en el vector de expresion pcDNA3.1 (GeneArt), y se
expresaron transitoriamente en células HEK293 utilizando el sistema de expresion Expi293 (Life Technologies). Las
proteinas se purificaron usando proteina A (GE Healthcare) con elucion de pH bajo y se dializaron frente a 2 | de PBS
1X 2 veces.

Las moléculas se analizaron mediante gel SDS PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (fig. 13). Para
condiciones reductoras y no reductoras, se cargaron 5 ug de proteina en un gel Any kD (Invitrogen) con un patrén
Kaleidoscope Precision Plus Protein (Invitrogen) (intervalo de PM 10 kD-250 kD). La molécula se caracterizdé por
filtracion analitica en gel en una columna SEC BioSuite de ultra alta resolucién, 250 A, 4 ym, 4,6 mm X 300 mm
(Waters). La columna se equilibré y se procesé a 0,3 ml/min con fosfato de sodio 150 mM pH 7,0 como tampén de
ejecucion para todos los analisis. Se inyectaron muestras purificadas (0,5 mg/ml) (15 ul) y se eluyeron con un tiempo
de ejecucion de 25 min (fig. 14A 'y 14B).

Bioactividad de IL-2IIL-2Ra scCiCH1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCH1Ci-Fc
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La bioactividad in vitro se valoré evaluando la capacidad de IL-2/IL-2Ra scC.Ch1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCh1C.-Fc para
activar pSTATS en la linea celular de linfoma de linfocitos T de HH humana (ATCC CRL-2105) utilizando el equipo de
ELISA fosfo-STAT5A/B (Tyr694/Tyr699) InstantOne™ de eBioscience. Para el ensayo, las células HH se sembraron
en placas a 2 x 10° células/pocillo en medio RPMI1640 que contiene FBS al 10 %. Las muestras se incubaron con
concentraciones decrecientes de IL-2 de tipo silvestre (tsIL-2), IL-2/IL-2Ra scC1CH1 Fc o IL-2/IL-2Ra scCH2C1 Fc de
aproximadamente 50 nM, o sin estimular, durante aproximadamente 25 + 5 minutos en una incubadora de CO; al 5 %
a 37 °C. La reaccion de estimulacion se terminé mediante la rapida adicion de 25 ul de mezcla de lisis celular
(proporcionada en el equipo) y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacién constante a
300 rpm en un agitador de placas de titulacion. Se afiadieron alicuotas de 50 pl de los lisados resultantes a cada pocillo
en la placa de ensayo (proporcionada en el equipo). Después de afiadir 50 ul de céctel de anticuerpos a cada pocillo,
la placa se cubrié y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion constante a 300 rpm en un agitador
de placas de titulacion. Posteriormente, la placa se lavd tres veces con 300 pl/pocillo de tampén de lavado 1X. Se
afiadieron 100 pl de reactivo de deteccion a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos
con agitacion constante a 300 rpm. La reaccion de deteccién se detuvo mediante la adicién de 100 ul de solucion de
parada y se midié la absorbancia a 450 nM utilizando un lector de placas SynergyMx. IL-2/IL-2Ra scCICH1 Fc (CEso
= 0,97 nM), o IL-2/IL-2Ra scCH2C1 Fc (CEsp = 1,1 nM) y wtlL-2 (CEso = 0,80 nM) eran activos de una manera
dependiente de la dosis (fig. 15).

PK de rata de IL-2IIL-2Ra scCiCH1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCH1Ci-Fc

Se administraron dosis intravenosas individuales de 1 mg/kg de IL-2/IL-2Ra scC.Cn1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCHCi-Fc en
una vena de la cola de 3 ratas. Se recogieron muestras de sangre a las 0,083, 0,25, 0,5, 1, 3, 8, 24, 48, 72, 96y 168
horas después de la administraciéon de IL-2/IL-2Ra scC Cy1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCx1Ci-Fc. Se administraron dosis
subcutaneas individuales de 2 mg/kg de IL-2/IL-2Ra scC.Cn1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCH1CL-Fc en la region interescapular
de 3 ratas. Se recogieron muestras de sangre a las 0,25, 0,5, 1, 2, 6, 8, 24, 48, 72, 96 y 168 horas después de la
administracion de IL-2/IL-2Ra scC Cn1-Fc e IL-2/IL-2Ra scCh1Ci-Fc. Las concentraciones se midieron utilizando
técnicas convencionales de MSD. Se realiz6 analisis farmacocinético utilizando modelado no compartimental con el
programa informatico WinNonlin (Pharsight Corporation, Mountain View, CA). Las estimaciones de los parametros
farmacocinéticos derivadas de los datos de MSD incluyeron la concentracion maxima (Cmax), area bajo la curva de
tiempo frente a concentracion (ABC) y semivida de eliminacion (t12) (fig. 16 y tabla 5).

Tabla 5
Articulo de | Dosificacion | Dosis Tmax Cmax ABCo. t12 TMR CL Vd F

prueba Via (nmol/kg) | (h) (nM) (nM-h) (h) (h) (ml/h/kg) | (mlkg) | (%)
IL-2/IL-2Ra Y, 6 0083 82,9+ 876+ | 234+ | 256+ 6,78 + 174
scCLCHI Fc ’ 12,0 162 4,4 4,2 0,125 31,5
IL-2/IL-2Ra 6,67 + 483+ | 153+ | 55,0+
scCLCH1Fc|  SC€ 12 48 | 035 | 569 | 36 | 17 28
IL-2/IL-2Ra 65,5+ 505+ | 395+ | 26,3+ 313+
scCH1CL Fc v 6 0.083 | 76 664 | 47 17 | 1916 477
IL-2/IL-2Ra 3,36 £ 290+ | 329+ | 70,2+
scCH1CL Fc SC 12 (24,48) 0,84 1,0 0,3 8,8 29
Nota: media + DT para todos los parametros excepto la mediana (min, max) para Tmax, n = 3 a menos que se
indique lo contrario; F = % de relacion de ABCo.. normalizada por dosis después de SC frente a IV

Ejemplo 5: IFNS

Disefio de IFNB scC.CH1-Fc

La molécula de cuerpo de fusidon monocatenaria de IFN contiene IFN{ (C17S) unido al dominio CL-CH1-Fc de la
cadena pesada de IgG1 (fig. 17). Para la expresién en células de mamiferos, la secuencia lider N-terminal de la SEQ
ID NO: 10 se afiadio a la proteina de la SEQ ID NO: 18.

Expresiéon de IFNB scCiCH1-Fc

El gen se sintetizd sintéticamente y se suministré en el vector de expresion pcDNA3.1 (GeneArt), y se expreso
transitoriamente en células HEK293 utilizando el sistema de expresion Expi293 (Life Technologies). La proteina se
purific usando proteina A (GE Healthcare) con eluciéon de pH bajo y se dializ6 frente a 2 | de PBS 1X 2 veces.

La molécula se analizé mediante gel SDS PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (fig. 18). Para condiciones
reductoras y no reductoras, se cargaron 5 ug de proteina en un gel Any kD (Invitrogen) con un patron Kaleidoscope
Precision Plus Protein (Invitrogen) (intervalo de PM 10 kD - 250 kD). La molécula se caracteriz6 por filtracién analitica
en gel en una columna SEC BioSuite de ultra alta resolucién, 250 A, 4 ym, 4,6 mm X 300 mm (Waters). La columna
se equilibré y se proceso a 0,3 mi/min con fosfato de sodio 150 mM pH 7,0 como tampdn de ejecucién para todos los
analisis. Se inyectaron muestras purificadas (0,5 mg/ml) (15 pl) y se eluyeron con un tiempo de ejecucion de 60 min
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(fig. 19).

Bioactividad de IFNB scCiCH1-Fc

Las células HEK-Blue™ IFNa/B (InvivoGen) son células renales embrionarias humanas disefiadas especificamente
para detectar IFN de tipo | bioactivos in vitro supervisando la activacion de la ruta ISGF3. La linea celular expresa un
gen indicador de fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) inducible bajo el control del promotor 1SG54
inducible por IFNa/B. Para el ensayo de agonista de IFNB, se sembraron en placas células HEK-Blue IFNa/f a 50.000
células/pocillo en medio DMEM que contenia L-glutamina 2 mM, 4,5 g/l de glucosa y FBS termoinactivado al 10 %
(Gibco). Las células se incubaron durante 20 horas a 37 °C, CO; al 5 % con diversas concentraciones de IFNJ
scC Cn1-Fc o tsIFNB (Peprotech). Se detectd la produccion de SEAP afiadiendo QUANTI-Blue e incubando durante
3 horas a 37 °C, CO2 5% y se ley6 en un lector de placas a 630 nm. IFN scC.Cn1-Fc (CEso = 0,9 pM) y tsIFN
(CEso = 0,6 pM) eran activos de una manera dependiente de la dosis (fig. 20).

PK de rata de IFNB scCiCH1-Fc

Se administré una dosis intravenosa individual de IFNB scC.Cn1-Fc 0,5 mg/kg en un catéter de la vena yugular
implantado de forma quirargica de 3 ratas. Se recogieron muestras de sangre a las 0,083, 0,25, 0,5, 1, 3, 8, 24, 48,
72,96 y 168 horas después de la administracion de IFNB scC_.Cn1-Fc. Se administré una dosis subcutanea individual
de IFNB scC.Cn1-Fc 1 mg/kg en la region interescapular de 3 ratas. Se recogieron muestras de sangre a las 0,25, 0,5,
1, 2, 6, 8, 24, 48, 72, 96 y 168 horas después de la administracion de IFNB scC Cn1-Fc. Las concentraciones se
midieron utilizando técnicas convencionales de MSD. Se realizé andlisis farmacocinético utilizando modelado no
compartimental con el programa informatico WinNonlin (Pharsight Corporation, Mountain View, CA). Las estimaciones
de los parametros farmacocinéticos derivadas de los datos de MSD incluyeron la concentracion maxima (Cmax), area
bajo la curva de tiempo frente a concentracion (ABC) y semivida de eliminacion (t12) (fig. 21 y tabla 6).

Tabla 6
Via | Dosis | 'Ddel1Cma |t il cmaxwp | ABC | ABC.D | oL | Ve |tz | M |%F
animal | x 0 R
(nMoles (kg*nM/n | (h*n | (h*kg*nM/n | (ml/h/k | (mI/k o
/kg) (nM) | (h) mol) M) mol) 9 q) (h) | (h) | (%)
\Y% 1,4 67363 | 61,1 | 0,083 42,7 1320 921 1,09 | 111 | 87 | 100
67364 | 54,7 | 0,083 38,2 1320 924 1,08 | 129 | 110 | 120
67366 | 109 | 0,083 76,6 1790 1250 0,801 | 106 | 120 | 130
Media | 75,1 | 0,083 52,5 1480 1030 0,991 | 115 | 100 | 120
DT 30 NA 21 272 190 0,164 | 123 | 14 | 15
SC 3,6 67367 | 16,4 | 48 4,57 ND ND NA NA | ND | ND
67369 | 128 | 24 3,57 2150 600 NA NA | 87 | 140
Media | 14,6 | 36 4,07 2150 600 NA NA | 87 | 140 53?,
DT NA | NA NA NA NA NA NA | NA | NA

Ejemplo 6: IL-10

Disefio de scll-10:C1:CH1:Fc y sclL-10: CH1:CL:Fc

La molécula de cuerpo de fusidon monocatenaria sclL-10 contiene una proteina de fusién homodimérica de IL-10 unida
covalentemente unida al dominio CL-CH1-Fc o al CH1-CL-Fc de la cadena pesada de IgG1 (fig. 22A y 22B). Las
secuencias de aminodacidos de cada molécula sintetizada se encuentran en la tabla 7.

Tabla7
Proteina Secuencia
sclL-10:CL: MYRMOLLSCIALSLALVTNSSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRYVKTFFQMKDQLDNL
CH1:Fc LLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFL

PCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIEAYMTMKIRNGGSGGGGSGGSPGQGTQS
ENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLE
EVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKA
MSEFDIFINYIEAYMTMKIRNGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGECGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVYVVDYSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVFSCSY
MHEALHNHYTOKSLSLSPGK (SEO ID NO: 23)
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(continuacién)

Proteina Secuencia

sclL-10:CH1: MYRMOQLLSCIALSLALVTINSSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNL
CL:Fc LLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFL
PCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIEAYMTMKIRNGGSGGGGSGGSPGQGTQS
ENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRYKTFFQMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQKFYLE
FVMPQAFENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFL.PCENKSKAVEQVKNAFNKLQFEKGIYKA
MSEFDIFINYIEAYMTMKIRNGGGGSGGGGSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVKDYFPEPY
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGSGGEPKSCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 24)

sclL-10:Fc MYRMOQLLSCIALSLALVTNSSPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNL
(Control) LLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFL
PCENKSKAVEQVKNAKNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIEAYMTMKIRNGGSGGSPGQGTQSENSCTH
FPGNLPNMLRDLRDAFSRYKTFFQMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQA
ENQDPDIKAHYNSLGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFI
NYIEAYMTMKIRNEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 25)

Expresion de sclL-10:C1.Cn1:Fc y sclL-10: Ch1:Ci:Fc

Los genes se sintetizaron sintéticamente y se suministraron en el vector de expresion pcDNA3.1 (GeneArt), y se
expresaron transitoriamente en células HEK293 utilizando el sistema de expresion Expi293 (Life Technologies). Las
proteinas se purificaron usando proteina A (GE Healthcare) con elucion de pH bajo y se dializaron frente a 2 | de PBS
1X 2 veces.

Las moléculas se analizaron mediante gel SDS PAGE en condiciones reductoras y no reductoras (fig. 23). Para
condiciones reductoras y no reductoras, se cargaron 2,5 ug de proteina en un gel Any kD (Invitrogen) con un patréon
Kaleidoscope Precision Plus Protein (Invitrogen) (intervalo de PM 10 kD - 250 kD). La molécula se caracterizé
mediante filtracion en gel analitica en una columna XBridge Protein BEH SEC, 200 A, 3,5 um, 7,8 mm X 150 mm
(Waters). La columna se equilibré y se procesé a 0,9 ml/min con fosfato de sodio 100 mM pH 7,0 como tampén de
ejecucion para todos los analisis. Se inyectaron muestras purificadas (0,5 mg/ml) (15 pl) y se eluyeron con un tiempo
de ejecucion de 15 min (fig. 24A y 24B).

Bioactividad de sclL-10:C.:Cn1:Fc y sclL-10:Ch1.CL:Fc

La bioactividad in vitro se valoré evaluando la capacidad de sclL-10:C.:Cx1:Fc y sclL-10:Cn1:CL:Fc para estimular la
proliferacién de la linea de mastocitos de ratén MC/9 (ATCC CRL-8306). La proteina de fusién Fc de sclL-10 directa
(sclL-10:Fc) se us6 como control. Para el ensayo, las células MC/9 se sembraron en placas a 10.000 células/pocillo
en medio DMEM que contenia suero bovino fetal termoinactivado al 10 %, glutamina 2 mM y 2-mercaptoetanol
0,05 mM. Las células se incubaron durante 72 horas a 37 °C, CO, al 5 % con diversas concentraciones de IL-10
humana (R&D Systems), sclL-10:C:Ch1:Fc, sclL-10:Cn1:CL:Fc o sclL-10:Fc. Después de 72 horas, las células se
tifieron con CellTiter-Blue (Promega) durante 4 horas a 37 °C, CO; al 5 % segun el protocolo del fabricante. Se tomaron
medidas fluorescentes a 560/590 nm. IL-10 (CEsg = 75 pM), sclL-10:C.:Cn1:Fc (CECso = 79 pM), sclL-10:Cn1:CL:Fc
(CEso = 93 pM) y sclL-10:Fc (CEso = 493 pM) eran activos de una manera dependiente de la dosis (fig. 25).

PK de ratén de scll-10:Cy:CH1:Fc y scllL-10:Ch1:CL:Fc

Se evalu6 la farmacocinética de sclL-10:C.:Cn1:Fc, sclL-10:Cn1:Ci:Fc y sclL-10:Fc en ratones con una dosis Unica
intravenosa de 0,5 mg/kg administrada en la vena de la cola y una Unica dosis subcutanea de 2,5 mg/kg administrada
en la regién interescapular. Se recogieron muestras de sangre (n = 3 muestras/punto temporal/proteina de fusion) a
las 0,083, 0,5, 1, 4, 6, 24, 48, 96, 168, 192 y 216 horas después de la administracion de sclL-10:C.:Cn1:Fc, sclL-
10:Cn1:CL:Fc vy sclL-10:Fc. Para cada punto temporal/proteina de fusion/via de administracion, se agrupo el suero y
se midieron las concentraciones utilizando técnicas convencionales de MSD. Los datos bioanaliticos se sometieron a
analisis farmacocinético no compartimental utilizando el programa informatico Phoenix WinNonlin 6.4. El parametro
farmacocinético incluyé parametros farmacocinéticos convencionales de concentracion maxima (Cmax), tiempo hasta
la concentracion maxima (Tmsx), area bajo la curva de tiempo frente a concentracion (ABC), tiempo medio de
permanencia (TMP), semivida de eliminacién (t1/2), aclaramiento (CL), volumen de distribucion en estado estacionario
(Vss) y biodisponibilidad (% F) que se determinaron y se indican en las tablas 8 y 9.

Tabla 8
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ID defila Compuesto Dosis Dosis ROA | Cméx | Tmax | Cmax/D | ABCfinal
(mg/kg) | (~ nMoles/kg) (nM) (h) (nM/D) (h*nM)
1 sclL-10:Fc 0,5 3,93 v 94,9 0,083 24,2 2080
2 sclL-10:Fc 25 19,63 SC 221 24 11,3 12700
3 sclL-10:C.:Cu1:Fc 0,5 2,85 v 140 0,083 49,2 2850
4 sclL-10:C.:Cu1:Fc 25 14,25 SC 227 24 15,9 19500
5 sclL-10:Cn1:Ci:Fc 0,5 2,84 v 115 0,083 40,5 1300
6 sclL-10:Cn1:Ci:Fc 25 14,2 SC 120 24 8,48 7570
Tabla 9
ID defila| ABCinf | ABCinf/D | TMRinf | t1/2 CL Vss %F
(h*nM) (h*nM) (h) (h) (ml/h/kg) (ml/kg)
1 2170 552 33 21 1,811 59,57 NA
2 12700 649 46 11 NA NA ~100
3 2850 999 30 7,8 1,001 29,56 NA
4 19500 1370 56 8,5 NA NA ~100
5 1300 458 16 9,3 2,183 35,44 NA
6 7570 533 41 9,1 NA NA ~100

Las publicaciones cientificas y de patentes a las que se hace referencia en el presente documento establecen el
conocimiento que esta disponible para los expertos en la materia.

Aunque la presente invenciéon se ha mostrado y descrito en particular con referencias a elementos preferidos de la
misma, los expertos en la técnica entenderan que se pueden realizar en la misma diversos cambios en la forma y los
detalles sin alejarse del alcance de la invencién abarcada por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién monocatenaria que tiene la siguiente disposicion desde el extremo amino al extremo
carboxilo:

X-L1-BISAGRA-Fc
en donde,

X es IL-10, IL-2, IL-2Ra o fusiones del mismo, IFN, factor IX, antagonista de TNFR2 o IL-1R (IL-1 Ra);
L1 es un conector que tiene la siguiente disposicion desde el extremo amino al extremo carboxilo:

L2-CL-L3-CH1-L4

en donde,

L2 y L4 son de manera independiente conectores polipeptidicos y en donde L2 esta presente y L4 esta ausente;
L3 es un conector polipeptidico;

CL es un polipéptido de region constante de una cadena ligera de inmunoglobulina; y

CH1 es un polipéptido de region constante de un dominio CH1 de una cadena pesada de inmunoglobulina;
BISAGRA es una secuencia de bisagra de una inmunoglobulina; y

Fc es el extremo carboxilo de una inmunoglobulina o cualquier fragmento activo de la misma.

2. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en donde CL, CH1, BISAGRA y Fc son al menos 90 % idénticos a las
regiones CL, CH1, bisagra y Fc, respectivamente, de IgG1 humana.

3. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en donde L3 es un conector polipeptidico que tiene la secuencia de
aminoécidos (GGGGS), en donde n es 1-5.

4. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en donde L2 es un conector polipeptidico que tiene la secuencia de
aminoacidos (GGGGS), en donde n es 1-5.

5. La proteina de fusién de la reivindicacion 1, en donde X comprende IL-2 permutada circularmente, fusionada con
IL-2Ra mediante un conector opcional.

6. Un complejo dimerizado que comprende la proteina de fusién de la reivindicacion 1.
7. El complejo dimerizado de la reivindicacién 6, en donde el complejo dimerizado es un complejo homodimérico.

8. El complejo dimerizado de la reivindicacion 7, en donde X es IL-10 o una proteina de fusiéon homodimérica de IL-10
unida covalentemente.

9. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, en donde X es una proteina de fusion homodimérica de IL-10 unida
covalentemente.

10. La proteina de fusién de la reivindicacion 9 que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 23 o una
secuencia de aminoacidos que es al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 23.

11. La proteina de fusion de la reivindicacion 1 que tiene la secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID

NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19 o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 99 % idéntica a las SEQ ID NO: 7, 8,9, 18 y 19.
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Bioensayo de HEK dual - TNF
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FIG. 8B
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